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“Estudiad el “abecé” de las ciencias antes de intentar alcanzar las
cimas. No emprenddis jamds un nuevo capitulo si no sabéis
petfectamente el precedente. No tratéis jamds de compensar la
insuficiencia de vuestros conocimientos con suposiciones e hipotess,
ni siquiera las mds audaces. ..

Aprended a ser observadores y pacientes. Habituaos a hacer los
trabajos cientificos mds ordinarios. Estudiad, comparad, acumulad
hechos. .. Sin los mismos no podréis nunca elevaros, sin los mismos
vuestras teorias serdn esfuerzos wvanos. Pero ain estudiando,
experimentando, observando, esforzaos por no quedar en la
supetficie de los hechos. Tratad de penetrar el misterio de su origen,
buscad con perseverancia las leyes que los requlan. En sequndo
lugar, modestia. Jamds penséis saberlo todo ya... No permitdis que
el orgullo se apodere de vosotros; os hard obstinar cuando seria
necesario ceder; os hard perder la medida de la objetividad... En
tercer lugar, pasion. Recordad que la ciencia exige al hombre toda
su vida. Y si tuvierais dos vidas, las mismas no serian suficientes.
Es una fuerte tension y una gran pasion lo que la ciencia exige del

hombre...”

Ivin Paviov (1849-1936)
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RESUMEN

La interaccién entre el endotelio vascular y las células metastasicas se ha
propuesto como un paso importante en la diseminacién tumoral. En este
proceso la célula metastasica debe adherirse a la célula endotelial que
normalmente presenta una membrana con una baja capacidad de adhesion.
Previamente, hemos demostrado que la leucemia humana secreta factores que
inducen un estado pro adhesivo en las células endoteliales humanas derivadas
de la vena umbilical.

En este trabajo se compard la capacidad de los factores solubles tumorales
(FST) de células de cancer de glandula mamaria humana con alto potencial
invasivo (ZR 75.30) con los de bajo potencial (MCF-7) para producir un
aumento en la adhesion de células U937, la expresion de moléculas de
adhesion endotelial selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1, asi como la activacion del
factor de transcripcion NF-xB. Se evaluaron los mismos efectos con los FST de
células de un tipo de cancer distinto proveniente de un carcinoma de cérvix
(HeLa).

Sélo el pre-tratamiento de células endoteliales con los FST de las células ZR
75.30 indujo un cambio en el fenotipo endotelial haciéndolo mas susceptible a
la adhesién de células U937, MCF-7 y a las mismas células ZR 75.30. Los FST
de MCF-7 y Hela no tuvieron este efecto.

La expresién de moléculas de adhesion selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 en las
células endoteliales, solo se incrementd cuando estas células fueron pre-
tratadas con los FST de ZR 75.30.

El factor de transcripcion NF-«xB fue activado por los FST de ZR 75.30 casi a los
mismos niveles que se alcanzan con TNFa. En contraste, los FST de MCF-7 y
HelLa indujeron un modesto incremento en los niveles nucleares de NF-«B.

En conclusién, los FST de una célula de cancer de glandula mamaria humana
con alto potencial invasivo (ZR 75.30) son capaces de promover un fenotipo
endotelial similar al que induce el TNFo, mientras que los FST de células con
bajo potencial invasivo (MCF-7) tuvieron efectos cercanos a las condiciones

basales.
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ABSTRACT

The interaction between vascular endothelium and metastasic cells have been
proposed to be an important step in tumoral dissemination. In this process
metastasic cells adhere to endothelial cells that normally display low capacity of
adhesion on it's membrane. Previously, we have demonstrated that human
leukemia produces factors that induce a pro-adhesive state in human
endothelial cells derived from umbilical vein.

In this work, I compared the ability of tumoral soluble factors (TSF) from a
human breast cancer cell line with high invasive capacity (ZR 75.30) against
one with low invasive capacity (MCF-7) to promote adhesion of U937 cells,
expression of adhesion molecules like E-selectin, ICAM-1 and VCAM-1, and also
the activation of nuclear transcription factor NF-xB. The same effects were
evaluated for TSF derived from cells from a cervical carcinoma (Hela).

The results showed that only pre-treatment of endothelial cells with TSF from
ZR 75.30 induced adhesion of U937, MCF-7 and ZR 75.30 cells on endothelial
cells suggesting an activated endothelial phenotype. The TSF from MCF-7 and
Hela cells didn't have this effect.

The expression of the cell adhesion molecules E-selectin, ICAM-1 and VCAM-1
on endothelial cells were only increased when cells were pre-treated with ZR
75.30 TSF.

The nuclear transcription factor NF-xB was activated with ZR 75.30 TSF almost
to similar levels as those reached by TNFa. In contrast, TSF from MCF-7 and
HelLa induced only a modest increased in NF-xB activation.

In conclusion, TSF from a human breast cancer cell line with high invasive
capacity (ZR 75.30) are able to promote an endothelial activated phenotype
similar to the one induced by TNFa, whereas the TSF from cells with low

invasive potential (MCF-7) had no significant effects.

il
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Abreviaturas I

CAMs
CEs
CM
CT
EMSA
EuHe

Eusebia
FST
Hela
HUVECs
ICAM-1
IFNy
IL-

IRF
MCF-7
MEC
NF-«xB

TNFa
U937
VCAM-1
ZR 75.30

ABREVIATURAS I

Moléculas de adhesién celular

Células endoteliales

Células metastasicas

Células tumorales

Ensayo de retardo en la movilidad electroforética
Células humanas obtenidas de paciente con linfoma de
Hodgkin

Células obtenidas de ratones inyectados con EuHe
Factores solubles tumorales

Linea celular humana derivada de cancer de cérvix
Células endoteliales derivadas de vena umbilical humana
Molécula de adhesion intercelular-1

Interferén gama

Interleucina

Indice relativo de fluorescencia

Linea celular humana derivada de adenocarcinoma mamario
Matriz extracelular

Factor nuclear de la cadena kappa de las inmunoglobulinas
de células B

Factor de necrosis tumoral alfa

Linea celular de mieloma humanao

Molécula de adhesion de células vasculares-1

Linea celular humana derivada de cancer de glandula
mamaria con alto potencial invasivo
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INTRODUCCION

CANCER

El cancer, condicibn en la que las células de un organismo proliferan
descontroladamente, puede considerarse como un proceso de micro evoluciéon que
se produce en una escala temporal de meses o afios en una poblacion de células
del cuerpo, y que a su vez, depende de los mismos procesos de mutacidén y
seleccidon natural que gobiernan la evolucion a largo plazo de todos los organismos
vivos (Alberts et a/, 2002). El cancer resulta de un largo periodo de latencia,
durante el cual ocurren y se acumulan mutaciones que, con el paso del tiempo,
generan alteraciones en los mecanismos que regulan la diferenciacion y la
proliferacion de las células afectadas. Se dice que el cancer es multifactorial
porque los factores que pueden causar dafio al ADN y transformar una célula
normal en cancerosa o tumoral son muy diversos, y pueden pertenecer a
cualquiera de las siguientes tres categorias: agentes bioldgicos (virus, parasitos y
bacterias); quimicos (arsénico o asbesto entre otros) y fisicos (exposicion a
radiacidn ionizante). Se habla también de que los cambios celulares pueden ser
genéticos o epigenéticos, si ocurrieron — respectivamente — modificaciones en los
genes (insercién, delecion, translocacion), si estos ocurren en células germinales o
si el cambio no se da en el ADN sino en la expresion de genes (metilacion por
ejemplo) (Lewin, 2000).

Un posible paso inicial para que una célula normal pueda generar cancer es la
alteracién de un gen que participa en la regulacién del ciclo celular. Esta alteracion
puede ocurrir por medio de mutaciones, que resultan en un aumento o
disminucién en su expresion (Yokota, 2000). Durante la progresion tumoral la
acumulacién de mutaciones en diversos genes lleva a la pérdida de regulaciéon en
el metabolismo del ADN. Esta inestabilidad genética ha sido estudiada
extensamente. Se ha demostrado que es comun que las células tumorales
presenten un gran nuimero de mutaciones a lo largo del genoma, las cuales se

presentan en forma aleatoria (Loeb y Loeb, 2000). Durante la progresion del
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cancer se van generando clonas que pueden tener mas o menos ventajas que
otras para sobrevivir y proliferar en su microambiente. Por lo tanto, dentro de un
tumor existe una seleccidn que favorece a las mas aptas que por lo general
pierden en mayor proporcion las caracteristicas del tejido de origen. Por lo que la
progresion de una hiperplasia a un cancer metastasico resulta de las mutaciones
en el genoma de la célula tumoral y la seleccién que ejerce el microambiente
tisular donde se desarrolla. Al aumentar el nimero de células, el tumor empieza a
incrementar su volumen. Mientras se mantenga por debajo de 1 a 2 mm de
diametro puede subsistir por la difusion de nutrientes de vasos cercanos (Kerbel,
2000), pero al crecer mas se encuentra con limitantes para su desarrollo tales
como el tipo de tejido adyacente y la reduccién en la cantidad de nutrientes,
oxigeno y factores de crecimiento (Loeb y Loeb, 2000). Esta falta de oxigeno
genera un estado de hipoxia que favorece la sintesis y secrecién de factores
angiogénicos que promueve la formacidn de nuevos vasos sanguineos. Este
proceso implica la degradacion de la lamina basal de los capilares cercanos,
division de células endoteliales y formacion de capilares en la periferia y el interior
del tumor (Darnell y Lodish, 1999) (Figura 1). En la mayoria de los casos se ha
documentado que la formacidon de esta nueva vasculatura se debe a la secrecidn
ectdpica por parte de las células tumorales de factores angiogénicos como los
factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), los factores de crecimiento transformante alfa y beta
(TGF o y B) y la interleucina-8. Es importante resaltar que el VEGF se expresa por
la mayoria de los tipos de tumores y que la angiogénesis no es exclusiva de
tumores sdlidos (Kerbel, 2000).

Cuando una célula se vuelve cancerosa, son tres los fendmenos que tienen lugar:

Inmortalizacion, que se refiere a la propiedad de crecimiento indefinido. Las células

eucariotas  tienen como caracteristica fundamental un periodo de vida
preestablecido cuyo crecimiento y division estan altamente regulados. Al limite del
numero de divisiones celulares se le llama “Limite de Heiflick”. Esta propiedad se

pierde cuando una célula se torna cancerosa.
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Transformacion, es cuando las células llegan a ser independientes de factores que

normalmente necesitaban para su crecimiento y adquieren habilidad para
sobrevivir y proliferar en condiciones en las que normalmente no lo harian.

Y finalmente, metastasis, que describe la etapa en la que la célula cancerosa
desarrolla la capacidad de romper las laminas basales que los mantienen
contenidos e invadir el tejido circundante, moviéndose asi desde su lugar de origen

para establecer una nueva colonia en cualquier parte del cuerpo (Lewin, 2000).

Agentes fisicos, quimicos -Apoptosis reducida

Y bioldgicos. -Activacién de oncogenes
-Inactivacion de genes
supresores tumorales

Célulanormal ______y  Célula preneoplasica . | Célula Neoplasica

Iniciacién
-Expansién clonal
Promocion | -Agentes irritantes
-Carcindgenos no
genotdxicos
Neoplasia Progresion Neoplasia
maligna < benigna
-Alteracién genética

-Heterogeneidad clonal
-Angiogénesis
-Metastasis

Figura 1. El proceso neoplasico ocurre en mdltiples etapas, es multifactorial y ocurre al azar. Una
célula normal puede convertirse en cancerosa por su interaccion con agentes fisicos, quimicos o
bioldgicos, que inician a la célula en la progresion tumoral y le confiere una probabilidad mayor de
malignizacion. Al promoverse la division, la célula iniciada forma un foco neoplasico benigno, el cual
puede progresar hasta un fenotipo maligno. Esta promocién no es controlada por las células
tumorales y cualquier ventaja fenotipica es un proceso totalmente aleatorio.

METASTASIS

Cuando una masa tumoral se implanta en un sitio separado o distante del tumor
de origen, se dice que existe una metastasis. La capacidad de invasién de las
células tumorales les permite penetrar en el interior de los vasos sanguineos,

linfaticos y, en menor proporcién, en las cavidades corporales. A esta caracteristica
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de algunos tumores se le denomina malignidad y es, de hecho, la principal causa
de mortalidad por cancer (Ruoslahti, 1996).

El proceso metastasico consiste en una serie de pasos secuenciales por los que
avanzan las células tumorales; si todos se llevan a cabo exitosamente se alcanza
un estado con capacidad metastatica. Estos pasos incluyen el desprendimiento de
las células del tumor primario, las cuales deben atravesar la matriz extracelular
para poder hacer su entrada a la circulacién (intravasacion), sobrevivir en la
circulacién, detenerse en un nuevo sitio distante del tumor de origen, extravasarse
para invadir el tejido circundante, pasar por un proceso de iniciacion y crecimiento,
asi como de vascularizacién o angiogénesis para mantenerse como un tumor

metastasico (Chambers et a/, 2002) (Figura 2).

Transformacion Angiogénesis Matilisiad = nyasiai

L P

Paro en )
capilares Embolia y

Extravasacion a
oérganos Respuesta al
e microambiente

!

Proliferacién tumoral
¥ angiogenesis

Figura 2. El resultado de la metastasis depende de la interaccién de las células metastasicas con el
microambiente del érgano al que se va a colonizar. Ademas representa el punto final de diversos
eventos letales en los que pocas células sobreviven (Imagen tomada de Fidler, 1990).

Las interacciones intercelulares son un tema comun e importante en la biologia del
desarrollo y la patologia del cancer. Se ha comparado el movimiento de las células

metastasicas con aquel que ocurre en los embriones, particularmente los procesos
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de adhesion y separacion, locomocién celular y direccionalidad. Sin embargo,
mientras que la morfogénesis coordina finamente el "encendido y apagado" de
estos procesos, en la metastasis no se cuenta con ese control, por lo que se llega a
un estado de desorden en el tejido que suele culminar con la muerte del paciente
(Weiss, 2000a).

En cada uno de los eventos del proceso metastasico intervienen diversas moléculas
de adhesién celular (CAMs). Son mas de 50 CAMs las que se han asociado a la
promocién de la cascada metastasica. Estas CAMs se encuentran clasificadas en
cuatro grandes grupos: i) superfamilia de las inmunoglobulinas, i) cadherinas, iii)

selectinas y iv) integrinas (Okegawa et al, 2004).

EVENTOS DE LA METASTASIS

DISPERSION DE LAS CELULAS TUMORALES

La gran mayoria de las metastasis tienen un origen epitelial por los que la
expresion de las moléculas de adhesidon intercelular que contribuyen al
mantenimiento de a unidad epitelial es determinante para permitir la migracién de
una célula epitelial cancerosa. En la interaccién homotipica célula-célula de una
masa tumoral la cadherina-E es la molécula de adhesidn intercelular que mas ha
sido estudiada, sobretodo en el proceso metastatico. Se ha observado que en
muchos carcinomas humanos disminuye o se pierde la expresion o funcién de esta
molécula. Este es un cambio temprano en la progresion metastasica (Birchmeier y
Behrens, 1994) que facilita ademas que las células tumorales se liberen de los
controles de adhesion de las células vecinas. Esto les permite separarse de la masa

tumoral primaria y quedar libres para migrar (Johnson, 2000).

MOTILIDAD E INVASION

Una vez desprendidas de la masa tumoral, las células metastasicas tienen que
establecer contactos temporales con componentes de la matriz extracelular (MEC),
lo cual se realiza a través de CAMs donde las integrinas juegan un papel

predominante (Jin y Varner, 2004).
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Para poder migrar, las células tumorales inician un proceso de polarizacion y
formacién de protuberancias en la membrana, a las cuales se les conoce como
pseuddépodos o lamelipodios. Las integrinas fijan las protuberancias a la MEC
interactuando con el citoesqueleto de actina y activando la asociacién de diversas
moléculas de sefalizacion. Se generan entonces, fuerzas que jalan parte de la
célula hacia delante. Subsecuentemente, se lleva a cabo una contraccién que va
acompanada por la separacién de las CAMs y sus ligandos en la matriz extracelular
en la parte posterior (o urdépodo) de la célula, resultando en un desplazamiento
neto de la célula hacia el frente (Brakebusch et a/, 2002 y Sheetz et al, 1999).
Durante el proceso de invasion, las células tumorales tienen que cruzar la matriz
intersticial que estda compuesta de proteoglicanos, glicoproteinas y proteinas
fibrilares compuestas por diversos tipos de colagenas. Se ha observado que
muchos tumores tienen altos niveles de actividad proteolitica, por lo que se piensa
que la degradacion de la MEC es un prerrequisito para que un tumor invada
exitosamente el tejido que le rodea (Crawford y Matrisian, 1994). Las proteasas
que participan en la invasién y la metastasis pertenecen a cuatro grupos:
metaloproteinasas de matriz (MPMs), proteinasas de serinas, de cisteinas y de
aspartato; siendo las mas estudiadas las MPMs dentro de las cuales la MPM-2 y
MPM-9 juegan un papel importante en la degradacion de la MEC para la invasion
(Ray y Stetler-Stevenson, 1994).

EVASION DEL SISTEMA INMUNE

Desde que las células se tornan cancerosas y una vez que logran alcanzar el
torrente sanguineo o linfatico, dependen de una exitosa evasion del sistema
inmune, ya que éste es capaz de detectar y destruir a las células transformadas.
Existe un nimero cada vez mayor de reportes que resaltan la funcion antitumoral
del sistema inmune, y el papel activo que juega en la supresion del crecimiento de
tumores tempranos.

Lang y colaboradores (2006) proponen seis mecanismos de escape caracteristicos

de las células tumorales. Estos incluyen la alteracion de la maquinaria procesadora
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de antigenos (MPA), factores solubles inmunosupresores (FSIS), microvesiculas y
exosomas derivadas del tumor, contra-ataque tumoral, fusion celular y desarrollo
de la metastasis.

Dentro de la maquinaria procesadora de antigenos, la presentacion de antigenos
via moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) es crucial durante
para una respuesta inmune adecuada. Las alteraciones en el procesamiento y
presentacidn de antigenos es un mecanismo usado comunmente por los virus para
evadir el sistema inmune del hospedero. De manera similar, la pérdida o
regulacion negativa de moléculas de clase I del CMH es un mecanismo
frecuentemente utilizado por los tumores para escapar del reconocimiento y
destruccion por parte de los linfocitos T citotdxicos (CTLs).

Otro mecanismo de escape tumoral es el uso de factores solubles
inmunosupresores. Estos factores se han hallado en ratones experimentales a los
que se les han inducido tumores y en pacientes con potencial inmune disminuido
por presencia de cancer. Aparentemente, las respuestas deficientes del sistema
inmune en dichos pacientes se atribuyen a la secrecion de citocinas
inmunosupresoras, como la interleucina-10 y TGFB (factor de crecimiento
transformante beta). La primera es una citocina que regula la diferenciacion,
maduracion y estado funcional de las células dendriticas. La segunda es una
molécula que inhibe la activacion, proliferacion y actividad de los linfocitos T. El
TGFB se encuentra frecuentemente en altos niveles en tumores malignos y se
asocia tanto con un mal prondstico como con la pérdida de la respuesta del tumor
a la inmunoterapia.

Desde hace mas de 25 anos se describié la habilidad de los tumores para liberar o
cubrirse de vesiculas de membrana (VM) o exosomas. Existen estudios donde se
ha encontrado en comun el antigeno asociado a tumores FasL en microvesiculas
presentes en fluidos corporales de pacientes con cancer colorectal, tumores de
ovario o carcinoma de células orales. FasL induce apoptosis de células T activas lo
cual puede jugar un papel significativo en la eliminacidn del componente mas

efectivo de la respuesta antitumoral, las células T. Provee ademas una explicacion
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a la apoptosis espontanea de estas células en circulacidon periférica de pacientes
con cancer.

FasL también esta involucrado en el contra-ataque tumoral. La expresion de esta
molécula por parte de los tumores implica que las células cancerosas son asi
mismo resistentes a la muerte celular inducida por FasL. Existen evidencias que
sugieren que la expresion de esta molécula es relevante para la progresién tumoral
y la formacidon de metastasis. Algunos estudios muestran que la expresion de FasL
estd asociada con metastasis a nodos linfaticos. Estos hallazgos indican la
participacion de dicha molécula en la evasion inmune, progresién tumoral y
metastasis desarrollada al promover la sobrevivencia de las células tumorales en
sitios hostiles inmunolégicamente, asi como por la induccién de apoptosis en las
células normales vecinas al tumor, lo cual facilita la invasidon de las células
tumorales (CT) (Lang et a/, 2006).

El concepto de fusidn celular no es nuevo, pero ha resurgido bajo los aspectos de
iniciacion y desarrollo del cancer. Los conceptos que se discuten incluyen la
iniciacion del cancer por transformacion de células troncales (SC, de steam cells) y
la fusion de éstas con las células tumorales. Las SC pueden ser atraidas hacia el
tejido tumoral por sefales inflamatorias o de regeneracién de tejido. Las SC
derivadas de la médula dsea son moviles y no residentes, tienen una baja
restriccion tisular y sobreviven en ambientes asociados a un tejido sano como en
ambientes asociados a un estado patoldgico. Después de fusionarse con otras
células, las SC les transfieren algunas de sus caracteristicas, lo cual puede
promover un estado de des-diferenciaciéon, incluyendo un incremento en la
proliferacidén, sobrevivencia, invasion y evasion inmune. Las células neoplasicas
pueden adquirir ademas otras caracteristicas del sistema inmune tal como la
capacidad de migracion activa y quimiotaxis. Por lo tanto, la fusion celular es un
mecanismo celular para el cambio de fenotipo y funcidn, que bien puede resultar
en una aceleracion de la progresion del cancer.

El desplazamiento fisico y dispersion a diversos tejidos del cuerpo por parte de las

células de un tumor primario puede, en ocasiones, haber superado un estado de
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latencia antes del desarrollo de una masa tumoral secundaria. Aln no esta claro
cdmo se inicia el proceso metastatico pero hasta el momento se han sugerido tres
teorias. Una de ellas postula que el potencial metastasico de un tumor se basa en
alteraciones genéticas en la tumorigénesis temprana. Otra de las hipotesis afirma
que los factores interno-ambientales tales como citocinas y neurotransmisores
funcionan como iniciadores de la actividad migratoria de las CT, de manera similar
a la regulacion de la migracién leucocitaria. La tercera hipdtesis sugiere que las CT
adquieren su potencial migratorio a partir de la fusidn con células troncales de
origen mieloide. Donde la fusion o las alteraciones genéticas son quienes proveen
a la célula tumoral del fenotipo migratorio, mientras que los factores interno-
ambientales son los ultimos iniciadores de la actividad metastasica (Lang et aj,
2006).

PARO Y EXTRAVASACION

La mayor parte de las células metastasicas (CM) circulantes son detenidas por
restriccion de tamafno. Los vasos capilares son angostos (3-8 um de diametro) y
estan disefiados para permitir el paso de globulos rojos y leucocitos —los cuales
son de 7 um de didmetro en promedio ademas de que son altamente flexibles-
mientras que muchas células cancerosas sobrepasan esta capacidad pues tienen
un didmetro de 20 um o mas. Las células blancas de la sangre, mucho mas
pequefias que las células cancerosas, son arrastradas por el flujo sanguineo a
través de los capilares o de las vénulas y pueden ser frecuentemente detenidas en
las paredes de los vasos (Chambers et a/, 2002). En los afios 50 s se observd
actividad procoagulante y fibrinolitica en extractos de tumores humanos. Veinte
afos después se demostrd que la agregacion de células tumorales circulantes con
plaquetas y linfocitos, asi como su adhesion al endotelio vascular actia de manera
determinante en la sobrevivencia de las células cancerosas. Ademas, las plaquetas
activadas son una fuente de prostaglandinas, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PGF) y agentes que incrementan la permeabilidad vascular, lo cual

puede contribuir a la extravasacion de las CM.
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El arresto de las células tumorales en la micro-vasculatura de su érgano blanco se
relaciona frecuentemente con cambios en el mismo endotelio vascular, lo que
permite que ocurra la penetracion de las paredes de los vasos, primero por parte
de los leucocitos y posteriormente por parte de las CM (Weiss, 2000a). Este tipo de
interaccion adherente mediado por CAMs ha sido bien descrito, sin embargo, las
CM usualmente no son detenidas de esta forma cuando son inyectadas en ratones
normales. Las CM pueden detenerse por adhesion en los vasos pre-capilares del
higado (vénulas portales) cuando el endotelio ha sido activado por citocinas. La
extravasacion de CM no necesariamente ocurre en los sitios que, por
caracteristicas fisicas, detienen un amplio nimero de células circulantes; sino que
el fendmeno de extravasacion responde también a una interaccion célula tumoral-
célula endotelial que permitird o no el paso de las CM. La extravasacion se
presentara también si las CM encuentran las condiciones apropiadas en el érgano a
invadir, esto es, la regulacion del crecimiento de un nuevo tumor dependera
también de las interacciones moleculares entre las células tumorales y el
microambiente del tejido u érgano donde se desarrolla la metastasis (Chambers et
al, 2002).

ESTABLECIMIENTO DE LA METASTASIS

Estudios previos indican que los factores moleculares presentes en los diversos
organos pueden influenciar el desarrollo de las células tumorales (CT). Dichos
estudios mencionan que igualmente las CT responden de distintas formas —en
términos de expresion de genes, habilidad de desarrollo y respuesta a terapias-
dependiendo del ambiente que encuentren en el nuevo érgano. Por ejemplo, las
células de cancer de mama y de prdstata que llegan al tejido dseo reciben un
estimulo de crecimiento muy eficiente, esto es debido a una interaccion molecular
reciproca que ocurre entre las células cancerosas y los osteoblastos u osteoclastos.
Moléculas tales como la proteina relacionada a la hormona paratiroidea y el TGFp
que pueden ser producidas por las CT o estar presentes en el microambiente del

tejido dseo, que normalmente actlan como mediadores del desarrollo dseo. La
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expresion del receptor para el EGF ayuda a las células de cancer de colon, entre
otras, a desarrollarse en el higado. Por ello se ha asociado a este factor con la
expresion de otros factores de crecimiento en el tejido hepatico como el TGFa.

Recientes estudios en genes supresores de metastasis son consistentes con la idea
de que la regulacidon del crecimiento en un sitio secundario es una caracteristica
crucial de la habilidad metastasica. De hecho, se han identificado genes que tienen
un efecto funcional en la regulacion de la capacidad para iniciar y mantener el
crecimiento celular después de que las CM llegan al sitio secundario. La capacidad
metastasica de los tumores mamarios en estudios con ratones se ha asociado a
variaciones alélicas en uno de estos genes supresores de metastasis, el BRMS1.

Estudios acerca de la contribucién de receptores a citocinas en metastasis 6rgano-
especificas aportan importantes claves acerca del porqué algunos canceres realizan
metastasis a érganos especificos. Se conoce que las citocinas y sus receptores
desempefian un papel importante en el establecimiento de linfocitos y células
hematopoyéticas a drganos especificos. En algunos trabajos, se ha mostrado que
las CT expresan patrones de receptores a citocinas que se ajustan al tipo de
citocinas expresadas en sus drganos blanco. Por ejemplo, tanto las células de
cancer de mama como los tumores primarios del mismo, expresan altos niveles de
las citocinas CXCR4 y CCR7. Los ligandos especificos para estos receptores —
CXCL12 y CCL21- respectivamente, se encuentran en concentraciones elevadas en
los nodos linfaticos, pulmones, higado y médula ésea; érganos a los cuales los
tumores de mama frecuentemente realizan metastasis. Mas aun, blogueando
CXCR4, se encontrd una inhibicion de la metastasis de cancer de mama en

modelos de animales experimentales (Chambers et a/, 2002).

ANGIOGENESIS
Una de las interacciones mas importantes de los tumores con el hospedero es la
que forma con el endotelio vascular, permitiendo el desarrollo de nuevos vasos

que irriguen al tumor mediante un proceso conocido como neovascularizacion o
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angiogénesis. Sin neovascularizacion, el crecimiento de un tumor primario o de
uno metastasico se encuentra severamente limitado (Weiss, 2000b).

El proceso de angiogénesis se refiere principalmente a la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de los ya existentes. Todas las células endoteliales (CEs)
de los vasos sanguineos se encuentran alineadas de tal manera que puedan
proliferar para formar nuevos vasos, migrar hacia blancos distantes y sobrevivir a
procesos de desgaste y senescencia. Por su parte, el microambiente del hospedero
puede dirigir sefales a las CEs para que se multipliquen y eviten la apoptosis. La
adquisicién de un fenotipo movil, las modificaciones del acoplamiento entre las
células endoteliales y la matriz extracelular, la formacion de estructuras tubulares y
la resistencia a los procesos de muerte programada, definen en conjunto los
multiples pasos del proceso de angiogénesis. La ejecucidon exitosa de estos
procesos depende de un delicado balance de los factores promotores e inhibidores
de crecimiento que rodean al endotelio. Y aunque una amplia variedad de factores
de crecimiento y citocinas actian como inductores de la angiogénesis, el VEGF se
ha identificado como el principal factor de crecimiento especifico para el endotelio
vascular.

La angiogénesis participa de manera esencial en diversos procesos normales como
el desarrollo embrionario, ciclo menstrual y reparacion de lesiones. Sin embargo, la
angiogénesis se ha observado en forma des-regulada en algunas condiciones
patoldgicas como neuropatia, psoriasis, cancer y retinopatia. Esta des-regulacion
generalmente es la causa de un crecimiento excesivo y de los vasos, lo cual tiene
un significativo impacto en la salud, contribuyendo también al desarrollo de otras
enfermedades como artritis reumatoide, obesidad y enfermedades infecciosas.

En el caso de los tumores, su progresion y metastasis son dependientes de la
angiogénesis. Después de la transformacion inicial, las CT sufren cambios
genéticos que resultan en la seleccion de clonas dominantes con diversas
caracteristicas metastasicas y de crecimiento que les confieren ciertas ventajas
sobre otras células. Se establece ademas una interaccion activa entre los tumores

y los vasos sanguineos. Los estudios han mostrado que los tumores no pueden
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crecer mas alla de 1 6 2 mm sin un aporte adecuado de nutrientes a través de un
sistema vascular adecuado. Este proceso es conocido actualmente como activacion
angiogénica. En este aspecto, los estudios actuales se inclinan a una mejor
comprension de los fendmenos que ocurren durante la neovascularizacion tales
como la hipoxia, el balance microambiental y pro-angiogénico del tumor,
incremento de los factores y citocinas que promueven el crecimiento de nuevos
vasos, disminucidn de factores antiangiogénicos y secrecion de MPM. Los
mecanismos propuestos mas recientemente sugieren que ademas de las CEs pre-
existentes, las células precursoras hematopoyéticas y endoteliales derivadas de la
médula pueden movilizarse e incorporarse en los vasos tumorales formados de
novo (vasculogénesis), proceso que hasta ahora se pensaba restringido al

desarrollo embrionario (Gupta y Zhang, 2005).

BIOLOGIA DEL ENDOTELIO

Como se ha mencionado en los parrafos anteriores, las células endoteliales
participan en forma importante en el control de la funcion vascular. A partir de los
anos 80 s, se incrementd el conocimiento sobre su estructura, asi como acerca de
sus propiedades funcionales; ya que la monocapa endotelial puede ser una
membrana pasiva, o bien, transformarse en un complejo tejido con funciones
especializadas y capaz de adaptarse y responder a las necesidades especificas
segun la localizacion y condiciones de su microambiente (Michiels, 2003).

Las células endoteliales (CEs) forman monocapas celulares que recubren la luz de
los vasos sanguineos Yy linfaticos y son de hecho un epitelio modificado, poseen
una estructura tipica ya que su morfologia se asemeja a un empedrado; siendo la
excepcion el endotelio alto de las vénulas de drganos linfoides, las cuales muestran
una especializada morfologia cubica o los endotelios discontinuos o fenestrados del
higado y de algunas glandulas neuroenddcrinas donde la sangre hace contacto
directo con las membranas apicales de los tejidos. Las CEs se caracterizan por la
presencia de diversos marcadores bioldgicos como los receptores de LDL o los

cuerpos de Weibel-Palade. Estos Ultimos con forma de bastones contienen a la
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proteina del factor von Willebrand (especifica del endotelio), el factor VIII de la
cascada de coagulacidn, la selectina-P y algunas quimiocinas como la interleucina-
8 (IL-8) que, posteriormente, pueden ser secretadas o expuestas en la membrana
apical en respuesta a citocinas inflamatorias. La presencia de la enzima
convertidora de angiotensina y la captacion de LDL son otras propiedades que las
identifican. La organizacion estructural de estas células es crucial para sus
funciones en el trafico de células y moléculas. A nivel microscdpico ciertos érganos
(como la médula 6sea) tienen una cubierta endotelial fenestrada, mientras que, a
nivel molecular, las uniones célula-célula tienen una estructura peculiar de
organizacion. Se han descrito los cuatro tipos de uniones celulares formando parte
de la monocapa endotelial: uniones estrechas (tight junctions), de adherencia (gap
junctions), comunicantes y desmosomas. Las uniones estrechas son mas comunes
en las arterias que en las venas y las uniones tipo gap no se encuentran en los
capilares (Mantovani et a/, 2001).

En procesos como la inflamacién y la coagulacién, los leucocitos circulantes que
deben infiltrarse en los tejidos necesitan migrar a través de las uniones
intercelulares. Una de las caracteristicas tipicas de las uniones endoteliales es su
organizacion dinamica, ya que las CEs son capaces de cambiar rapidamente la
arquitectura de sus uniones para permitir el paso de las células sanguineas
circulantes. Este fendmeno, en la mayoria de los casos es rapidamente reversible,
0 sea que, el endotelio es capaz de desorganizar y reorganizar sus uniones
intercelulares en minutos. Esto explica en parte porqué, comparada con otras
monocapas epiteliales, la monocapa endotelial es de baja resistencia electrica y
relativamente permeable.

Las uniones inter-endoteliales presentan distintos grados de complejidad a lo largo
del arbol vascular, respondiendo a los diferentes requerimientos funcionales. Asi,
se encuentran en gran nuimero y altamente organizadas en arterias de mayor
calibre o en la vasculatura que irriga el cerebro, donde el control de la
permeabilidad debe ser estricto. Mientras que, poseen una organizacién primitiva

en las vénulas postcapilares, donde la extravasacién y el intercambio de
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componentes del plasma con el espacio intersticial deben ser mas eficientes
(Injune et al, 2001).

En personas adultas, el estado fisioldgico de las CEs es muy similar al estado que
presentan al llegar a confluencia /n vitro. En esta condicién, el crecimiento celular
se inhibe por contacto, la monocapa se protege de la apoptosis y existe un total
control de la permeabilidad. Por el contrario, cuando las CEs estan creciendo,
como en caso de la angiogénesis, su comportamiento es comparable al de las
células sub-confluentes y dispersas /n vitro, esto es, las CEs pueden elongarse, ser
estimuladas por factores de crecimiento y adquieren una elevada capacidad movil
(Dejana, 2004).

Los avances en biologia vascular han permitido entender la etiologia de muchas
enfermedades vasculares como la inflamacién, la angiogénesis patolégica o la
arterioesclerosis; y a su vez abren las puertas para la investigacién y desarrollo de
tratamientos contra estas enfermedades, ya sea para su prevencién o para evitar
su progresion. A su vez, también ha permitido el desarrollo de farmacos
antiangiogénicos para inhibir el crecimiento de tumores.

Las CEs son en conjunto el mayor regulador de la homeostasis vascular, pues
forma una barrera selectiva para el transporte de moléculas entre la sangre y los
tejidos. La monocapa endotelial representa una superficie amplia para el
intercambio de material, interactuando con las células circulantes por un lado, v,
por otro, con otras células presentes en la pared vascular o células del musculo
liso. Ademas, las CEs, al formar la interfase entre la sangre y los tejidos, son muy
susceptibles a los cambios en la composicion y flujo sanguineos. Al ser el endotelio
el mayor efector de respuestas a casi cualquier cambio en los parametros
sanguineos tiene la capacidad de pasar —temporalmente- de un estado en reposo
anti-trombotico y no adhesivo a ser una superficie en condiciones aptas para la

adhesidn celular, coagulacidn, inflamacién y vasoconstriccion (Michiels, 2003).

15




Frias GS Introduccion

FENOTIPO CONSTITUTIVO DEL ENDOTELIO

El endotelio en un adulto normal -aunque se encuentra metabdlicamente activo
basal-, se considera en estado quiescente o de reposo asociado a un recambio
muy lento de las CEs. Las CEs quiescentes forman una poblacion heterogénea que
varia no sélo entre drganos sino dentro de vasos de distintos calibres dentro de un
mismo organo. La heterogeneidad en la estructura de estas células ejemplifica su
capacidad de adaptacion al microambiente y a la funcidn del vaso (Risau, 1995).
De manera intrinseca, las CEs en reposo constituyen una superficie no
trombogénica y no adherente, en la cual se expresan o liberan en forma limitada
algunas CAMs, receptores para factores de crecimiento y o6xido nitrico (NO)
(Lépez-Bojorquez et al, 2004). En general, las CEs primarias en reposo exhiben
cierto nimero de caracteristicas moleculares especificas que las definen como tipo
celular. Entre estas caracteristicas se encuentran la expresion del factor o proteina
de von Willebrand (VWF) que se menciond con anterioridad, las moléculas de
adhesion ICAM-1 y PECAM-1, el VEGF vy los receptores para éste Flt-1 y KDR
(Unger et al, 2002) (Figura 3). Existen lineas celulares derivadas de
angiosarcomas, que pueden ser consideradas como células tumorales de origen
endotelial, en las cuales no se han observado diferencias en los niveles de
expresion de las moléculas mencionadas. Los mismos marcadores se encuentran
en las CEs obtenidas de vena umbilical humana (HUVECs) que son actualmente,
uno de los modelos mas ampliamente utilizados para el estudio de eventos

inflamatorios y metastaticos (Krump-Konvalinkova et a/, 2003).

Fenotipo
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Figura 3. Esquema de parte de una monocapa endotelial en el estado constitutivo, y una vista de
cerca a la célula endotelial en dicho estado, en la cual existe un flujo normal de desechos,
nutrientes, 6xido nitrico y una baja expresién de moléculas de adhesion.
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FENOTIPO ACTIVADO DEL ENDOTELIO

Las CEs se consideran activadas si se encuentran proliferando o se tornan
adhesivas para las células sanguineas (Risau, 1995). Por su localizacion estratégica
entre la sangre y los tejidos, las CEs estan sometidas a una exposicidon constante a
mediadores circulantes y pueden por ello responder rapidamente a sustancias
agonistas tales como la histamina o la trombina liberados por plaquetas. De igual
manera, la exposicion de CEs a citocinas conduce a profundas alteraciones en sus
funciones que involucran la expresién de genes y sintesis de proteinas. Esta re-
programacion funcional de las CEs ha sido referida también como activacion
endotelial (Remich y Friedland, 1997).

La mayoria de los datos publicados sobre la modulacién de CEs resalta el papel de
las citocinas, de éstas, las mas conocidas que actuan sobre las CEs tanto /in vivo
como /n vitro son la Interleucina-1 beta (IL-1p), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) vy los interferones (IFN). Pero existen también algunos trabajos de los
efectos bioldgicos que provocan otras citocinas como la IL-2, IL-4, IL-6 y el
TGFB (Pober y Cotran, 1990). Otro mediador que puede causar la activacion de las
CEs es el lipopolisacarido (LPS) o endotoxina. Este compuesto bacteriano se
encuentra implicado en la patogénesis de diversas disfunciones de las CEs
asociadas a enfermedades, y puede presentarse también en pacientes que han
sufrido una intervencidon quirdrgica, pues pese a los avances en terapia
antimicrobiana y todos los cuidados médicos, la sepsis por bacterias Gram-
negativas continla siendo comun. Todos estos mediadores y citocinas, incluyendo
al LPS, actian a través de la activacion de receptores especificos presentes en la
membrana apical de la célula endotelial (CE) (Bannerman y Goldblum, 2003).

En respuesta a los estimulos activadores, practicamente todos los subtipos de CEs
presentan una serie de cambios morfoldgicos y biogquimicos que caracterizan al
estado activado. El hecho de que la activacién se caracterice por cambios en los
patrones de expresion génica para adaptar a la célula a los nuevos requerimientos
locales no representa un proceso de diferenciacidon como tal, ya que todos los

cambios que sufre la CE son reversibles (Goepfert et a/, 2000).
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Las CEs no sélo son activadas por citocinas y quimiocinas, sino que también
pueden sintetizarlas y secretarlas cuando cambian al fenotipo activado. TNFa, IL-
1B e IL-6 son parte del repertorio de citocinas inflamatorias producidas por el
endotelio. Estas pueden actuar tanto de modo autdcrino como paracrino y permitir
asi, la amplificacién y difusion de la respuesta (Toborek y Hennig, 1996). Las
quimiocinas endoteliales incluyen miembros de las familias CXC (IL-8, IP10 y groa)
y CC (MCP-1, MCP-3 y RANTES). Algunas de ellas permiten una respuesta
quimiotactica localizada necesaria en la migracién de CEs que tiene lugar durante
la angiogénesis (Cummings et a/, 1999).

Factores de coagulacién, moléculas glicosiladas, receptores para factores de
crecimiento, radicales libres y CAMs son parte también del fenotipo activado del
endotelio (Figura 4). Pero es relevante mencionar que la CE también sufre cambios
en el arreglo del citoesqueleto, lo cual la capacita para la transmigracion leucocitica
que sigue a la adhesidn. Estudios inmunocitoquimicos sefialan que existe una
reorganizacion de los filamentos de actina, especialmente aquellos asociados a las
uniones célula-célula (Moldovan et a/, 2000).

La activaciéon endotelial esta involucrada en procesos como la inflamacién crénica y
aguda, regulacion del tono vascular, cascada de coagulacion, trombosis y
angiogénesis. En dichos procesos, la CE tiene la capacidad de producir moléculas
de muy distinta naturaleza, cuya sintesis y expresion dependera del estimulo y

entorno al que las CEs estén expuestas (Kumar et a/, 1999).

Fenotipo activado o Citocinas y quimiocinas
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Figura 4. Representacion esquematizada de la elevada expresion de receptores para factores de
crecimiento y moléculas de adhesion en el fenotipo activado de las células endoteliales. Se muestra
ademas la liberacién de citocinas y entrada de agua en las CEs cuando éstas son activadas por
citocinas.
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INFLAMACION, ENDOTELIO Y CANCER

La inflamacion es un proceso fisioldgico que inicia como respuesta al dano causado
por infeccion con agentes patdgenos (por el reconocimiento de PAMPs a través de
receptores de la familia Toll), irritaciones quimicas, traumatismo mecanico,
radiacion o reacciones de tipo antigeno anticuerpo. El proceso inflamatorio
involucra una serie de eventos entre los que se incluyen la dilatacion de arterias,
venas Yy/o capilares, los cuales, a su vez, sufren un incremento en la
permeabilidad, liberacion de fluidos y proteinas plasmaticas. Si la inflamacion
aguda persiste, ésta puede desarrollarse en un proceso crénico, siendo capaz
entonces de producir, algunas veces, un dafio ain mayor que el agente productor
(Gabay y Kushner, 1999).

En las etapas tempranas de la inflamacion, los neutrdfilos son las primeras células
en migrar al sitio inflamatorio bajo la regulacidn de moléculas rapidamente
producidas por macrofagos y mastocitos reclutados en el tejido. Mientras la
inflamacién progresa, varios tipos de leucocitos, linfocitos y otras células
inflamatorias son activadas y atraidas hacia el sitio inflamado por una red de
sefiales que involucran un gran nimero de factores de crecimiento, citocinas y
quimiocinas (Lu et a/, 2006). Para fijarse al endotelio activado y extravasarse hacia
los tejidos, los neutrdfilos deben reconocer a las CEs activadas y adherirse a ellas
con la firmeza suficiente para evitar que el flujo sanguineo los arrastre. A
continuacién, estos leucocitos adheridos deben penetrar la monocapa endotelial y
migrar hacia el tejido subyacente. Monocitos y eosindfilos se extravasan durante
una fase tardia de la respuesta inflamatoria por un proceso semejante, pero las
etapas se conocen con mas claridad en el caso de los neutrdfilos.

El proceso de extravasacion de los neutrofilos puede dividirse en cuatro etapas
secuenciales: 1) rodamiento, 2) activacién por el estimulo quimioatrayente, 3) paro
y adherencia y 4) migracion trans-endotelial. En la primera etapa los neutrofilos se
adhieren en forma laxa al endotelio por interaccion de baja afinidad entre selectina
y carbohidrato. Las moléculas de la familia de selectinas son expresadas por el

endotelio en respuesta a las citocinas y otros mediadores que actlan en la
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reaccion inflamatoria. Estas selectinas, principalmente E y P, se fijan a moléculas
de adherencia similiares a mucina que se presentan sobre la membrana del
neutrdfilo, o a un lactosaminoglicano sialilado conocido como sialilo de Lewis X.
Esta interaccion enclava al neutrdfilo por poco tiempo en la célula endotelial, pero
la fuerza de friccion de la sangre circulante acaba por desplazarlo de este sitio. Las
moléculas de selectina situadas sobre otra célula endotelial hacen lo mismo con el
neutrdfilo. Este proceso se repite de modo que el neutrdfilo salta una y otra vez a
lo largo del endotelio, por lo que a esta primera etapa de interaccion se le conoce
como "rolling" o rodamiento.

Conforme el neutrdfilo rueda, lo activan diversos estimulos quimioatrayentes; entre
los cuales se encuentran quimiocinas como la IL-8 y la proteina inflamatoria de los
macréfagos (MIP-1B), factores como el PAF (factor activador de plaquetas),
productos del desdoblamiento del complemento (C5A, C3A y C5b67) y diversos
péptidos N-formilo producidos por el desdoblamiento de proteinas bacterianas
durante una infeccién. La fijacion de estos quimioatrayentes a los receptores
situados sobre la membrana del neutréfilo desencadena una sefial activadora
mediada por proteinas G relacionadas. Esta sefial induce un cambio de
conformacion en las moléculas de integrina de la membrana del neutréfilo, lo que
aumenta su afinidad por las moléculas de adherencia de la superfamilia de
inmunoglobulinas (Ig) en el endotelio. La interaccidn subsecuente entre las
integrinas del neutrdfilo y las CAMs endoteliales de la superfamilia de Ig (ICAM-1,
ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1 y MAdCAM-1) estabiliza la adherencia del neutrdfilo a la
CE y le permite que se adhiera con firmeza a ésta.

Posteriormente, el neutrdfilo migra a través de la pared vascular hacia los tejidos.
Las etapas de la migracidn trans-endotelial y la manera en que ésta se dirige aun
no han sido completamente esclarecidas; pero es posible que sean mediadas por
la activacion ulterior causada por los factores quimioatrayentes e interacciones
subsecuentes entre integrinas y CAMs. Cabe mencionar la relevancia que tiene la
capacidad movil y produccion de proteasas por parte del neutrdfilo, como

caracteristicas que bien pueden formar parte de las herramientas necesarias para
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la transmigracion. Una vez en los tejidos, los neutrofilos, seguidos por monocitos y
linfocitos, son atraidos hacia los agentes patdgenos por quimiotaxis, lo cual
favorece su fagocitocis (Goldsby et a/, 2004).

Sin embargo, écomo es que la inflamacién cronica puede promover un proceso
canceroso? La inflamacidon crénica, como ya se menciond, se caracteriza por la
constante presencia de dafio tisular, proliferacion celular inducida por el dafio y los
procesos participantes en la reparacion. La proliferacion celular en este contexto
comunmente se relaciona con la metaplasia, un cambio reversible en el tipo
celular. A la metaplasia le sigue la displasia que se refiere a un desorden en la
proliferacion celular que permite la producciéon de células atipicas. La displasia es
considerada como un evento previo de los carcinomas, ya que usualmente se le
encuentra en sitios adyacentes a las neoplasias. El control o reparacion del dafo
causante de la inflamacién involucra moléculas que tienen propiedades pro- y anti-
inflamatorias como la prostaglandina E,, el TGFB, especies reactivas de oxigeno
(ROS) e intermediarios nitrogenados. Sin embargo, si la resolucion de la
inflamacién no es regulada, la respuesta celular se torna a un patrén de
inflamacién cronica, en la cual, la poza celular es dominada por linfocitos, células
plasmaticas y macrofagos con morfologia variada. Durante el proceso inflamatorio
los macréfagos y las CEs generan una gran cantidad de factores de crecimiento,
citocinas, ROS y especies reactivas de nitrogeno (RNS) que pueden causar dafio al
ADN. Tanto macréfagos como linfocitos T liberan TNFa y factor inhibidor de la
migracion de macrofagos los cuales incrementan el dafo causado previamente al
ADN. Ademas, el segundo es capaz de afectar la respuesta protectora dependiente
de p53 causando la acumulacién de mutaciones oncogénicas. Si los macroéfagos y
el endotelio permanecen activados, pueden permitir que el dafo tisular continte y
por tanto, la inflamacion crénica predispone a una neoplasia.

La angiogénesis y la infiltracion de células inmunes se han asociado también a
eventos inflamatorios y carcindgenos. Por una parte, el ambiente inflamatorio que
rodea a un tumor puede favorecer el rompimiento de la membrana basal, un

proceso requerido para la invasién y migracion de células tumorales. Ademas, las
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células tumorales pueden producir citocinas y quimiocinas para atraer células
inmunes y facilitar tanto la evasion del mismo sistema inmune, como su
establecimiento y desarrollo, revisado previamente. Por otra parte, el incremento
de macrdfagos asociados a un tumor (TAM) se asocia a un mal prondstico, ya que
éste contribuye al desarrollo del tumor a través de diversos mecanismos. Uno de
ellos es la liberacién, por parte de los TAM, de IL-10 y prostaglandina E; los cuales
suprimen la respuesta antitumoral. Otro es la facilidad que tienen los TAM de
liberar factores angiogénicos como VEGF, EGF, endotelina-2 y activador de
plasmindgeno que promueven el crecimiento tumoral. Los TAM también pueden
facilitar la invasion de las células tumorales al liberar metaloproteinasas de matriz
e inducir la produccién de TNFa y la enzima iNOS (Lu et a/, 2006). Es interesante
notar que, en el caso de cancer de glandula mamaria, una de las enfermedades

con peor prondstico es la que se asocia a una inflamacion crénica.

PRINCIPALES MOLECULAS QUE PARTICIPAN EN LA RELACION INFLAMACION-CANCER

A pesar de los avances de los Ultimos afnos para entender la contribucion de
moléculas especificas y las rutas de sefializacion en el efecto promotor de tumores
que tiene la inflamacién, se hace cada vez mas importante no sélo comprender la
participacion de estas moléculas, sino también las interacciones celulares que
juegan un papel relevante en estos procesos (Mueller, 2006). A continuacion se
describen algunas de las principales moléculas que participan en la progresiéon de

la inflamacion al cancer.

Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa multifuncional asi como un radical
libre altamente reactivo. Es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina, NADPH y
oxigeno por la enzima sintasa de Oxido nitrico (NOS), de la cual existen tres
isoformas: neuronal, inducible y endotelial (nNOS, iNOS y eNQOS, respectivamente).
Como una molécula de sefalizacion, el NO regula diversos procesos

fisiopatoldgicos relacionados con la funcidn vascular, neuroldgica y citotéxica. De
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forma muy interesante, varios estudios han demostrado que el NO puede
promover e inhibir la progresidon tumoral y la metastasis. Los efectos del NO en los
tumores son dependientes de la actividad y localizacion de las isoformas de la
NOS, la concentracion, el tiempo de exposicion y la sensibilidad celular al NO.

La transformacion neoplasica es un paso clave inicial en el desarrollo del cancer. La
inflamacién croénica y la continua exposicién a concentraciones -moderadas a altas-
de NO producido por la iINOS se consideran eventos promotores de la
transformacion neoplasica. El NO vy los reactivos derivados de éste inducen estrés
oxidativo, el cual resulta en dafio al ADN e inhibicidn de las enzimas que lo reparan
a través de mecanismos directos e indirectos.

La iINOS puede ser expresada por diversas células tumorales humanas. Existen
evidencias clinicas de que el NO derivado de tumores puede promover e inhibir la
progresion de los mismos dependiendo del contexto fisioldgico en que se presente.
Examenes histologicos han revelado una correlacion entre una alta actividad
angiogénica o elevada expresion de VEGF con la expresion de iNOS en tumores de
colon, estdmago, mama, cuello y cerebro, entre otros. Estos hallazgos indican que
el NO derivado de células tumorales es mediador de la angiogénesis, invasion y

crecimiento del tumor (Fukumura et a/, 2006) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de accién del NO en células tumorales. El NO puede inducir la progresion
y metastasis de manera directa por incremento en la proliferacion, migracion e invasion; e
indirectamente mediante la expresion de factores angiogénicos. La inhibicion de los mismos
procesos mediante muerte celular es producto del dafio en el ADN causado por el efecto
citotdxico del NO, el cual resulta en la regresién del tumor e inhibicion de la metastasis
(Tomado de Fukumura et a/, 2006).

Quimiocinas

Actualmente, se ha demostrado que diversos miembros de las citocinas
quimioatrayentes —mas conocidas como quimiocinas— y sus receptores, participan
de manera importante en pasos criticos de la tumorigénesis y/o metastasis. Las
funciones de las quimiocinas se han detallado en los leucocitos, ya que éstos usan
estas proteinas para detenerse en los vasos sanguineos inflamados y como guia
hacia sitios especificos de inflamacidn. Las quimiocinas representan un amplio
grupo de pequefias proteinas quimioatrayentes (8-11 KDa) clasificadas en cuatro
familias (C, CC, CXC y CX3C). Las quimiocinas interactiian también con receptores
de superficie, cuyos miembros son parte de la gran familia de receptores
acoplados a proteinas G. In vivo, la activacion de integrinas dependiente de

quimiocinas resulta en una detencién firme de leucocitos en la superficie luminal
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de los vasos sanguineos, principalmente para la diapedésis de estas células en los
tejidos inflamados (Kakinuma y Hwang, 2006). Las quimiocinas son producidas por
las CEs en respuesta a moléculas involucradas en la reaccidon inflamatoria,
inmunidad y trombosis. Los inductores de quimiocinas incluyen citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-4, IL-13, IL-17, TNF, productos bacterianos, LDL
ligeramente modificadas, trombina, fibrina, histamina e incluso la hipoxia. La
quimiocina IP10 por ejemplo, se expresa en ciertos tipos de endotelio murino
expuesto a IFNy o LPS /n vivo y actla sobre células T y monocitos pero no en
neutrofilos. Sin embargo, no se tienen estudios de su expresién en CEs /in vitro.
Por otro lado, RANTES ha sido inducido /in vitro en CE expuestas a IFNy o a TNF
(Mantovani et a/, 1997).

Citocinas

Las CEs son tanto una fuente como un blanco para las citocinas. Estos polipéptidos
solubles son mediadores que sirven como sefiales de comunicacion de las CEs con
los leucocitos y con diversos Organos o tejidos. El panorama de respuestas
emitidas por el endotelio a las diferentes citocinas es extremadamente vasto y
variado, ya que las distintas citocinas acttian de forma caracteristica sobre diversas
funciones que pueden agruparse en programas de activacion y/o diferenciacion
(Mantovani y Garlanda, 2001). Las citocinas no siempre son secretadas, en
algunos casos pueden ser expresadas en la superficie de células estimuladas. Sin
embargo, sean secretadas o expresadas de manera superficial, las citocinas tienen
un modo de accién comun: se unen a su proteina receptora especifica sobre la
superficie de la célula blanco. Las citocinas no tienen actividad enzimatica o
reactividad quimica pero funcionan indirectamente alterando algunas de estas
funciones en sus células blanco. En este sentido, las citocinas son similares a las
hormonas. El blanco celular para las citocinas puede ser la misma célula que la
origina (accion autocrina), las células cercanas (accion paracrina) o, como en el
caso de las hormonas, las células blanco pueden estar muy distantes, incluso

encontrarse en otros organos (accion enddcrina). Existen dos caracteristicas
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generales en las funciones de las citocinas: primero, una citocina frecuentemente
causa la secrecion de una segunda citocina por su célula blanco y asi
sucesivamente. Este fendmeno se ha descrito como cascada de citocinas.
Segundo, las citocinas individuales frecuentemente modulan la accién de otras
citocinas en la misma célula blanco. Tales interacciones pueden ser mutuamente
inhibidoras, aditivas, sinérgicas o resultar en efectos novedosos que no ocurririan
por causa de ninguna de las citocinas individuales. Entre las citocinas que tienen
acciones especificas sobre las CEs cobran relevancia las interleucinas (IL-) 1, 2, 4,
6 y 8, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), el interferon gamma (IFNy) vy el

factor de crecimiento transformante beta (TGFB) (Pober y Cotran, 1990).

El factor de necrosis tumoral alfa

El TNFa fue aislado en 1975 a partir del suero de ratones sometidos a tratamiento
con endotoxina bacteriana. En la actualidad es ampliamente conocido que esta
molécula induce necrosis, pero este efecto esta restringido a un grupo limitado de
tipos tumorales, de donde deriva su nombre. Sin embargo, es interesante notar
que el TNFa. no induce apoptosis en ninguna célula primaria normal.

El TNFa. es una proteina de 157 aminoacidos, 17 KDa y esta conformada como
heterotrimero en solucién. Su bioactividad es principalmente regulada por los
receptores de union a TNFa soluble. EIl TNFo es ademas, una citocina pro-
inflamatoria derivada principalmente de fagocitos mononucleares, linfocitos T vy
células NK (Natural Killer). Se expresa en bajas cantidades en otras células como
fibroblastos, células de musculo liso y células tumorales. En dichas células, el TNFa
es sintetizado como pro-TNF (26 KDa) y permanece en la membrana hasta ser
liberado por escision mediante una endopeptidasa de membrana denominada
enzima convertidora de TNF. El blanco principal del TNFa son las CEs, por lo que
se emplea como el principal activador endotelial en experimentos /n vitro. Se ha
documentado que el TNFa es capaz de inducir la activacion de las CEs cambiando
los niveles de expresidn de algunas proteinas de membrana, lo que a su vez puede

ocasionar cambios en su morfologia y motilidad (Pober, 2002 y Van Horssen et al,
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2006). La expresidon de nuevas proteinas por parte de las CEs activadas con TNFa
puede regular otros parametros de la respuesta inflamatoria tales como la
vasoregulaciéon (por ejemplo, por accion de COX-2 y ciclohidrolasa de GTP, entre
otras), adhesién leucocitaria (por efecto de selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1),
activacién de leucocitos (por quimiocinas tales como IL-8 y MCP-1) y coagulacion
(a través del Factor tisular y PAI-1) (Madge y Pober, 2001).

El TNFo actiia por via de dos distintos receptores. Sin embargo, aunque la afinidad
por el receptor 2 a TNF (TNFR-2) es cinco veces mas alta que para el TNFR-1, éste
ultimo es quien inicia la mayoria de las actividades bioldgicas del TNFa. EI TNFR-1
se expresa en todos los tipos celulares, mientras que la expresion del TNFR-2 se
restringe a las células del sistema inmune. La diferencia mas importante entre
ambos receptores es un dominio de muerte (DD) en TNFR-1, ausente en TNFR-2.
Una razén por la que el TNFR-1 es un miembro importante de la familia de
receptores de muerte, es que cuenta con la capacidad dual de inducir muerte
celular apoptdtica a través de una cascada de caspasas y de transducir sefales de
sobrevivencia celular a través del sistema NF-xB (Van Horssen et al, 2006).
Probablemente la respuesta mas importante requerida para que la célula endotelial
deje el estado de reposo e inicie la expresion de genes del fenotipo activado, es la

inducida por TNF mediante la activacion del NF-«xB (Madge y Pober, 2001).

LA VIA DE SENALIZACION DEL NF-kB

El factor nuclear kappa B (NF-xB) es un factor de transcripcion primordial en la
regulacién de los genes de respuesta temprana involucrados en la interaccion
célula-célula, comunicacion intercelular, reclutamiento o transmigracion,
amplificacion de sefales patogénicas y en la aceleracion de la tumorigénesis.
Actualmente se han identificado cinco miembros de la familia NF-xB en mamiferos,
estos incluyen: NF-xB1 (p50/p105), NF-xB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB y c-Rel.
Todos ellos comparten un dominio de homologia Rel altamente conservado, el cual
es responsable de la unién al ADN, dimerizacidn e interaccion con los inhibidores

intracelulares de NF-«xB (IxBs).
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La expresidon de genes de respuesta temprana mediada por miembros de la familia
de factores de transcripcién NF-xB es inducida por una amplia gama de sefales.
Entre éstas se incluyen citocinas, mitdgenos, particulas ambientales, metales

tdxicos, estrés intracelular, productos virales o bacterianos y luz UV (Figura 6).

Citocinas Endotoxinas Carcinoégenos
(TNF, IL-1,IL- LPS (Humo de cigarro,

17, IL-18, EGF) % ﬂ 0 DMBA)

Infeccion Promotores tumorales
(bacterias y virus)q @ @ (TPA, PMA)

Inductores de apoptosis @ Estrés
(agentes quimioterapedticos, ﬁ (pH, hipoxia, metales

radiacion y) Inductores de pesados)

ROS (H,0,)

Figura 6. Activacién de la cascada de senalizacion del NF-xB por agentes inflamatorios
(Tomado de Aggarwal, 2004).

En las células en reposo, el NF-xB se encuentra secuestrado en forma inactiva en
el citoplasma a través de su asociacion con una de varias moléculas inhibidoras
(IxkBa, IxBp, IxBe, p105 y p100). De las proteinas inhibidoras de NF-«B, IxBa es la
mas abundante. Sin embargo, todas las proteinas IkB contienen dos residuos
conservados de serina (Ser 32 y Ser 36) en su dominio N-terminal. La fosforilacion
de estos residuos, en respuesta a los inductores, permite la inmediata poli-
ubiquitinacién de la proteina IxB por el complejo SCF-B-TrCP que actia como
ubiquitin-transferasa tipo 3. Esta modificacion convierte a la proteina en un blanco
para la rapida degradacion por parte de la subunidad 26 S del proteosoma. La
degradacion de los IxBs puede ser completa o parcial, como el procesamiento del
carboxilo terminal en p105 y p100. La degradacion del inhibidor permite la
liberacién y translocacion del NF-xB al nucleo, donde éste se une a secuencias
especificas en regiones reguladoras del ADN (designados como elementos «B)
(Figura 7).
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La unidn a los elementos kB resulta en la activacion de la transcripcion de genes
mediadores de la inflamacion, carcinogénesis y reacciones pro- o antiapoptéticas.
Para algunas formas de NF-xB como el heterodimero p50/p50 también se ha

reportado un efecto inhibitorio de la transcripcion (Chen et a/, 2001) (Figura 8).

Activacion del sistema NF-xB

Sefial inductora

( 5 Ubiguitina

ATLTATATATATATS,

Figura 7. La activacion del sistema NF-xB requiere una sefal inductora que llega a su receptor
especifico. Se conocen al menos tres receptores que reconocen distintos ligandos: citocinas,
factores de crecimiento y productos virales o bacterianos. La unién del ligando a su receptor (R)
activa a la cinasa del inhibidor IxB (IKK). IKK fosforila entonces al inhibidor IxB haciéndolo
susceptible de la adicion de moléculas de ubiquitina, funcién que es realizada por el complejo de
ubiquitinacion SCF-B-TrCP. Una vez que ha sido fosforilado y ubiquitinado el inhibidor IxB que
mantiene secuestrado al heterodimero NF-xB (p65-p50) en el citoplasma, es reconocido y
degradado por el proteosoma (Ps). Esto libera al heterodimero NF-«xB para que pueda ser
translocado al nucleo celular, donde se une a secuencias especificas en el ADN para iniciar la
transcripcién de genes que codifican para moléculas de adhesién (CAMs), entre muchas otras.
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Figura 8. La expresién de numerosos genes involucrados en diversos procesos es
regulada por la activacion de NF-xB (Tomado de Aggarwal, 2004).

FAMILIAS DE MOLECULAS DE ADHESION

Durante la embriogénesis, control de la homeostasis, inflamacion, invasion vy
metastasis, las CAMs juegan un papel central. El interés en las CAMs se ha
incrementado en los Ultimos afos gracias al papel que desempefian en las
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Este interés se ve reforzado
por su intervencién como reguladores en la transduccion de sefiales, que impacta
en la regulacidon y diferenciacion celular (Rosales et aj, 1995). A continuacion se
describen algunas de las caracteristicas y funciones de las cuatro familias

principales de moléculas de adhesion.

INTEGRINAS

Las integrinas son moléculas receptoras de adhesidon que se expresan de manera
ubicua. Son esenciales para el anclaje y control de la migracion celular, progresion
del ciclo celular y en la muerte celular programada, respuestas que regulan en
sinergia con otras vias de transduccion de sefales.

Este amplio grupo de proteinas transmembranales estd formado por 18
subunidades o y 8 subunidades B, las cuales dimerizan no covalentemente para
formar al menos 24 diferentes heterodimeros. Cada uno con distintas propiedades

de union a ligando y sefializacion. Esta variedad de heterodimeros y la redundancia
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con la que se unen a elementos de la MEC ha dificultado entender sus funciones
especificas.

Con su dominio extracelular, las integrinas pueden unirse a diversas moléculas de
la MEC, tales como colagenasa, o a receptores celulares como VCAM-1. Su dominio
intracelular se une directamente al citoesqueleto de actina, uniendo entonces el
citoesqueleto a la MEC. Las integrinas funcionan también como receptores de
sefalizacién bidireccional. Inducen cambios en la actividad proteica o en la
expresion de genes en respuesta a la union con su ligando y modulan la afinidad
adhesiva de la superficie celular en respuesta a cambios fisioldgicos en la célula
(Brakebusch et a/, 2002).

Como se menciond anteriormente, las integrinas median la adhesién celular a las
proteinas de la MEC, algunas, de manera selectiva. Por ejemplo, la integrina o581
reconoce fibronectina principalmente, mientras que otras pueden unirse a diversos
ligandos. La integrina avB3 se une a vitronectina, fibronectina, fibrindgeno y
colagena entre otros componentes de matriz extracelular. Algunas reconocen al
tripéptido Arg-Gly-Asp como la integrina aIIbp3, y otras mas, reconocen pequefias
secuencias peptidicas como las integrinas a4p1l. Ademas, las integrinas también
son capaces de transducir sefiales intracelulares que promueven la migracion
celular. Las integrinas no poseen una actividad enzimatica intrinseca, sin embargo,
pueden iniciar vias de sefalizacién relacionadas con cinasas y proteinas
adaptadoras en los complejos de adhesiéon focal (Jin y Varner, 2004). Asi, las
integrinas facilitan el desplazamiento celular a través del tejido mediante la

activacion de enzimas degradadoras de matriz extracelular.

CADHERINAS

La familia de las cadherinas integra receptores de adhesidén dependientes de calcio
que generalmente participan en adhesiones homotipicas célula-célula. Las
cadherinas se clasifican en dos subgrupos basados en su asociacion con los
componentes del citoesqueleto. El primer grupo integra las cadherinas N, P y E.

Estas moléculas se localizan en las uniones adherentes y pueden formar anclajes
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con el citoesqueleto de actina. El segundo grupo comprende cadherinas asociadas
a los desmosomas y forman uniones con los elementos intermedios.

La estructura tipica de una cadherina consiste de un dominio externo amino-
terminal que contiene 5 repeticiones en tandem, un segmento sencillo
transmembranal y un dominio citoplasmico carboxi-terminal de casi 150
aminoacidos. La capacidad de unidn de las cadherinas se localiza en las
repeticiones en tandem del extremo amino, mientras que las otras repeticiones
contienen los sitios de unién a calcio. El dominio citoplasmico interactta
fuertemente con un grupo de proteinas intracelulares conocido como cateninas,
que sirven como intermediarias de la unidén cadherinas-microfilamentos de actina y
median mecanismos de transduccién de sefiales que regulan el crecimiento y
diferenciacion celular asociados a la B catenina.

Las cadherinas tienen un papel critico en la determinacién de la organizacion
tisular. Son especialmente importantes en algunas fases de la morfogénesis
durante el desarrollo, pero en organismos adultos, la pérdida de la expresion de
estas moléculas en tumores epiteliales se encuentra asociada con un fenotipo mas
invasivo y maligno. En tumores de mama altamente invasivos, la cadherina-N
reemplaza a la cadherina-E de los contactos célula-célula. Por ello se ha propuesto
que la cadherina-N es un mediador de la interaccion de células del carcinoma con
las células estromales mamarias. Esto sugiere también que la cadherina-N esta
involucrada en la promocion de la metastasis del cancer de mama por facilitar la
migracién de las células tumorales a través del estroma mamario y en el re-
establecimiento de la adhesién homofilica en la metastasis (Okegawa et a/, 2004 y
Rosales et a/, 1995).

SELECTINAS

Las selectinas constituyen una familia de moléculas de adhesién celular que se
unen a carbohidratos. Hasta el momento se han encontrado tres selectinas
asociadas a la superficie celular: selectina-L (CD62L), selectina-P (CD62P) y

selectina-E (CD62E). Todas ellas comparten una estructura similar compuesta de
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un dominio extracelular de lectina tipo C dependiente de calcio en su regién N-
terminal, un dominio similar al factor de crecimiento epidermal y un nimero
variable de consensos repetidos con secuencias similares a las proteinas
reguladoras del complemento. Adicionalmente, las selectinas poseen una region

transmembranal seguida por un pequefio dominio citoplasmico (Figura 9).

Lectina EGF CRP TMD
Selectina-L NHz —< > @@ T—COOCH

Selectina-E NH2 ‘_ﬁ@@@@@l-l COOH
SelectinaP | NH: — > 1 D@E@EEOEEI__T— cOoH

Figura 9. Cada una de las selectinas esta constituida por un dominio de lectina (Lectina) en el
extremo N-terminal, un dominio semejante al factor de crecimiento epidermal (EGF), un nimero
variable de dominios semejantes a las proteinas reguladoras del complemento (CRP), un dominio
transmembranal (TMD) y un pequefio dominio citoplasmico.

La expresion de cada una de las selectinas, se encuentra limitada a distintos tipos
celulares. Asi, la selectina-L es propia de las células hematopoyéticas, pues se
expresa constitutivamente en la mayoria de las células B, timocitos y células T,
pero no sobre las células T de memoria. Esta misma se expresa también durante la
diferenciacién mieloide y esta presente en la mayoria de neutrdfilos y monocitos
maduros. La selectina-P se encuentra permanentemente en los cuerpos de Weibel-
Palade de las CEs y granulos de las plaquetas, pero se moviliza rapidamente a la
superficie celular al activarse la respuesta inflamatoria. Esta expresion superficial
es transitoria y se revierte en pocos minutos. Por su parte, la induccion de la
expresion de selectina-E requiere la sintesis de novo tanto de ARNm como de la
misma proteina (Tedder, 1995).

Las formas solubles de las selectinas pueden ser detectadas en plasma, por lo que
la alteracion de sus niveles en plasma ha sido asociada a enfermedades. La
importancia fisiologica de la adhesion mediada por selectinas esta claramente
demostrada en el sindrome clinico llamado deficiencia de adhesion leucocitaria
tipo-II (LAD-II). LAD II resulta de un defecto en la sintesis de carbohidratos

fucosilados, los cuales incluyen a los ligandos de selectina E y P. Dado que las
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selectinas contienen dominios homdlogos para lectinas tipo C, el andlisis de la
unidon a su ligando se ha enfocado principalmente al reconocimiento de los
carbohidratos reconocidos por este dominio. Aunque la estructura detallada de sus
ligandos no ha sido determinada, se conoce que los tres tipos de selectina pueden
unir a la molécula sialyl Lewis (sLe X y sLe A). En forma general, las selectinas
tienen su funcién en los pasos iniciales del reclutamiento leucocitario a los sitios de
inflamacion, el cual inicia en los vasos pocos minutos después del dafio tisular.
Numerosos estudios indican que estas interacciones son, en primer lugar,

mediadas por selectinas (Tedder, 1995).

Selectina-E

La selectina-E, también llamada ELAM-1 o CD62E es uno de los tres miembros
identificados en la familia de las selectinas. Su dominio extracelular N-terminal de
tipo lectina, reconoce como ligandos a carbohidratos del tipo oligosacarido sialyl
Lewis y lactosaminoglicanos. En su conjunto, el peso molecular aproximado es de
64 KDa, aunque se han caracterizado formas de 107-115 KDa segun el grado de
glicosilacidn que haya adquirido la molécula en su forma madura. Su expresion de
novo en CEs activadas por IL-1B, LPS o TNFa. es un pre-requisito para la activacion
de células inmunes mediante mediadores inflamatorios. Esta expresion es maxima
entre las 2-4 h posteriores a la activacion. Transcurridas 24-48 h la selectina-E es
liberada a la circulacion en forma soluble. Esta molécula posee efectos
quimiotacticos sobre neutrdfilos y una funcion activadora sobre las integrinas de la
familia B2. Durante la primera fase de la reaccion inflamatoria la selectina-E es
mediadora de la adhesién laxa y rodamiento (“rolling”) de leucocitos y neutrdfilos
sobre el endotelio vascular. Se han encontrado niveles elevados de ésta molécula
en pacientes con enfermedades autoinmunes (Madhavan et a/, 2002).

Existen dos vias que pueden ser responsables de la expresion de selectina-E.
Aunque es mas conocida la expresion de esta molécula debido a la activacion del
factor nuclear NF-xB inducida por TNFa, se ha determinado que la secuencia

consenso que reconoce el factor nuclear «B es idéntico a un sitio funcional en otro
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promotor, cJUN. Los mismos activadores que actian para NF-xB (ademas de la luz

UV), funcionan sobre MAP cinasas constitutivas del nlcleo (Read et a/, 1997).

SUPERFAMILIA DE INMUNOGLOBULINAS

Los miembros que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, son
moléculas de adhesion independientes de calcio que se componen de 4-6 unidades
repetidas semejantes a inmunoglobulinas (Ig-like) en el dominio de unién a su
ligando. Presentan hasta 5 unidades repetidas semejantes a fibronectina en sus
dominios extracelular, transmembranal e intracelular. EI dominio con unidades
semejantes a Ig se compone de 70-100 residuos de aminoacidos que se organizan
en dos cadenas B antiparalelas. En la mayoria de los casos, estas cadenas son
estabilizadas por enlaces disulfuro. Aunque la estructura terciaria de los dominios
es muy similar entre los diferentes miembros de la superfamilia, la estructura
primaria es altamente variable. Existen cerca de cien miembros en esta
superfamilia, y algunos de ellos (ICAM-1, 2, 3; LFA-2, 3; NCAM, PECAM-1 y VCAM-
1) participan en la adhesion celular (Okegawa et a/, 2002).

VCAM-1

La molécula de adhesidon de células vasculares-1, también conocida como CD106,
esta presente en células dendriticas, macréfagos, fibroblastos de médula dsea,
mioblastos y miotlbulos. Su funcién bioldgica es favorecer la adhesion de
linfocitos, monocitos, células NK, eosindfilos y basdfilos al endotelio a través de la
interaccidon con su contra-receptor leucocitario, la integrina VLA-4. Produce ademas
una adherencia firme de formas no neutrofilicas circulantes a la monocapa
endotelial. En cultivos de CEs la forma predominante es la 7D VCAM-1. En su
estructura encontramos un nicleo (también denominado “core”) de
aproximadamente 81 KDa con sitios de N-glicosilacion. La forma madura tiene un
peso molecular aproximado de 110 KDa. Aunque no es constitutiva en el endotelio,
VCAM-1 puede ser regulada positivamente /n vitro en respuesta a citocinas tales
como LPS, TNFa, IL-1B, IFNy e IL-4.
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La expresion maxima se encuentra entre 6-12 h posteriores al estimulo, mientras
que la declinacion en la concentracién de esta molécula ocurre una vez cumplidas
48 h, que corresponde a la fase tardia de la reaccidn inflamatoria.

La forma soluble se encuentra presente en el suero de individuos sanos, pero sus
niveles estan aumentados en diversas enfermedades autoinmunes como la
esclerosis multiple, esclerosis sistémica, lupus eritematoso y artritis reumatoide. Se
ha demostrado también una concentracion incrementada de VCAM-1 en suero de
pacientes con diversos tipos de cancer (Madhavan et a/, 2002 y Simiantonaki et a/,
2002).

ICAM-1

También llamada CD54, pertenece al igual que VCAM-1 a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. ICAM-1 es una proteina de cadena sencilla con un peso
molecular entre 80 y 114 KDa. Posee cinco dominios extracelulares similares a las
inmunoglobulinas. ICAM-1 es capaz de ligar contra-receptores de la familia de las
integrinas. Se expresa de forma constitutiva en el endotelio vascular, en el epitelio
timico, en fibroblastos y en macréfagos principalmente. Puede ser regulada
positivamente en el endotelio y en fibroblastos por la presencia de IL-1B, TNFa e
IFNy. De este modo participa en diferentes etapas de la adhesion firme leucocito-
endotelio y en la migracidon trans-endotelial. También actla en la activacion de
linfocitos T. Su mayor expresion se presenta a las 6-8 h posteriores al estimulo y
su declinacion a las 48 h.

Su forma soluble se encuentra elevada respecto a sus valores normales en
diversas enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, esclerosis
multiple, lupus eritematoso sistémico o la diabetes tipo I. A ICAM-1 se le considera
como un posible mediador de la adhesion homotipica entre células tumorales
(Madhavan et a/, 2002 y Simiantonaki et aj, 2002).
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Inflamacion y desarrollo del cancer
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Figura 10. Diagrama de los mecanismos que relacionan a la inflamacién con el desarrollo del
cancer. La promocién de un tumor es el proceso en el cual las células iniciadas desarrollan lesiones
benignas. La progresion se refiere al proceso mediante el cual los tumores benignos progresan
hacia un carcinoma maligno (Modificado de Lu et a/, 2006). Las moléculas y flechas en negritas son
aquellas cuyo efecto o expresion sobre las células endoteliales ha sido evaluado en el presente
trabajo.
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EL CANCER DE GLANDULA MAMARIA Y SUS FACTORES DE RIESGO

En México, el cancer de glandula mamaria, mama o seno (que son los nombres
con que se le llama de forma indistinta) es actualmente la neoplasia de mayor
incidencia, especificamente en los estados del norte y el Distrito Federal (AMLC). A
nivel mundial representa la segunda causa de muerte por cancer entre las mujeres
y se estima que el nimero de nuevos casos de cancer de glandula mamaria en el
mundo se acerca a un millon al afio (Informe 2002 de la Organizacion Mundial de la
Salud, WHO).

El cancer de mama es una enfermedad compleja que involucra una gran variedad
de factores de riesgo en su etiologia y desarrollo. Estudios epidemioldgicos
realizados en distintas poblaciones han establecido una serie de factores de riesgo

para el desarrollo de este padecimiento, los cuales se citan en la siguiente tabla.

Principales factores de riesgo para el desarrollo de cancer de glandula mamaria
Edad

Ubicacion geografica

Estatus socio-econdmico

Eventos reproductivos (menarca o menstruacion, menopausia, embarazos)

hormonas exdgenas (terapia de reemplazo hormonal (HRT) y uso de anticonceptivos orales)

Estilo de vida (dieta, consumo de alcohol, obesidad y actividad fisica)

Historial de enfermedades de mama benignas

Exposicion a radiacion ionizante

Densidad ésea, densidad mamogréfica, niveles de IGF-1 y prolactina

Factores genéticos (genes de susceptibilidad a cancer de mama de alta y baja penetrancia)

En cuanto a la edad, por ejemplo, la incidencia de cancer de mama es muy baja
antes de los 25 afios (<10 nuevos casos por 100,000 mujeres), y se incrementa
hasta cien veces en mujeres que superan los 45 afios. Esto a su vez, se relaciona
con los eventos reproductivos y tiempo de exposicion a hormonas sexuales, ya que

es importante la edad de la primer menarca, el primer embarazo llegado a
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término, el numero de éstos, la duracion de la lactancia y la edad en que se
presenta la menopausia. Una menarca temprana (antes de los doce afios de edad)
se asocia a un incremento en el riesgo de cancer de mama; probablemente debido
a la exposicién prolongada de los epitelios ductal y lobulillar del seno a estrégenos
y progesterona propios del ciclo regular ovulatorio. De forma similar, un retraso en
la menopausia implica un mayor nimero de ciclos ovulatorios y por tanto, propicia
el incremento de riesgo para cancer de mama. En contraste, una menopausia
inducida quirirgicamente (ovariectomia o histerectomia) antes de los 35 afios
resulta en la disminucion del riesgo. La elevada actividad proliferativa de las
células de los epitelios ductal y lobulillar confiere a la glandula mamaria una alta
susceptibilidad de ser alterada por carcindgenos quimicos. Después de la
menopausia, los niveles de hormonas ovaricas se reducen, lo cual se correlaciona
con un decremento en la proliferacion de los epitelios mamarios.

Si tomamos el caso de las hormonas, el uso de éstas después de la menopausia en
esquema de reemplazo hormonal incrementa el riesgo de desarrollar cancer de
mama en forma dependiente de la duracion de la exposicion o de si los estrogenos
se usaron solos o en combinacién con progestinas.

Por su parte, la relacién entre el uso de anticonceptivos orales y el riesgo de tener
cancer de mama ha sido ampliamente estudiada por diversos grupos. El efecto
mas importante se observd en usuarias comunes de estos anticonceptivos, en
quienes se incrementd en un 24% el riesgo de desarrollar cancer de glandula
mamaria y un descenso del mismo después de suspender el tratamiento. Ademas,
el uso de anticonceptivos orales a una edad temprana, especialmente antes de los
20 afos de edad, resulta en un aumento en el riesgo de padecer cancer de mama.
Entre los factores relacionados con el estilo de vida, el consumo de alcohol ha sido
reconocido por numerosos estudios epidemiolégicos como un importante factor de
riesgo para este cancer en mujeres pre- y post-menopausicas. El riesgo se
incrementa en forma lineal de manera dosis-dependiente hasta una ingesta de 60
g (2-5 copas)/dia, pero por cada 10 g (1 copa) de incremento en el consumo diario

de alcohol, el riesgo de desarrollar cancer de glandula mamaria se incrementa en
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un 9%. Aunque no se comprende el mecanismo por el cual el alcohol puede causar
cancer de mama, la principal linea de investigacion se basa en que el alcohol
puede actuar indirectamente a través de su primer metabolito, el acetaldehido, un
mutageno y carcindgeno muy bien caracterizado, que puede actuar como
promotor tumoral o bien, permitir la activacion de procarcindgenos.

La dieta humana contiene una amplia variedad de carcinégenos quimicos vy
naturales. Algunos de estos compuestos pueden generar ROS, las cuales causan
danos en el ADN. Una elevada ingesta de grasas, especialmente acidos grasos
insaturados, se asocia al incremento en el riego de desarrollar cancer de glandula
mamaria, mientras que un tipo particular de acidos grasos poli-insaturados,
conocidos como omega-3, ha mostrado un efecto protector contra el cancer de
mama. El consumo de frutas y vegetales, que constituyen una rica fuente de
antioxidantes, ha mostrado en diversos estudios contribuir a la disminucion del
riesgo de padecer diversos tipos de cancer, en particular el de glandula mamaria.
En muchas ocasiones, las caracteristicas genéticas predisponen a padecer ciertas
enfermedades. En el caso del cancer de glandula mamaria, mutaciones en los
genes de alta penetrancia o susceptibilidad al cancer, tales como BRCA1 y BRCA2,
p53, PTEN, ATM, NBS1 o LKB1, son responsables de una alta proporcién de los
canceres de mama hereditarios. Varios polimorfismos en genes de baja
penetrancia como CYP1A1l, CYP2D6, CYP19, GSTM1, GSTP1, ADH1C, MTHFR,
XRCC1 y XRCC3 entre otros, se asocian tanto al incremento como a la disminucién
de riesgo de padecer cancer de mama (Dumitrescu y Cotarla, 2005).

El ritmo de vida de los Ultimos anos, ha traido como consecuencia, el cambio de
habitos de salud en las mujeres mexicanas, quienes han incrementado el consumo
de alcohol y tabaco. Y han denunciado un mayor nimero de malestares asociados
a estrés. Todos ellos, eventos relacionados con el desarrollo de diversas formas de
cancer.

¢Qué tanto sabemos actualmente del cancer de mama? Esta es una pregunta
hasta hoy dificil de responder; sin embargo, es clara la necesidad de identificar su

fenotipo, asi como las caracteristicas genéticas y moleculares que expliquen las
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causas de esta enfermedad para entenderla e incrementar con ello las
oportunidades de desarrollar o mejorar métodos para su prevencion, deteccion y

tratamiento.
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ANTECEDENTES

EL PROCESO METASTASICO APROVECHA ELEMENTOS DE LA INFLAMACION

Se estima que mas del 20% de las formas malignas del cancer son iniciadas o
aceleradas por un proceso inflamatorio. Y, aunque las bases moleculares sobre
estos procesos a la fecha no han sido clarificadas del todo, estudios recientes han
sugerido la participaciéon de los mecanismos de senalizacién intracelular de
citocinas como el TNFa, IFNy e IL-6. Los factores de transcripcidn a los que activan
dichas citocinas: NF-xB, STAT1 y STAT3 respectivamente, han mostrado tener la
participacion mas importante en la transmision de la sefial inflamatoria de las
citocinas al nucleo. De particular interés es el sistema NF-kB, que en las células
tumorales promueve el crecimiento y sobrevivencia a través de la induccién de
genes blanco, cuyos productos promueven la division celular e inhibicion de la
apoptosis (Yoshimura, 2006).

Mientras que la inflamaciéon aguda forma parte de la respuesta de defensa de un
organismo, la inflamacion cronica puede desembocar en cancer, diabetes y
enfermedades cardiovasculares, pulmonares y neuroldgicas. Diversos productos de
genes pro-inflamatorios como TNFa y miembros de esta superfamilia, interleucinas
como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-18; quimiocinas, la metaloproteinasa de matriz-
9, el VEGF y la ciclooxigenasa-2, han sido identificados como mediadores en
procesos como supresion de la apoptosis, proliferacion, angiogénesis, invasion y
metastasis (Aggarwal et a/, 2006).

Estudios realizados por Brener y Krause (1995 y 1999 respectivamente) muestran
que las moléculas de adhesion estan involucradas no solamente en la inflamacion
sino también en la metastasis tumoral. Al parecer, para adherirse al tejido blanco,
los tumores aprovechan elementos de la respuesta inflamatoria pues se ha
observado la presencia de células inflamatorias rodeando al tumor y produciendo

citocinas como el TNFa o IL-1B entre otras.
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La presencia de citocinas producidas por las células del sistema inmune es capaz
de activar al endotelio, provocando en ellas la expresién de diversas moléculas de
adhesion (Remich y Friedland, 1997). Estas citocinas inflamatorias son potentes
moduladores de una amplia variedad de funciones endoteliales relevantes para la
hemostasis y trombosis e incluso algunas han sido implicadas como mediadores de
neoplasia y sepsis (Schleef et a/, 1988). Por tanto, en muchos casos el desarrollo
de un cancer maligno se asocia con un proceso inflamatorio (Yoshimura et aj,
2006) debido a la frecuente presencia de células y produccién de citocinas
inflamatorias en regiones circundantes al tumor (Apte et a/, 2006).

Estudios previos han demostrado que la selectina-E media la uniéon de neutrofilos y
algunas lineas celulares de leucemia (HL60 y U937) a células endoteliales, pero
que esta misma molécula no participa en la adhesion de linfocitos o lineas
celulares linfociticas. Se ha encontrado también que la adhesion de monocitos
humanos a HUVECs estimuladas con la citocina TNFo, es mediada por selectina-E,
ICAM-1 y VCAM-1; y que el bloqueo con anticuerpos especificos contra estas
moléculas reduce significativamente la adhesién (Carlos et a/, 1991).

Tanto en el endotelio vascular tumoral como en células del huésped que se
infiltran al tumor (linfocitos, monocitos y neutrdfilos), algunos estudios han
demostrado la expresién de selectina-E, ICAM-1, VCAM-1 y sus ligandos en
metastasis tumorales. En el caso de ICAM-1 en particular, se ha descrito que su
expresion por parte de las células tumorales se asocia a un mal prondstico clinico
(Vladova, 2002). Otros grupos han demostrado la participacion de diferentes
integrinas durante la migracion e invasién de células tumorales, principalmente a
través de las interacciones entre estos receptores y la matriz extracelular o el
citoesqueleto de actina. Por otro lado, en melanomas humanos se ha detectado la
sobre-expresion de las integrinas a2p1, a3B1l, y o6B1, misma que ha sido
correlacionada con la progresion tumoral (Cohen et a/, 2001, Webb y Vande,
2000).
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¢ LOS TUMORES PREPARAN SU INVASION ?

Se ha postulado que las células metastasicas pueden secretar factores que
modifican el fenotipo endotelial de tal manera que se favorezca la invasion
metastasica. Se ha encontrado una correlacidon entre la proliferacién de CEs vy la
expresion tanto de VEGF como de receptores para esta molécula por parte de
tumores. Asi mismo, el VEGF se considera necesario para la angiogénesis tumoral
en glioblastomas e incluso suficiente para la formacién de nueva vasculatura
(Risau, 1995).

El grupo de Hewett (2001) ha demostrado la induccién de cambios en la expresion
de proteinas de superficie asociados a una mayor proliferacion endotelial en
respuesta a lo que en su trabajo llaman medios condicionados de diferentes lineas
celulares de tumores humanos. Por otra parte, las investigaciones de nuestro
grupo de investigacion proponen que las moléculas secretadas por células
tumorales participan en la adhesién de células tumorales durante los procesos de
invasion metastasica. Se ha observado que las células tumorales adheridas alteran
su forma, sugiriendo que la union de las moléculas de adhesién con sus contra-
receptores transducen sefales que resultan en un cambio del citoesqueleto
(Estrada-Bernal et a/, 1998 y 2003b). Estrada-Bernal y colaboradores también han
documentado la adhesién de células de mieloma U937 marcadas con H-timidina a
una monocapa de CEs control o activadas con diferentes citocinas o productos
derivados de células del mieloma humano EuHe y una linea derivada de EuHe
denominada Eusebia (Estrada-Bernal et a/, 2003a).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Poco se conoce aun acerca de los mecanismos por los cuales los tumores
desarrollan metastasis, sin embargo, durante las dos décadas anteriores se ha
confirmado que la localizacién de tumores metastasicos en distintos 6rganos no
esta determinada solo por consideraciones anatémicas y de flujo sanguineo, sino
que se ha reconocido que las células tumorales a menudo presentan una
colonizacion selectiva de sus 6rganos blanco. Esto ha sido interpretado como un
tropismo dirigido, muy probablemente tanto por factores solubles secretados por
células de los tejidos y drganos blanco, como por factores asociados a sus matrices
extracelulares (Haier y Nicolson, 2001). En este proceso también se ha postulado
que las mismas células tumorales secreten factores solubles capaces de modificar
el fenotipo endotelial y contribuir a los procesos de adhesion y extravasacion.

Los trabajos precedentes de nuestro grupo de investigacién, han demostrado que
los factores solubles secretados por las lineas de linfoma humano EuHe y Eusebia
o de cancer de glandula mamaria ZR 75.30 son capaces de inducir una activacion
endotelial medida indirectamente como un incremento en la adhesién de células de
mieloma de la linea U937. A este modelo en el que el endotelio se activa con los
factores solubles derivados de un linfoma como EuHe o de cancer de glandula
mamaria como lo es la linea ZR 75.30 y después de retirado se evalla la adhesion
de células de mieloma U937 a las CEs le hemos denominado heterdlogo. En dicha
adhesion, participan moléculas de adhesion expresadas por las CEs como
respuesta a la exposicion de éstas a los factores solubles tumorales (FST). Por lo
tanto, con este trabajo se pretende evaluar si los FST funcionan también en
modelos homdlogos estimulando con los FST de las células de cancer de glandula
mamaria ZR 75.30 o MCF-7 y evaluando posteriormente la adhesién de las células
ZR 75.30 o MCF-7 al endotelio pre-tratado. Nuestro trabajo parte de la premisa de
que los factores liberados por células de un tipo tumoral pueden, de alguna
manera, preparar al endotelio para adherir a este mismo tipo de células

metastasicas.
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HIPOTESIS
Se ha descrito que las células de algunos tipos de cancer secretan factores que
inducen un fenotipo endotelial activado que les permite adherir células de mieloma
U937, por lo tanto, los factores derivados de células tumorales como las lineas de
cancer de glandula mamaria ZR 75.30 y MCF-7 o las células de cancer de cérvix
Hela, promoveran la adhesion de ellas mismas a CEs pre-estimuladas con tales
FST. Los FST de las células mas invasivas o metastasicas induciran una mayor

adhesion a las CEs.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la posible adhesién de células ZR 75.30, MCF-7 y Hela a cultivos
primarios de CEs humanas activadas con factores secretados por estas mismas

lineas celulares.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Evaluar la adhesion de células U937 a cultivos primarios de células endoteliales

tratadas con los factores derivados de las células ZR 75.30, MCF-7 y Hela.

* Evaluar la adhesion de las células tumorales ZR 75.30, MCF-7 y Hela a cultivos
de células endoteliales tratadas con factores solubles secretados por estas mismas

células en sistemas homodlogos.

* Evaluar la expresién de moléculas de adhesion endotelial: selectina E, ICAM-1 y
VCAM-1 en respuesta al estimulo con TNFa o con los factores solubles liberados
por las células ZR 75.30, MCF-7 y Hela.

* Valorar la activacion del NF-xB asociada a la adhesion mediada por los factores

derivados de las células tumorales.
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MATERIAL Y METODOS

Todas las soluciones referidas para la realizacion de las técnicas pueden

encontrarse en el anexo de soluciones.

OBTENCION DE LOS FACTORES SOLUBLES TUMORALES (FST)

Las células tumorales, gracias a las mutaciones en oncogenes o en genes
supresores de tumores tienen la capacidad de subsistir e incluso de proliferar en
condiciones muy limitadas, como ocurre en la ausencia de suero, en las que las
células sanas normalmente no sobrevivirian (Lewin, 2000). Con el proposito de
obtener las sustancias solubles que liberan las células tumorales, se mantuvieron
en medio de cultivo libre de suero para que las mismas células, al encontrarse en
un estado de estrés por carencia de nutrientes, secretaran sus propios factores de
crecimiento o citocinas que les permitieran sobrevivir (Kerbel, 2000).

Las células tumorales ZR 75.30, MCF-7 y Hela, fueron sembradas en botellas de
cultivo (NUNCLON) de 75 cm?, con medio RPMI -sin rojo fenol- suplementado con
antibidtico-antimicotico, 5% de suero fetal bovino (SFB) y 5% de suero de ternera;
mantenidas en incubacion a 37°C en una atmosfera de CO; al 5% y humedad
saturante. Una vez que llegaron al 100% de confluencia, la monocapa de células
se lavo diez veces con 7 ml cada vez, con una solucidn amortiguadora de fosfatos
PBS (NaCl, KCl, KH,PO4 y Na,HPO4) suplementado con CaCl, y MgCl; (3 y 5 mM,
respectivamente) para remover y diluir los componentes del suero sin provocar
desprendimiento de las células. Se les adicion6 RPMI libre de suero y las células se
incubaron durante 48 h mas. Transcurrido ese tiempo, se colectd el medio (que
contiene los factores solubles secretados por las células tumorales), se centrifugd y
se colectd el sobrenadante en tubos Falcon estériles de 50 ml, llenandolos con no
mas de 40 ml. El medio se colect6 y congeld hasta tener la cantidad de tubos que
conjuntaran un volumen considerable (>500 ml). Al tener tal volumen, el medio
derivado de las células tumorales se liofilizd para posteriormente resuspender el

polvo obtenido en 10% del volumen original en H,0. Se dializ6 con membrana de
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ultrafiltracion PM-10 contra PBS pH 7.4, obteniendo un medio al que nombramos
FST (Factores Solubles Tumorales), al cual se le cuantifico el contenido de proteina

mediante reactivo de Bradford.

CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIALES

Actualmente, el modelo empleado con mas frecuencia para el estudio de células
endoteliales lo constituyen las células endoteliales derivadas de vena umbilical
humana (HUVECs). Estas células fueron obtenidas y cultivadas exitosamente por
primera vez por Jaffe en 1973, quien establecid la metodologia para el uso de la
vena umbilical como una fuente disponible y facil de procesar para la obtencion de
CEs. A la fecha, las HUVECs son y han sido empleadas para diversos estudios que
han permitido estudiar a fondo el funcionamiento /n vitro de células del endotelio
vascular humano. Diversos grupos, incluyendo el nuestro, han empleado a las
HUVECs para estudiar la participacion endotelial en el proceso inflamatorio
(Nachman, 2004).

Los cordones o venas umbilicales utilizados en estos experimentos fueron
obtenidos del Hospital de Gineco-Obstetricia Dr. Luis Castelazo Ayala del IMSS bajo
los protocolos de investigacion previamente aprobados por los comités de ética e
investigacion de este centro de salud. Una vez colectados los cordones fueron
transportados y mantenidos en frio en PBS hasta el momento de ser procesados.
Los cultivos primarios de células endoteliales se obtuvieron realizando una
digestion enzimatica en la vena umbilical durante 15 min a 37°C con colagenasa
tipo IV al 0.02% disuelta en una solucién de HEPES 1%. La solucion disgregante
que contenia a las células, se colectd y centrifugd a 1200 rpm durante 10 min. El
boton celular obtenido se resuspendid en medio de cultivo M-199 suplementado
con 10% de SFB, antibidtico y antimicético. El paquete celular de cada 3-4
cordones se resuspendié en 10 ml de M-199, fue sembrado en cajas petri (NUNC)
nuevas y estériles de 100 x 20 mm. Las HUVECs se mantuvieron en incubacién a
37°C con atmosfera de CO, al 5% y humedad saturante. A las 24 h de haber sido

sembradas, las HUVECs se lavaron cuidadosamente 2-3 veces (segun la cantidad
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de detritus y hematies que tuviera el cultivo) con 8 ml de PBS suplementado con 3
mM de CaCl, y 5 mM de MgCl, (PBS-Ca®*Mg?*) para liberar al cultivo de detritus y
eritrocitos. Lavados similares se realizaron cada dos dias hasta obtener un cultivo
semiconfluente.

Al llegar al estado semiconfluente, se despegaron las células con 2 ml de una
solucion de tripsina 0.1% (Sigma, St Louis MO, USA) preparada en una solucion de
verseno (NaCl, KCl, Tris y EDTA) durante 5 min a 37°C. Las células se colectaron y
se resuspendieron en medio de cultivo M-199 recuperandose en tubos conicos
(Corning) de 50 ml. Las HUVECs se separaron de la solucidon con tripsina por
centrifugacion a 1200 rpm durante 4-6 min. Se resuspendieron nuevamente en M-
199 y se sembraron en placas de cultivo de 48 pozos a una densidad de 30,000
células/cm?. Aproximadamente en 3 dias los cultivos se encontraban confluentes y
listos para realizar los ensayos de adhesion.

Durante todo el tiempo del proyecto se generaron cultivos de HUVECs que se
propagaron por no mas de 2 pases. Para obtener los extractos de proteina total
usados en los ensayos de inmunoanalisis tipo western blot y para obtener
extractos de proteina nuclear para el ensayo de retardo en la movilidad
electroforética (EMSA), las células endoteliales fueron sembradas en cajas petri de
100 x 20 mm hasta llegar a un 90% de confluencia. Para los ensayos de
citometria, las células endoteliales se sembraron en placas de cultivo de 6 pozos a

una densidad de 80 X 10° células/cm?.

ENSAYOS DE ADHESION

Este ensayo fue desarrollado en el laboratorio para medir la capacidad de las
HUVECs de establecer uniones firmes, mediadas por entidades moleculares, con
células en suspension de la linea U937. Para lograr cuantificar la cantidad de
células adheridas a la monocapa endotelial, se marcd a los 4 diferentes tipos de
células tumorales (U937, ZR 75.30, MCF-7 y Hela) con timidina marcada con un
isétopo radiactivo. Con esta metodologia fue posible establecer el porcentaje de

células adheridas en los cultivos endoteliales activados, con respecto a las
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adheridas en una monocapa endotelial sin previo estimulo. También se empled
siempre un control positivo de HUVECs estimuladas con 10 ng/ml de TNFo (Lépez-
Bojorquez, 2004 y Estrada-Bernal, 2003b).

Previo al experimento, 2.5 x 10° células tumorales (segun la linea a utilizar para el
ensayo de adhesién: U937, ZR 75.30, MCF-7 o Hela) fueron marcadas con 1
uCi/ml de timidina tritiada durante 24 h ([5"-3H] Thymidine de Amersham Biosciences,
con actividad especifica de 14.9 Ci/mmol) y las HUVECs se sembraron en placas de
cultivo de 48 pozos (Costar) donde se dejo que alcanzaran 100% de confluencia.
Los ensayos de adhesion iniciaron sustituyendo el medio de cultivo de las HUVECs
por soluciones que se prepararon con medio M-199 mas la cantidad necesaria de
los FST para tener una concentracion final de 620 ng de proteina de los FST/ml.
Los cultivos de células endoteliales fueron incubados con estas soluciones durante
3 h.

Por otro lado, las células tumorales previamente marcadas que se iban a co-
incubar con la monocapa endotelial para evaluar su adhesion, fueron lavadas 3
veces con PBS para retirar la timidina tritiada no incorporada y se resuspendieron
en medio M-199 suplementado con 10% de SFB poco antes de adicionarlas a los
cultivos de células endoteliales para su co-incubacion.

Luego de las 3 h de tratamiento de las HUVECs con los FST o con TNFa como
control positivo (10 ng/ml), se retiraron las soluciones de FST y se adicionaron las
células tumorales (2 x 10° células/pozo/200ul) resuspendidas en M-199 para
realizar la co-incubacién con las células endoteliales durante 3 h mas a 37°C.
Después de esta co-incubacidon se removieron las células no adheridas mediante 2
lavados con PBS-Ca?*Mg?*. Las células tumorales que permanecieron adheridas a
las HUVECs después de estos lavados, y las mismas HUVECs fueron sometidas a
una lisis alcalina con 500 ul de NaOH 0.2 M durante 48 h. Posteriormente, los
lisados se mezclaron con 3 ml de liquido de centelleo y se leyeron en un contador
de emisiones B (1600 TR PACKARD).
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INMUNOANALISIS

Las células endoteliales en cultivos semiconfluentes en cajas petri de 100 x 20 mm,
fueron estimuladas durante 3 h con soluciones de M-199 control o suplementado
con 620 ng/ml de cada uno de los FST de las células tumorales HelLa, MCF-7, ZR
75.30, TNFa (10 ng/ml) como control positivo 0 medio de cultivo RPMI sin rojo
fenol como control negativo.

Después de 3 h de tratamiento con los FST, las HUVECs fueron lavadas dos veces
con PBS vy lisadas con 200 pl de solucion amortiguadora de lisis. El lisado se
centrifugd para colectar el sobrenadante en el cual se cuantificé la cantidad de
proteina mediante el reactivo de Bradford. Utilizando en promedio 25 pg de
proteina, a los extractos de proteina total se les adiciond un amortiguador de
cargado y fueron calentados en bafo Maria hirviendo durante 5 min.

Los extractos se corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10%
(SDS-PAGE) con un gel concentrador al 4%, a 35 y 80 V respectivamente.
Utilizando un amortiguador de corrimiento de proteinas 1X, los extractos se
dejaron correr hasta que se observo la salida del frente (aproximadamente 2 h).
Las proteinas de los geles fueron transferidas -empleando un amortiguador de
transferencia- a una membrana de PVDF (Membrana de transferencia Immobilon,
tamafio de poro 0.45 um, Millipore) durante toda una noche. Posteriormente, se retird
la membrana de la cadmara de transferencia y se le bloquearon los sitios
inespecificos con leche descremada en polvo (Svelty, Nestlé) preparada al 5% en
TBS/Tween 0.1% durante 1 h. Los anticuerpos primarios monoclonales de ratén,
anti-ICAM-1 (G-5): sc-8439 o anti-VCAM-1 (E-10): sc-13160 (Santa Cruz Biotechnology)
se diluyeron 1:250 en TBS/Tween con albumina al 1%. En las mismas soluciones
de los anticuerpos primarios se diluyd un anticuerpo contra a-actina 1:1000 para
detectar su presencia como control de carga.

Las membranas fueron incubadas durante 1 h con estas soluciones.
Posteriormente, se lavaron las membranas con TBS-Tween y se trataron durante
45 min con un anticuerpo secundario (1:10,000 en TBS/Tween con albimina al

1%). Este es un anticuerpo de cabra que reconoce a IgG de raton acoplado a HRP
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(horse radish peroxidase). La quimioluminiscencia se obtuvo al incubar las
membranas con solucion reveladora (SuperSignal West Pico Chemilumininescent
Substrate de PIERCE). Las bandas fueron visualizadas con peliculas de
autorradiografia (Kodak MXB).

CITOMETRIA DE FLUJO

Este ensayo fue empleado para determinar la presencia de la molécula de
adhesion selectina-E en la superficie de las células endoteliales activadas por
factores solubles derivados de células tumorales o TNFa, mediante la deteccion de
un fluorocromo acoplado al anticuerpo contra dicha molécula.

A las HUVECs crecidas a una confluencia entre 80 y 90% en placas de cultivo de
seis pozos (NUNC), se les adicionaron soluciones de los distintos FST en medio de
cultivo M-199 a una concentracion final de 620 ng/ml. A los pozos con las células
blanco no se les adiciond estimulo alguno y a los pozos empleados como control
positivo se les estimuld con 10 ng/ml de TNFa. Las células endoteliales se
mantuvieron con los estimulos durante 3 h en incubacion a 37°C.

Transcurridas las 3 h del estimulo, la monocapa endotelial de cada uno de los
tratamientos, fue lavada 3 veces con PBS-Ca**Mg?* para remover los componentes
de las soluciones. A partir de este momento, las células y las soluciones empleadas
se mantuvieron en frio para evitar recambio de las membranas celulares. Después
de los lavados con PBS-Ca**Mg?*, éste fue retirado para adicionar a las células 1
ml de PBS-Ca’*Mg** con 2.5% de BSA, en donde se diluyé 1:1500 el anticuerpo
contra selectina-E acoplado a avidina. La incubacién con el anticuerpo primario se
mantuvo a 4°C y en agitacion durante 30 min en oscuridad. Posteriormente se
retird el anticuerpo primario y fueron lavados los pozos 3 veces con PBS-Ca®*Mg?*.
Para revelar el anticuerpo primario se agregd entonces a cada pozo 1 ml de
streptavidina derivatizada con ficoeritrina (Phar-Mingen BECTON DICKINSON Co.) en
una dilucién 1:3000 con PBS-Ca**Mg®* mas 2.5% de BSA y se mantuvo la
incubacion en agitaciéon durante 30 min a 4°C. Se retird la streptavidina

derivatizada, se realizaron dos lavados con PBS y uno mas con PBS EDTA 5mM. Se
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incubaron las placas con 1 ml de PBS EDTA 5mM a 4°C y en obscuridad durante 15
min, verificando el desprendimiento de las células bajo el microscopio. Las células
se colectaron en tubos FALCON de poliestireno de 12 x 75 mm para citometria.
Fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min y resuspendidas en 500 ul de PBS
para ser leidas en citdmetro (FACS Scalibur BECTON DICKINSON Co.).

ENSAYO DE RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EMSA)

En este ensayo se aprovecha la interaccion especifica de los factores de
transcripcidn con una secuencia particular de ADN que ha sido previamente
marcada con radioactividad. Al resolver por electroforesis en un gel de acrilamida
no desnaturalizante, el ADN unido a la proteina se separa del no unido, el cual
corre mas rapidamente, de donde deriva el nombre de retardo en la movilidad
electroforética.

Para llevar a cabo el EMSA, es necesario obtener con anterioridad los extractos
nucleares de las células de cada uno de los tratamientos de los que se quiere
conocer si fueron capaces de promover la translocacion del factor de transcripcion
al nucleo. Se debe también fosforilar el oligonucledtido con la secuencia de interés,
preparar un gel de poliacrilamida desnaturalizante para ADN vy finalmente “correr”
en el gel las muestras unidas al oligonucleétido marcado. El EMSA es un ensayo
que debe ser realizado con extremo cuidado y precaucidon, por lo que en su
ejecucidn se siguieron todas las medidas y equipo de seguridad radioldgica que la
comision de seguridad de la institucion determina, debido al riesgo que existe por

el uso de radiactividad.

OBTENCION DE EXTRACTOS DE PROTEINA NUCLEAR

Previamente los cultivos de células endoteliales en cajas petri de 100x20 mm se
llevaron a una confluencia aproximada de 80-90% y fueron tratados durante 20
min con cada uno de los distintos FST, TNFa. como control positivo y sin ningin
estimulo para el control. Todo el procedimiento de obtencion de nucleos se llevo a

cabo en bafio de hielo y las células fueron lisadas por congelamiento rapido.
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Las células se lavaron con PBS frio y se colectaron en 1 ml de éste, raspando con
espatula de plastico. Se colectaron las HUVECs en tubos Eppendorf de 1.5 ml y
fueron centrifugadas durante 5 min a 3000 rpm. Luego de retirar cuidadosamente
el sobrenadante, las células fueron congeladas rapidamente en un bafio de hielo
seco y etanol (5-10 seg). Se dejaron descongelar en hielo, se les adicionaron 100
ul de solucidn hipotdénica A y se resuspendieron las células en este mismo
amortiguador salino hipoténico. Nuevamente fueron centrifugadas las células pero
esta vez a 3500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue retirado
cuidadosamente. Al botdn de nlcleos se le resuspendid en 15-20 pl de un
amortiguador salino hipertdnico C y se le dejo en incubacidon con agitacién suave
durante 30 min. Transcurrido el tiempo de incubacidén, los nucleos fueron
centrifugados durante 20 min a 14000 rpm a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos,
que corresponden a la fraccidon que contiene la proteina nuclear, fueron colectados
en tubos Eppendorf de 0.6 ml, adicionandoles una cantidad igual del amortiguador
salino D. Se les cuantificd proteina mediante reactivo de Bradford y se les mantuvo

en congelacion hasta realizar el ensayo de retardo.

FOSFORILACION (QUINACION) DEL OLIGONUCLEOTIDO

Usando la enzima cinasa T4 (Boehringer Manheim), se marcd con y>?P-ATP (NEN) un
oligonucledtido de doble cadena con 21 pares de bases que contiene 10 bases de
la secuencia consenso para el sitio de unidon de NF-xB (5 -AGT-TGA-GGG-GAC-TTT-
CCC-AGG-3" de Santa Cruz). Esto se realizd incubando la enzima (0.5 pl), el
oligonucledtido (1 pl), la marca radiactiva (0.5 ul), una solucién amortiguadora (1
ul) y agua (7 pl), en un tubo Eppendorf de 1.5 ml a 37°C durante 30 min.
Posteriormente, la reaccion se detuvo calentando a 65°C durante 15 min. Posterior
a la incubacién se agregaron 30 ul de TBE 1X y se conservd en congelacién en un

recipiente de plomo hasta el dia de usarlo en el ensayo de retardo.




Frias GS Material y Métodos

PREPARACION Y CORRIMIENTO DEL GEL DE POLIACRILAMIDA DESNATURALIZANTE
PARA ADN

Se prepard un gel de acrilamida al 7.5% y se pre-corrié a 80 volts durante 1 h.
Durante ese tiempo se prepard una mezcla con BSA, DTT, Poli dI/dC y solucion
amortiguadora, el cual fue usado para todas las muestras. La mezcla de reaccion
para cada muestra se realizd en tubos Eppendorf colocando 5 ul de la mezcla, 10
ug de proteina contenida en menos de 13 pl, 1 pl del oligonucledtido marcado y se
completaron 19 ul con agua bidestilada, dejando incubar a temperatura ambiente
durante 20 min. Justo antes de cargar las muestras en el gel, se les adicionaron 2
ul de amortiguador de carga a cada muestra. Una vez cargadas todas las muestras
en el gel, éste se corrid a 80 volts durante el tiempo necesario para que entraran
las muestras en el gel. Posteriormente, se subid el voltaje a 100 para correr el gel
durante 1.5 -2 h mas evitando la salida del frente.

Con mucho cuidado, el gel fue retirado de la camara para colocarse entre
rectangulos de papel filtro ligeramente mas grandes que el gel. Se envolvieron en
papel celofan dulce y se colocaron en una secadora de geles (Gel Dryer Model 583,
BIO-RAD) a 90°C conectada a una bomba de vacio (HydroTech™ Vacuum Pump, BIO-
RAD). Se dejo secar el gel durante 1.5 h, se colocd en un cassette para retardos
durante toda una noche y finalmente se obtuvo la imagen del mismo en un equipo
Thyphon 9400. La imagen se analizd con el programa Image Quant (Molecular

Dynamics, CD).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el andlisis estadistico de los datos mediante pruebas de t student por
grupos pareados con el programa estadistico Sigma Plot 7.0

Se considerd una diferencia estadisticamente significativa cuando P fue menor de
0.05
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RESULTADOS

ENSAYOS DE ADHESION BASAL

Con la finalidad de establecer el tiempo al cual se realizarian los ensayos y conocer
la adhesidn basal de cada linea celular a la placa de cultivo con respecto al tiempo,
se realizaron curvas de adhesion a la placa de cultivo de cada una de las lineas
celulares empleadas. En todos los ensayos de adhesion, los porcentajes se
obtuvieron con respecto al 100% de células sembradas (200,000 células/pozo).

Se observé que las células de cada linea presentan un comportamiento distinto en
la adhesion a la superficie de la placa de cultivo. Las células de la linea MCF-7
fueron las que tuvieron el mayor porcentaje de adhesién en cada uno de los
tiempos evaluados, a partir de los 40 min (Figura 12) se alcanza el 50% de
adhesion. En contraste, las células Hela alcanzaron el 50% de adhesion
aproximadamente a las 4 1/2 h. Las células ZR 75.30 alcanzaron el 50% de
adhesion 6 h después de iniciado el ensayo. Las células de las lineas ZR 75.30 y
HelLa requieren un tiempo mayor a 3 h para que se adhiera el 50% de ellas
(Figuras 11y 13).

Ensayo de adhesién a placa ZR 75.30
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Figura 11. Grafica que muestra la curva de adhesion-tiempo de células de la linea ZR 75.30 a la
caja plastica en condiciones estandar de cultivo. Se muestran los resultados de 5 experimentos
independientes, cada uno por triplicado y se muestra el error estandar.
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Figura 12. Grafica que muestra la curva del porcentaje de adhesion con respecto al tiempo de
células de la linea MCF-7 que se adhieren a la caja plastica en condiciones estandar de cultivo. La
grafica es resultado de 5 experimentos independientes, cada uno por triplicado. Las barras

muestran el error estandar.

En comparacién con células MCF-7, las células HelLa son 9 veces mas lentas y las

ZR 75.30 12 veces mas lentas para adherirse a la superficie plastica de la placa de

cultivo.
Ensayo de adhesién a placa HeLa
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Figura 13. Grafica que muestra el comportamiento de adhesion de células de la linea Hela a la caja
plastica en condiciones estandar de cultivo con respecto al tiempo. La grafica es resultado de 5
experimentos independientes, cada uno por triplicado y se muestra el error estandar.
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CUANTIFICACION DE PROTEINA EN LOS FST

A cada uno de los factores solubles tumorales de células ZR 75.30, MCF-7 y Hela,
se les cuantificd el contenido proteico mediante reactivo de Bradford, observando
que, a pesar de que el procedimiento para la obtencion de los FST se llevd a cabo
de la misma forma para cada linea celular, cada una de ellas secreta una cantidad
de proteina diferente, siendo notoria la mayor cantidad de proteina presente en los
FST secretados por las células MCF-7 (Tabla 1).

Con el fin de emplear las dosis mas grandes posibles de proteina de los FST, se
usd como punto de partida una dilucion 1:1 de los FST con el medio de cultivo M-
199. Con base a esto y a la menor concentracion de proteina total obtenida en los
FST de las células Hela, se establecié una concentracidn maxima de estos FST, la
cual fue de 620 ng/ml. Para las soluciones de FST de ZR 75.30 y MCF-7 se calculd
la cantidad necesaria de estos FST, de tal manera que la concentracidn final de

proteina de FST empleada en todos los experimentos siempre fue de 620 ng/ml.

Concentracién de proteina en
los factores solubles tumorales
FST ng/ul | Vol de FST/ml
ZR 75.30 | 1.64 378 ul
MCF-7 4.46 139 pl

Hela 1.24 500 pl

Tabla 1. Cuantificacion de proteina total en cada uno de los factores solubles tumorales una vez
gue fueron liofilizados y concentrados (ver obtencion de FST en metodologia). Promedio de 3
mediciones independientes a lo largo del proyecto, se observé que el tiempo en refrigeracion no
afecto la concentracion de proteina de los FST.

ADHESION DE LAS CELULAS TUMORALES ZR 75.30, MCF-7 Y Hela A DISTINTAS
SUPERFICIES

Con el fin de comparar la adhesidon de las células tumorales al plastico o a la
monocapa endotelial se midi6 la adhesion al endotelio después de 3 h sin estimulo
previo y la adhesién de células tumorales a la placa de cultivo a un tiempo similar
(Tabla 2).
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% Adhesion

Linea celular | Superf. plastica| HUVECs
ZR 75.30 21.77 24
MCF-7 89.94 47.7
Hela 41.79 48.54

Tabla 2. Datos de los porcentajes de células ZR 75.30, MCF-7 y Hela adheridas después de 3 h de
sembrarlas en dos superficies distintas (placa de cultivo y monocapa de HUVECs)

Las células con menor variacidon en la adhesion a la monocapa endotelial
comparada con la adhesién a la superficie plastica de la placa de cultivo fueron las
de la linea ZR 75.30. Por tal razon se decidid hacer una comparacion mas extensa
de la cinética de adhesion de estas células a la monocapa endotelial. La Figura 15
muestra la adhesion con respecto al tiempo a cada una de las superficies, donde
podemos observar que la monocapa endotelial sin previo estimulo y la superficie
plastica de la placa de cultivo no representan superficies distintas para la adhesion
de células de la linea ZR 75.30.

% de adhesion (ZR Curva de adhesién de células ZR 75.30 a distintas
75.30) :2 , superficies
Tiempo | HUVECs | Plastico | | 35| | & HUVECs
® 301 | —O—Plastico
1h 10.59 9.64 T 25
2 20 A
2h 14.85 16.81 < 15
10 -
3h 24.0 21.77 5
o[Z ‘ ‘ ‘ ‘ |
4 h 27.33 | -——--- 0 1 2 4 5 6

3
Tiempo (h)

6h 31.07 [42.39

Figura 15. Datos de la curva de adhesion con respecto al tiempo por parte de las células ZR 75.30 a
una monocapa de células endoteliales (HUVECs) o a la superficie plastica de la placa de cultivo y
grafica comparativa de la adhesion de células ZR 75.30 a dos diferentes superficies. Aunque las
lineas se separan ligeramente con el tiempo, no hay diferencia de adhesion importante a las 3 h,
que es el tiempo al cual se realizaron todos los ensayos de adhesion.
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ENSAYOS DE ADHESION HETEROLOGA

Como ya se menciond en los antecedentes, en los estudios previos del laboratorio
se evalué un modelo de adhesién heterdloga con células de mieloma U937. Con
esta metodologia se comprobd que una linea de células en suspensién como lo son
las U937 pueden adherirse a una monocapa de células endoteliales obtenidas de
vena umbilical humana (HUVECs) previamente estimulada con factores solubles
secretados por células de linfoma de las lineas EuHe y Eusebia.

Con el fin de conocer si la estimulacion de las HUVECs con cada uno de los
distintos FST favorece la adhesion de uno u otro tipo celular, en los ensayos de
adhesion heterdloga practicamente se evalud la adhesion de las cuatro lineas
celulares de tumores humanos empleadas en este proyecto, contra cada uno de
los FST obtenidos. Con estos ensayos se observd que la adhesion de las células
tumorales de las lineas ZR 75.30, MCF-7 y Hela a la monocapa endotelial presentd
un comportamiento un tanto distinto al que mostraron al adherirse a la superficie

de la placa de cultivo.

ADHESION HETEROLOGA CON CELULAS U937

La evaluacion de la adhesion de las células U937 a la monocapa de células
endoteliales se llevd a cabo en diversas condiciones: sin estimular (CTRL) vy
estimulando con TNFa o con los FST de las lineas ZR 75.30, MCF-7 y Hela. El
ensayo se realizd siempre con un total de 200,000 células U937 co-incubadas con
la monocapa endotelial (en pozos de 1 cm?). Por una parte para corroborar la
funcionalidad del modelo y por otra para conocer si el fendmeno de adhesion se
repetia con FST secretados por otras lineas de células tumorales. Se encontré que,
efectivamente, siempre se presenta una adhesion basal de las células U937;
adhesidon que aumenta cuando los cultivos endoteliales son previamente tratados
durante 3 h tanto con TNFa (10 ng/ml) como con cada uno de los FST (620 ng/ml)

de las lineas evaluadas en este trabajo (Figura 14).
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Los factores solubles secretados por células ZR 75.30 ejercen un efecto similar al
causado por el TNFa, mientras que los FST de las células HelLa y MCF-7 no
provocaron una adhesion significativamente distinta a la adhesién basal de células
U937 a HUVECs sin estimular (CTRL).

La adhesién de las células U937 al endotelio pre-tratado con los FST derivados de
ZR 75.30 fue 2.1 veces mayor al basal y no fue estadisticamente diferente de la
adhesion inducida por TNFa que fue 2.8 veces mayor a la basal. Los FST de MCF-7

o de células HelLa no indujeron adhesion por encima de la basal.

Adhesion de células U937
100 - *
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Figura 14. Grafica que muestra porcentajes de adhesion de células U937 a HUVECs tratadas por 3 h
con 620 ng/ml de los distintos FST o 10 ng/ml de TNFo como control positivo. Las células U937
fueron co-incubadas con las células endoteliales durante 3 h después de lavar el estimulo inicial.
Promedios de 6 experimentos independientes, cada uno por triplicado. Se muestra el error
estandar. * P < 0.05 células sin tratamiento o control (CTRL) Vs. todos los tratamientos.

ADHESION HETEROLOGA DE CELULAS ZR 75.30

Cuando la monocapa endotelial ha sido previamente activada, representa una
superficie mas adhesiva que la superficie plastica para las células ZR 75.30. Con
respecto al control, todos los tratamientos aumentan el nimero de células ZR
75.30 que se adhieren, pero es importante hacer notar que los factores solubles
secretados por las mismas células ZR 75.30 hacen a la superficie endotelial mucho

mas adhesiva para ellas mismas (adhesidn homdloga). El estimulo adhesivo
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inducido por los FST de las células ZR 75.30 fue incluso mayor a la adhesiéon de

provocada por el estimulo de las HUVECs con el control positivo TNFa. (Figura 16).

Adhesion de células ZR 75.30
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Figura 16. Grdfica del porcentaje de células ZR 75.30 adheridas a las células HUVECs después de
una co-incubacion de 3 h con las células endoteliales previamente estimuladas con los diferentes
tratamientos. * P < 0.05 ZR 75.30 Vs. todos los tratamientos. Promedios de 7 experimentos
independientes por triplicado.

ADHESION HETEROLOGA DE CELULAS MCF-7

Con la gréfica de adhesidon de células de la linea MCF-7 a cultivos endoteliales,
podemos decir que esta linea celular se adhiere con eficiencia a las HUVECs aun
sin ningun tratamiento (48% de adhesion). Ni el TNFa,, ni los FST de Hela o de las
mismas MCF-7 modifican este comportamiento (Figura 17). Sin embargo, los FST
de las células ZR 75.30 si inducen un incremento del 40% con respecto a la
adhesion a células no estimuladas. Considerando que la adhesién basal de las
células MCF-7 a la superficie plastica de la placa de cultivo alcanzé un valor de
80% en 3 h posteriores a la siembra, este valor no se obtuvo al sembrar las células
MCF-7 sobre una superficie confluente de células endoteliales tanto con cualquiera

de los estimulos, como sin ellos, en el mismo intervalo de tiempo.
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Adhesion de células MCF-7
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Figura 17. Grafica del porcentaje de células MCF-7 adheridas a células HUVECs después de una co-
incubacion de 3 h con las células endoteliales previamente estimuladas con los diferentes
tratamientos. * P < 0.05 ZR 75.30 Vs. todos los tratamientos. Promedios de 7 experimentos
independientes, cada uno por triplicado.

ADHESION HETEROLOGA DE CELULAS Hela

La capacidad de adhesién de las células HelLa a la monocapa endotelial no varid
con o sin tratamiento (Figura 18). Al igual que las células ZR 75.30, las células
HelLa no muestran diferencias entre la adhesion a la superficie plastica de la placa
de cultivo y la adhesidon al endotelio en estado de reposo. En otras palabras, la
monocapa endotelial sin estimulo previo, no ofrece una superficie mas adhesiva
que la superficie plastica de la placa de cultivo para las células Hela, ya que el
porcentaje de estas células que se adhieren al endotelio es estadisticamente igual
al valor obtenido en la adhesion a una superfice plastica (ver Tabla 3).

A diferencia de las células ZR 75.30, el endotelio previamente estimulado con FST

o TNFa no modifica el nimero de células HelLa adheridas a las HUVECs.
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Figura 18. Grafica del porcentaje de células Hela adheridas a células HUVECs después de una co-
incubacion de 3 h con las células endoteliales previamente estimuladas con los diferentes
tratamientos. Promedios de 6 experimentos independientes, cada uno por triplicado. Se muestra el
error estandar.

ENSAYOS DE ADHESION HOMOLOGA

En los ensayos de adhesion homdloga se evalud la capacidad de adhesion de las
células pertenecientes a las tres lineas tumorales al co-incubarse con una
monocapa de células endoteliales previamente tratadas con factores solubles
secretados por las mismas células. Aunque ya se mostraron los resultados de la
adhesion heterdloga y homdloga en las figuras 16-18, la figura 19 agrupa los datos
correspondientes a la adhesion homologa.

La figura 19 presenta tres bloques, cada uno de ellos representa el promedio de 6-
7 experimentos independientes (cada uno por triplicado) de la co-incubacion de
cada tipo de células tumorales (ZR 75.30, MCF-7 o Hela) con una monocapa
endotelial en tres diferentes condiciones: sin estimulo (Ctrl), con un tratamiento de
3 h con 10 ng/ml de TNFa o con 3 h previas de estimulo con 620 ng/ml de los FST
de la linea celular correspondiente.

Se observd que los FST provenientes de células ZR 75.30 fueron capaces de

aumentar 2 veces la adhesion de las mismas células ZR con respecto a las
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adheridas al endotelio control, siendo incluso mayor que la adhesidn inducida por
nuestro control positivo TNFa (1.3 veces).

En los casos de la adhesidon de células MCF-7 y Hela, el porcentaje de células
tumorales adheridas a la monocapa endotelial en las tres condiciones no mostraron
diferencia estadisticamente significativa. Por lo que podemos decir que las células
tumorales de las lineas MCF-7 y Hela se adhieren a una monocapa endotelial en
reposo de la misma manera que a la monocapa endotelial estimulada con sus

propios FST.

Adhesion de células tumorales en sistemas homélogos
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Figura 19. Porcentaje de adhesion homologa obtenida al co-incubar por 3 h cada una de las lineas
celulares tumorales con HUVECs previamente estimuladas durante 3 h con los FST (620 ng/ml) de
la linea celular correspondiente. El control (Ctrl) corresponde al endotelio sin estimular y TNFo. (10
ng/ml) fue empleado como control positivo.

CITOMETRIA DE FLUJO

Considerando la propuesta de que el proceso de adhesion de células de la
respuesta inmune a un endotelio activado por citocinas en la respuesta
inflamatoria es, en muchos aspectos, semejante a un proceso metastasico, se
evalud la expresion de selectina-E, ya que es la molécula que se expresa en las

primeras etapas que siguen al estimulo de activacion endotelial y que permite el




Frias GS Resultados

reconocimiento y la adhesidén laxa entre células polimorfonucleares (PMN) vy
endoteliales (Simiantonaki et aj, 2002).

Esta evaluacion fue realizada mediante citometria de flujo, de donde se obtuvieron
los histogramas que muestran la intensidad de fluorescencia (FL2-H) del
anticuerpo marcado con ficoeritrina que reconoce a la selectina-E, contra el
numero de eventos (células) que presentaron senal fluorescente de un total de
10000 eventos analizados (Figuras 20 y 21).

La intensidad relativa de fluorescencia (IRF) se dividi6 en dos regiones
denominadas M1 y M2. M1 comprende un IRF de 10° a 1 X 10' y se considerd
como una sefial basal. M2 comprende un IRF de 1 X 10! a 10° y se considerd como
una sefal positiva a selectina-E.

El endotelio sin tratamiento presentd un promedio de IRF de 7.4 (promedio de la
IRF de toda la poblacion). Al ser tratado con TNFa, la IRF de las HUVECs aumentd
a 113.22, un aumento de 15 veces con respecto a las HUVECs sin tratamiento.

El estimulo con los FST de células ZR 75.30 dio un promedio de IRF de 61.69 que
corresponde a 8 veces el valor de la IRF de las HUVECs control (Figura 20 y Tabla
3).

IRF: 7.42 IRF: 113.22 IRF: 61.69
M1 M1 M1
’ M2 2 | M2 2 — M2
BT TN TR TR T BT LR TER TER T B TR TR A R
Empaty Ermpaty Etnpty
Control TNF-a FST ZR

Figura 20. Efecto del TNFo (10 ng/ml) y de los FST de células ZR 75.30 (620 ng/ml) en la expresion
de selectina-E en HUVECs tratadas por 3 h con estos factores. IRF en el eje X y porcentaje de
eventos en el eje Y. IRF: Intensidad relativa de fluorescencia.

El tratamiento con los FST de MCF-7 y HelLa produjo un promedio de IRF de 6.84 y

6.55 respectivamente, que corresponden al 0.9 del IRF de las HUVECs control
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(Figura 21 y Tabla 3). Esto nos indica que no hubo expresién de selectina-E en las
HUVECs tratadas con estos factores y nos sugiere también, que la composicion del
medio obtenido de células ZR 75.30 (y no los de células MCF-7 y Hela) contiene

factores solubles capaces de inducir la expresion de selectina-E en el endotelio.

= IRF: 6.84 = IRF: 6.55
oo 10 EGE To7 o+ =iac 1ot To= ToF o
Empty Ernprty

FST MCF-7 FST HelLa

Figura 21. Efecto de los FST de células MCF-7 y Hela (620 ng/ml) en la expresion de selectina-E en
HUVECs tratadas por 3 h con estos factores. IRF en el eje X y porcentaje de eventos en el eje Y.
IRF: Intensidad relativa de fluorescencia.

Al analizar la distribucion de eventos entre M1 (negativo a selectina-E) y M2

(positivo a selectina-E) se obtuvieron los valores que se observan en la tabla 3.

Tratamiento IRF Veces de % de eventos Aumento con

aumento M1 M2 respecto al control
Control 7.4 ---- 97 3 | -
TNFa 113 15 24 76 25 veces
ZR 75.30 | 62 8 42 58 19 veces
MCF-7 7 0.9 98 2 0.6 veces
Hela 6 0.9 99 1 0.3 veces

Tabla 3. Datos derivados del andlisis de los histogramas de la citometria de flujo para determinar la
presencia de selectina-E en HUVECs tratadas con 10 ng/ml de TNFa o con 620 ng/ml de los
distintos FST. IRF es la intensidad relativa de fluorescencia, M1 corresponde a la region asignada
para una sefal negativa a selectina-E y M2 corresponde a la region asignada como sefial positiva a
selectina-E. Se muestran las veces de aumento de la IRF con respecto al control y las veces de
aumento del porcentaje de eventos en M2 de cada tratamiento con respecto al control.

Sélo los FST de ZR 75.30 resultaron en una sefial positiva para selectina-E.
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INMUNOANALISIS

Otras moléculas de adhesion evaluadas en el endotelio tratado con los FST fueron
ICAM-1 y VCAM-1 que son responsables de la adhesion firme y la transmigracion
de monocitos y neutrdfilos durante la reaccion inflamatoria y se expresan poco
después de la selectina-E en respuesta al estimulo endotelial con citocinas
proinflamatorias (Simiantonaki et a/, 2002). La expresion de estas moléculas fue
realizada por Inmunoanalisis con anticuerpos monoclonales para cada una de ellas.
Se observd la sobre-expresion de la molécula ICAM-1 por parte de las HUVECs en
respuesta al tratamiento con los FST de ZR 75.30 o TNFa (Figura 22).

Ctrl TNF HelLa ZR  MCF-7

ICAM-1 =)

Acting =) e ———

Figura 22. Inmunoanalisis de ICAM-1 expresada por HUVECs en respuesta a 3 h de tratamiento con
los distintos estimulos. Los FST fueron previamente tratados por 45 min con polimixina B. Se
empled TNFa (10 ng/ml) como control positivo. La actina sirvi6 como control de carga.

En el inmunoanalisis de la figura 23 se puede observar que se indujo la sobre-
expresion de la molécula de adhesion de células vasculares-1 (VCAM-1) en las
células endoteliales luego de 3 h de estimulo con los FST de ZR 75.30 o con la
citocina TNFa. Los factores solubles de HeLa y MCF-7 no tuvieron efecto en la

expresion de esta molécula de adhesion al compararse con el control.

Ctrl TNF HelLa ZR MCF-7

VCAM-1 ) s S S S S

Actina =) w e —

Figura 23. Inmunoanalisis donde se observa la induccidon de la expresion de VCAM-1 en células
endoteliales sometidas por 3 h al estimulo con los distintos factores solubles. Los FST fueron
previamente tratados por 45 min con polimixina B. El control positivo fue TNFa (10 ng/ml) y la
actina sirvié como control de carga.
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ENSAYO DE RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Es muy conocida la participacién del factor de transcripciéon NF-xB en la expresion
de genes de moléculas de respuesta temprana involucradas en las interacciones
célula-célula, reclutamiento celular y transmigracion. Su activacion puede iniciar
por diversas sefales que incluye citocinas, agentes infecciosos virales vy
bacterianos, metales tdxicos, luz UV y estrés oxidativo. Los promotores de los
genes de selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 presentan sitios de unidn al factor NF-«B.
En células endoteliales este factor se reconoce como un elemento esencial para su
expresion (Chen et al, 2001).

Para conocer si la expresion de moléculas de adhesion y, por tanto, la adhesion
mostradas en las figuras anteriores son mediadas por la translocacion al nucleo del
factor NF-«xB inducida por los FST, se realizd un ensayo de retardo en la movilidad
electroforética (EMSA).

Se encontrdé que tanto TNFa como los FST de ZR 75.30 inducen la translocacion al
nucleo del factor de transcripcion NF-xB en HUVECs. Los FST de las células MCF-7
y Hela provocaron translocacion al nucleo del factor NF-kB mucho menor a la
inducida por los FST de ZR 75.30, pero claramente superior al control (Figura 24).
Se puede notar ademas una diferencia en las bandas registradas en el segundo y
tercer carril, pues mientras que en el carril correspondiente a TNFa son notables 2
bandas, en el carril de ZR 75.30 se detecta la presencia solo de la banda con

mayor movilidad.
Ctrl TNF ZR  MCF-7 Hela

B o

Complejos 7 1 —»
I —p»

Figura 24. Ensayo de retardo en la movilidad electroforética que muestra la activacion del NF-xB en
HUVECs tratadas con distintos factores solubles tumorales. TNFa sirvid como control positivo. Las
flechas indican dos complejos de NF-«B.
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RESUMEN GENERAL DE LOS EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LAS

HUVECs
Células FST
SWRUIWLERERE 7R 75.30 | MCF-7 | HeLa | TNFo.
U937 +++ - - | A
ZR 75.30 ++ - - +
MCEF-7 + - - -
HeLa - - - -

Tabla 4. Tabla donde se muestra de manera general que solo los FST de células ZR 75.30 fueron
capaces de favorecer la adhesion de algunos tipos de células tumorales al endotelio.

Moléculas FST \
SRS 7R 75.30 | MCF-7 | HeLa | TNFa
Selectina-E ++ - - ++
ICAM-1 ++ - - +
VCAM-1 +++ - - +

Tabla 5. Efecto de los FST sobre la expresion de moléculas de adhesion en HUVECs después de 3 h
de tratamiento.

ZR 75.30

Translocacion 4+ + + | 4+++

al ntcleo
Tabla 6. A los 20 min de adicionar los FST a las HUVECs, sdlo los FST de ZR 75.30 fueron capaces
de promover la translocacion del factor nuclear-«B.

Por otra parte, se quiso evaluar un posible efecto tdxico de los factores solubles de
las tres lineas tumorales empleadas sobre las HUVECs cuando se dejaban por
tiempos mayores a las 3 h empleadas en todos los experimentos descritos hasta
aqui. Por lo tanto se agregaron los factores solubles a cultivos endoteliales y se
mantuvieron en incubacién durante 72 h. La figura 25 muestra a las HUVECs

después de 72 h de incubacién sin o con los FST.
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Figura 25. Células endoteliales en cultivo con medio M-199 (A), y células endoteliales después de
72 h de tratamiento con 10 ng/ml de TNFa (B), factores solubles de células tumorales ZR 75.30 (C),
FST de MCF-7 (D) y FST de Hela (E) cada uno de ellos a una concentracién de 620 ng/ml en medio
de cultivo M-199.

Al momento de adicionarles los tratamientos, las células endoteliales se
encontraban semiconfluentes (aproximadamente un 80% de confluencia). En las
imagenes anteriores podemos observar que cuando las células endoteliales se
incubaron durante 72 h con los FST de las células MCF-7 y Hela siguieron su
proliferacion hasta llegar al 100% de confluencia y a simple vista no sufrieron

cambios en su morfologia.
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Las HUVECs que se mantuvieron en incubacion con TNFa. mostraron pequefios
cambios en su morfologia, algunas células se tornaron alargadas y el cultivo no
muestra la confluencia que puede verse en las células mantenidas con medio de
cultivo o con los FST de MCF-7 y Hela.

Las células endoteliales incubadas con los FST de células ZR 75.30 no
sobrevivieron. Esto sugiere que alguna proteina, o la combinacion de éstas en los
FST de las células ZR 75.30, pudiera ser citotoxico o inhibidor de la proliferacion en
las HUVECs a tiempos largos. No se realizd la observacién a distintos tiempos
antes de las 72 h, con lo que se pudiera conocer si este efecto de los FST ocurrid

en un tiempo menor a las 72 h.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

No hace mas de cinco afios, en nuestro grupo de trabajo se han estandarizado
estrategias experimentales que han servido como modelos para entender procesos
relacionados con el cancer, en particular el proceso metastasico. Uno de estos
modelos es el ensayo de adhesién, con el que se pretende conocer, in vitro, los
mecanismos que rigen la interaccidon entre las células endoteliales sanas y las
células tumorales cuando se ponen en contacto.

A diferencia del trabajo con lineas de células endoteliales transformadas con
proteinas virales como el antigeno T SV40 o las proteinas E6 y E7 del
papilomavirus, las HUVECs ofrecen la oportunidad de trabajar con células humanas
normales. Adicionalmente, los cultivos primarios de HUVECs han mostrado en
diversos estudios tener un comportamiento semejante al de la vasculatura post-
capilar, ya que es capaz de responder a diversos estimulos como el de las citocinas
TNFa, IL-1p o al LPS. Ademas, la obtencion de HUVECs es un proceso
relativamente econdmico y facil de realizar (Nachman y Jaffe, 2004).

Durante el proceso metastasico, las células tumorales que han logrado
desprenderse de la masa tumoral primaria y que han obtenido un fenotipo invasivo
que las torna capaces de atravesar la lamina basal e intravasarse, viajan
arrastradas por el torrente sanguineo (Chambers et a/, 2002 y Johnson, 2000). En
el transcurso de estos eventos, las células tumorales liberan factores solubles, que
si bien tienen la funcién de proporcionar a la misma célula tumoral un ambiente
apto para su sobrevivencia, pueden también afectar a las otras células de su
entorno; en este caso, a las células endoteliales que se encuentran recubriendo la
microvasculatura capilar y post-capilar (Lang et a/, 2006).

La activacién endotelial esta involucrada en procesos como la inflamacién crénica y
aguda, regulacién del tono vascular, cascada de coagulacion, trombosis y
angiogénesis. En dichos procesos, la célula endotelial tiene la capacidad de
producir moléculas diferentes cuya sintesis y expresion dependera del estimulo y

entorno al que se encuentren expuestas (Kumar et a/, 1999). Esta propiedad de
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activacion por parte de las células endoteliales sirve de base para realizar los
ensayos en donde las HUVECs son estimuladas con diversos factores con el fin de
lograr un cambio del fenotipo constitutivo o de reposo en el que normalmente se
encuentran, hacia un fenotipo activado. Si bien hay muchos marcadores
moleculares de la activacién endotelial, nosotros hemos elegido un ensayo
funcional como la adhesion. Por tanto, hemos evaluado de forma indirecta la
adhesion de células tumorales y hemos correlacionado la adhesion con la
activacion del sistema NF-«B y la expresion de moléculas de adhesion.

En los ultimos afnos, se ha llegado a considerar que los tumores aprovechan
elementos de la respuesta inflamatoria para adherirse al tejido blanco, ya que se
han observado células inflamatorias circundando al tumor y produciendo citocinas
como el TNFa y la IL-1B, entre otras (Brakebush et a/, 2002).

La posibilidad de cultivar células /in vitro ofrece la oportunidad de colectar los
factores que liberan y estudiar los efectos bioldgicos de éstos. Por ejemplo, la
activacion in vitro de células U937 con LPS permitié colectar factores solubles que
activan a las HUVECs, incrementando la expresion de moléculas de adhesién y la
adhesion de monocitos. Estudios similares colectando los factores solubles de
células derivadas de linfoma humano (EuHe) mostraron que adn sin ningun
estimulo las células EuHe liberan factores que activan a las HUVECs. El grupo de
Simiantonaki (2002) analizo la actividad bioldgica de factores solubles liberados por
diversos carcinomas previamente estimulados con LPS, TNFa o IL-1B, y demostrd
un incremento en la expresidon de moléculas de adhesion en HUVECs en respuesta
a estos factores solubles.

Al igual que en el trabajo de Estrada-Bernal (2003b), en la presente investigacion
se obtuvo un aumento en la adhesién de células tumorales a HUVECs y se observd
una regulacion positiva en las moléculas de adhesion selectina-E, VCAM-1 e ICAM-
1 en las HUVECs cuando fueron previamente estimuladas con los factores solubles
que liberan las células tumorales de la linea de cancer de glandula mamaria
humana ZR 75.30.
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Mientras que en los estudios de Estrada-Bernal no se trabajéd con células
metastasicas, en el presente trabajo se emplearon células tumorales humanas
derivadas de tumores sélidos como es el caso del cancer de glandula mamaria.
Como una nueva aportacién, en este trabajo se evalud la adhesidon en sistemas
homadlogos (estimulacion de HUVECs con FST de células ZR 75.30 y adhesion de
ZR 75.30 a HUVECs pre-tratadas) y se compard con sistemas heterdlogos
(estimulacion de HUVECs con FST de células ZR 75.30 y adhesion de U937, MCF-7
0 Hela a las HUVECs pre-tratadas).

A diferencia con el trabajo de Simiantonaki y colaboradores (2002), los
sobrenadantes que contienen los FST empleados en estos trabajos fueron
obtenidos sin un tratamiento previo (de citocinas o LPS) de las células tumorales.
Mostrando que por si mismos, estos FST son capaces de modificar el fenotipo
endotelial.

Los resultados presentados en este trabajo muestran que las células tumorales en
ausencia de cualquier estimulo (citocinas o LPS) liberan factores solubles capaces
de activar al endotelio. Por tanto, /n vivo, los FST vy las citocinas producidas por
células del sistema inmune que frecuentemente rodean a los tumores podrian

actuar en forma sinérgica, potenciando la invasividad de las células metastasicas.

LA ADHESION BASAL

En el presente proyecto se estudid el comportamiento de células tumorales
humanas de las lineas ZR 75.30, MCF-7 y Hela. Las dos primeras son células de
cancer de glandula mamaria, con morfologia epitelial y adherentes.

Las células ZR 75.30 provienen de un carcinoma ductal, se obtuvieron por primera
vez de un sitio metastasico con ascitis y se caracterizan principalmente por la
elevada produccion de mucinas. La linea celular MCF-7 proviene de un
adenocarcinoma y las células fueron originalmente obtenidas de una efusion
pleural. MCF-7 comparte con ZR 75.30 la caracteristica de expresar receptores a
estrégenos pero, en particular, mantiene muchas caracteristicas del epitelio

mamario diferenciado; entre ellas la capacidad de procesar estradiol y de formar
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domos. Clinicamente, las células ZR 75.30 tienen una capacidad mas invasiva que
las MCF-7, y es por esta razon que se emplearon estas dos lineas en este estudio
para asi comparar el comportamiento de un tipo celular mas invasivo con uno
menos invasivo.

En los ensayos de adhesién basal a la superficie plastica de las placas de cultivo,
estas dos lineas celulares mostraron grandes diferencias. Durante los distintos
tiempos en que se mantuvieron dichos ensayos se observé que las células MCF-7
tuvieron una gran capacidad de adhesion a la superficie de la placa de cultivo,
llegando a un 41% del total de células sembradas a los 30 min de haber sido
colocadas en la placa de cultivo. En este mismo tiempo, sélo se habia adherido un
7.4% de las células ZR 75.30 (Ver Figuras 11 y 12). Las células ZR 75.30
necesitaron de 6 h para obtener un valor similar de adhesion.

La maxima cantidad de células MCF-7 adheridas fue cerca del 90%, que se obtuvo
a las 3 h de haber sido sembradas, valor que nunca fue alcanzado por las células
ZR 75.30 en ninguno de los ensayos. Por tanto, las células ZR 75.30 son 5 veces
mas lentas para adherirse a la placa de plastico que las MCF-7.

Este comportamiento por parte de ambas lineas celulares resulta interesante
considerando que las células ZR 75.30 son mas invasivas que las MCF-7, ya que se
podria pensar que parte de esa mayor invasividad, que caracteriza a ZR 75.30, sea
por su capacidad adhesiva. La capacidad adhesiva de ZR 75.30 no mostrd ser
diferente cuando la adhesién se evalud sobre la monocapa endotelial en estado de
reposo (Figura 15).

La diferencia de superficies si tuvo relevancia para la adhesion de células MCF-7
(Tabla 3), las cuales mostraron mayor preferencia para adherirse a la superficie
plastica que a la monocapa endotelial. Una posible explicacion a ello es la carga
ionica que ofrece la superficie plastica de la placa de cultivo, la cual posee una
cubierta de poli-lisina que presenta cargas positivas. Probablemente, la membrana
de las células MCF-7 presenta una mayor proporcion de proteinas, proteoglicanos y

glicolipidos con carga negativa con respecto a las otras dos lineas estudiadas.
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La linea celular HeLa ha sido el modelo mas extensamente utilizado para el estudio
del cancer, en este trabajo se emplearon células de esta linea como referencia del
comportamiento de células no provenientes de un cancer de glandula mamaria en
los mismos experimentos. Las células Hela también son de origen epitelial y
adherentes, pero a diferencia de ZR 75.30 y MCF-7, provienen de un
adenocarcinoma de cérvix. En cuanto a su comportamiento en los ensayos de
adhesion basal, la linea celular HeLa mostrd tener una mayor afinidad a la caja
plastica de cultivo que el mostrado por las células ZR 75.30. Sin embargo, los
niveles maximos en porcentaje de adhesion de Hela (41.79%) fueron también
menores comparados a los obtenidos con las células MCF-7 (89.94%) después de
3 h de haber sido sembradas. La adhesion de HelLa sobre la monocapa endotelial
fue ligeramente mayor (48.54%) con respecto a su adhesién a la superficie
plastica de la placa de cultivo (41.79%) sin que llegara a ser una diferencia
significativa (Tabla 2). En ambas superficies HelLa se adhiere en mayor proporcion
que las células ZR 75.30.

Las células HeLa no se consideran metastasicas y aun asi, su adhesion a la
superficie plastica y a la monocapa endotelial fue mayor que la adhesién mostrada
por ZR 75.30, por lo tanto estos datos refuerzan la idea de que el fenotipo invasivo
de las células ZR 75.30 no se encuentra ligado a su capacidad de adhesién a una

vasculatura en estado de reposo.

CONCENTRACION DE PROTEINA EN LOS FST

Como se menciond en la seccion de resultados, aunque el procedimiento de
obtencion de los factores solubles tumorales se llevd a cabo de la misma manera,
cada linea celular secreté al medio una cantidad distinta de proteina. Las células
MCF-7 fueron las que secretaron al medio la mayor concentracion de proteina
(4.46 ng/ul) con respecto al secretado por las otras dos lineas celulares (1.64 ng/ul
en los FST de ZR 75.30 y 1.24 ng/ul en los FST de Hela). Y aun asi, con los
ensayos de adhesion se observd que la misma cantidad de proteina de los

diferentes FST tuvo variaciones en la respuesta de las células endoteliales.
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Se puede decir entonces que, independientemente de la cantidad total de proteina
presente en los factores solubles de células tumorales, es el tipo de factores, su
combinacién y su cantidad relativa la que es responsable de la respuesta
endotelial. A este conjunto particular de factores secretados por cada célula
tumoral le hemos denominado contexto de factores solubles. Asi es como
explicamos que el contexto de factores solubles derivados de ZR 75.30 es capaz de
provocar en HUVECs un cambio hacia el fenotipo activado, mientras que, el
contexto de factores solubles de MCF-7 y de HelLa tuvieron una capacidad
notablemente menor. Aunque el conocimiento del contexto de moléculas
secretadas al medio por células tumorales es muy reducido, se ha encontrado la
presencia de algunas interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-11) (Bendre, et a/, 2005),
IFNy, factores de crecimiento como VEGF (Kerbel, 2000), proteasas (MPM-9 vy
MPM-2) (Ray y Stetler-Stevenson, 1994), asi como activadores e inhibidores de
proteasas como PAI (Zhang et al, 2006). Estos resultados sugieren que la
invasividad y la capacidad metastasica no estan relacionadas a la cantidad de
proteina que secretan las células tumorales.

Podriamos considerar también, que con el TNFo estamos dirigiéndonos a un
receptor especifico de éste en la membrana de las células endoteliales (TNFR1) al
cual podemos saturar o no dependiendo de la concentracion de citocina utilizada;
en cambio, los FST representan un contexto de proteinas que puede incluir
citocinas, factores de crecimiento u otras proteinas que pueden dirigirse a un
numero y tipos distintos de receptores, que a su vez promueven una respuesta
endotelial distinta de la provocada con el uso Unicamente del TNFa.

Es muy probable que una célula metastasica secrete una combinacién de factores
que pueda reproducirse en células tumorales del mismo origen. Sin embargo, de
este panorama emerge la posibilidad de buscar combinaciones de citocinas y
factores como marcadores biolégicos de la capacidad metastasica de una célula

tumoral.
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EL MODELO DE ADHESION HETEROLOGA

Las células de mieloma U937 han demostrado ser un buen modelo para los
ensayos de adhesidn debido a que tienen la caracteristica de ser no adherentes.
La monocapa de HUVECs provee a las células U937 de una superficie adherente
aun en su estado de reposo, pues en esta condicion se obtuvo en promedio un
26.6% de adhesion. Sin embargo, cuando se co-incubaron células U937 con
HUVECs en estado activado, el nimero de células U937 que se adhiere aumentd
significativamente. El endotelio previamente tratado con TNFa o con los FST de
células ZR 75.30 es mas adherente para las células U937 (83 y 75%
respectivamente) que cuando se encuentra sin un tratamiento previo. El
tratamiento con los FST de células MCF-7 o HelLa no fue capaz de promover una
adhesion mayor al control.

Se realizd un Unico ensayo de adhesion por triplicado estimulando a las HUVECs
con los factores solubles de ZR 75.30 a una concentracidon menor y otra mayor a la
usada en el resto de los ensayos. Se utilizd también una concentracién menor de
TNFo. (5 ng/ml) (no se muestran los resultados). Esto fue para conocer si la
adhesion de las células U937 o ZR 75.30 mostraba ser dependiente de la
concentracion de TNFa o FST de ZR 75.30. En este Unico experimento se observo
que la adhesion de células U937 si presenta un comportamiento dependiente de la
concentracion de estimulo usado sobre las HUVECs. En contraste, esto no ocurrié
para la adhesién de células ZR 75.30, las cuales mantuvieron el mismo porcentaje
de adhesion en las tres concentraciones de FST de ZR 75.30 utilizadas (320, 620 y
820 ng de proteina/ml). Para validar estos resultados, seria necesario repetir el
experimento. Sin embargo, en el caso de obtener resultados similares en los que
observemos una adhesion dosis-dependiente de U937 pero una adhesion
constante con ZR 75.30, podriamos decir que en el caso de células U937,
probablemente éstas si expresan los contra-receptores apropiados para las
moléculas de adhesidn que el endotelio expresa como respuesta dosis-dependiente
al tratamiento con los FST de ZR 75.30, mientras que las células ZR 75.30 carecen

de los contra-receptores necesarios para incrementar su porcentaje de adhesion.
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Con los ensayos heterdlogos en donde se estimularon las HUVECs con los tres
tipos de FST (ZR 75.30, MCF-7 y Hela) y se evalud la adhesién de los cuatro tipos
de células tumorales (U937, ZR 75.30, MCF-7 y Hela) se pudo observar que solo
los FST de células ZR 75.30 fueron capaces de promover la adhesion de células
tumorales a las HUVECs; en este caso, provocando una respuesta endotelial que
resultdé en un fenotipo mas adhesivo para las células de mieloma (U937) y de
cancer de glandula mamaria (ZR 75.30 y MCF-7) (Tabla 4), pero no asi para las
células de cancer cervicouterino (Hela).

Es importante resaltar que, con respecto a su adhesion basal, las células ZR 75.30
mostraron una mayor afinidad por el endotelio activado que el mostrado por las
células MCF-7 o HelLa. Podemos hacer referencia entonces a las proteinas que se
encuentran presentes en la membrana de las células ZR 75.30 y no en MCF-7 o
Hela, las cuales pueden ser contra-receptores a moléculas de adhesion
expresadas por el endotelio. Aunque no existen muchos trabajos acerca de las
moléculas de superficie expresadas por las células ZR 75.30, se ha documentado
que las células ZR 75.30 entre otras, expresan en su membrana a la integrina VLA-
4 (Budinsky, 1997), la cual es el contra-receptor de ICAM-1. En este sentido, esta
caracteristica de afinidad por una monocapa endotelial activada en las células ZR
75.30 puede ser una posible explicacién a su mayor invasividad, ya que las células
ZR 75.30 se adhirieron a las células endoteliales activadas tanto por la citocina
TNFoa como por los FST de células ZR 75.30, MCF-7 o Hela, en mayor o menor
proporcién, pero si de una manera significativamente diferente al porcentaje de
adhesiéon a HUVECs sin previo estimulo (Figura 16).

Se logré demostrar entonces que el endotelio /n vitro obtiene un fenotipo mas
favorable para adherir células tumorales ZR 75.30 cuando se estimula con FST de
células mas invasivas como ZR 75.30, que cuando es tratado con los FST de
células menos invasivas como MCF-7. Los FST de células ZR 75.30 también fueron
eficaces como activadores de HUVECs para adherir células U937 y MCF-7 en

ensayos de adhesion heterologa.
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EL MODELO DE ADHESION HOMOLOGA

El tratamiento de las células endoteliales con los FST, intenta simular un posible
fendmeno presentado en el microambiente del lecho vascular previo a la invasion
metastasica de un drgano blanco, en donde los factores solubles secretados por el
tumor pueden alcanzar al endotelio local y alterar su fenotipo, esto es, activandolo.
La consecuente secrecion de citocinas y quimiocinas, asi como la posterior
expresion de moléculas de adhesion por parte del endotelio, lo convertiria en una
superficie adherente y apta para el reclutamiento celular. Sin embargo, todos los
experimentos realizados en nuestro grupo, habian empleado células U937 como
células adherentes. Por tanto aqui se modificd el modelo para analizar la adhesion
homologa, la activacion endotelial provocada por los FST de un tipo de célula
tumoral y posteriormente, evaluar la adhesion del mismo tipo de célula tumoral.
Los FST de células ZR 75.30 no sdlo fueron eficaces como activadores de HUVECs
para adherir células U937 y MCF-7 en ensayos de adhesion heterdloga sino que
también mostraron su capacidad de promover la adhesion de las mismas células
ZR 75.30 en ensayos de adhesion homologa. Estos resultados nos sugieren que los
FST de células ZR 75.30 fueron mas efectivos para la activacion endotelial.
También se muestra que las mismas células ZR 75.30 fueron mas afines a un
endotelio activado que a la monocapa endotelial en reposo.

En el sistema de adhesidon homdloga ni los FST de MCF-7, ni los FST de Hela
promovieron una adhesion mayor al control (Figura 19) a la concentracion
utilizada. Para poder concluir de manera mas precisa que estos FST no tienen
actividad, comparados con los de ZR 75.30, seria necesario i) incrementar la dosis
de FST de MCF-7 o Hela vy ii) realizar los ensayos de adhesidon a tiempos mas

cortos para disminuir la alta adhesion a HUVECs de ambas células.

CITOCINAS Y FACTORES SOLUBLES TUMORALES FAVORECEN LA EXPRESION DE
MOLECULAS DE ADHESION EN HUVECs
Desde hace mas de 150 anos ha sido ampliamente estudiado el fendmeno

inflamatorio asi como los eventos de reclutamiento leucocitario que ocurren en las
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células endoteliales durante éste y otras patologias asociadas. Sin embargo, solo
en las Ultimas décadas se han identificado moléculas activadoras, quimioatrayentes
y de adhesién (Albelda et a/, 1994).

En la expresion endotelial de moléculas de adhesidn inducida por citocinas, las mas
estudiadas son selectina-E, VCAM-1 e ICAM-1, debido a su participacion secuencial
en el reclutamiento leucocitario durante la inflamacion.

En el presente trabajo se evaluaron los niveles de selectina-E, VCAM-1 e ICAM-1
para conocer si los factores solubles derivados de células tumorales son capaces
de inducir la expresidon de estas CAMs en HUVECs y su posible participacion en la
adhesidon que encontramos de células tumorales al endotelio activado con factores

solubles tumorales.

LOS FST DE CELULAS ZR 75.30 PROMUEVEN LA EXPRESION DE SELECTINA-E EN
HUVECs

Cuando las HUVECs fueron tratadas con TNFa, se observd un aumento de 15
veces en la expresidon de selectina-E con respecto a la expresidon basal, mientras
que el tratamiento de las HUVECs con los factores solubles derivados de células ZR
75.30 provocd un aumento de 8 veces en la expresion de dicha molécula.

La intensidad relativa de fluorescencia (IRF) de células endoteliales que
respondieron al tratamiento con los FST de células MCF-7 y HelLa no superaron el
nivel basal de selectina-E, con lo que podemos decir que los FST de MCF-7 al igual
que los FST de Hela no tuvieron la capacidad de provocar la expresion de
selectina-E en cultivos primarios de células endoteliales obtenidas de vena
umbilical humana.

Se ha demostrado que algunas células tumorales expresan al carbohidrato sialyl-
Lewis, el cual funciona como ligando para la molécula de selectina-E en el
endotelio. La interaccién de selectina-E con el sialyl-Lewis ha mostrado una
participacion importante en la adhesion al endotelio de células tumorales derivadas
de dérganos digestivos como el colon, asi como de células cancerosas de pancreas

y tracto biliar. También se ha encontrado al sialyl-Lewis como molécula
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determinante en la adhesion de células de cancer de glandula mamaria, ovario y
pulmén (Ohyama et a/, 1999). Estos datos sugieren que la adhesion de células
cancerosas al endotelio mediada por selectina-E y su ligando carbohidratado
especifico, pueden estar involucrados fuertemente en la metastasis hematogena
del cancer.

La selectina-E ha sido descrita como una molécula que no se expresa de manera
constitutiva en el endotelio. Sin embargo, en estudios /n vitro se observa una baja
expresion de esta molécula por parte de células endoteliales en reposo. En
respuesta a estimulos pro-inflamatorios como TNFo, IL-la0 o IL-18 hay un
importante incremento de la expresion de selectina-E endotelial. Por tanto, el
incremento en la expresion de selectina-E en HUVECs estimuladas con los FST de
ZR 75.30 puede sugerirnos la presencia de alguna (s) de estas moléculas en los
FST secretados por células de la linea ZR 75.30.

La adhesion de células tumorales al endotelio requiere la presencia de selectina-E
endotelial asi como de su ligando carbohidratado sobre las células tumorales; el
grado de expresion de selectina-E sobre la pared vascular es un factor limitante
para que la adhesién ocurra. En pacientes con cancer de intestino se han
encontrado niveles elevados de selectina-E en suero, lo cual ha sido relacionado
con un mal prondstico, sobre todo cuando las células tumorales expresan
cantidades importantes de sialyl-Lewis. Esta misma correlacion se ha encontrado
en pacientes con cancer de colon (Kannagi et a/, 2004).

En general, los pacientes con cancer presentan niveles elevados de selectina-E en
suero (valores superiores a 35 ng/ml). En estudios inmunohistoquimicos de tejido
de cancer de colon, los pequenos vasos sanguineos que rodean al tumor han
mostrado frecuentemente la expresion de selectina-E, y tal expresion correlaciona
inversamente con la distancia que estos vasos tienen con respecto al nucleo
tumoral. Estos resultados sugieren la posibilidad de que las células tumorales, per
se, tengan la habilidad de inducir la expresion de selectina-E (Kannagi et al, 2004).
Nuestras evaluaciones /n vitro tuvieron la finalidad de determinar la capacidad de

los sobrenadantes de algunas células tumorales para inducir la expresién de
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selectina-E en cultivos primarios de células endoteliales. Se ha demostrado que los
factores producidos por células tumorales actian sobre células inflamatorias, como
los leucocitos mononucleares, promoviendo que éstos a su vez produzcan citocinas
que inducen la expresidon de CAMs en la vasculatura (Simiantonaki et a/, 2002). Sin
embargo, en este trabajo mostramos la induccién de la expresion de selectina-E
endotelial mediada por los FST de células ZR 75.30 como respuesta directa que no
necesita de células del sistema inmune. Consideramos ésta como una de las
primeras evidencias de la capacidad activadora del endotelio mostrado por factores
secretados por una linea de células de cancer de glandula mamaria.

Existen otros factores que promueven un incremento en la expresion vascular de
selectina-E, como las operaciones quirdrgicas, quimioterapia, radioterapia e
infecciones oportunistas. También pueden expresarse otros tipos de selectinas que
podrian estar participando en la adhesion de células tumorales al endotelio. Por
tales motivos, la evaluacion de la selectina-E asi como de su ligando (sialyl-Lewis)
en pacientes con cancer, podria representar un método de diagndstico

complementario en la deteccién temprana de un proceso metastasico.

LOS FST DE CELULAS ZR 75.30 PROMUEVEN LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS
DE ADHESION ICAM-1 Y VCAM-1 EN HUVECs

En muchas ocasiones se ha caracterizado la activacién de células endoteliales
mediada por el TNFo; dicha activacidon es principalmente evaluada por la sobre-
expresion de ICAM-1 y por la expresion de VCAM-1. In vivo, la expresion de ambas
moléculas de adhesion, junto con la expresion temprana de selectina-E, tienen una
relevante participacion secuencial en el proceso inflamatorio, pues estas moléculas
son responsables del reclutamiento leucocitario (Remich y Friedland, 1997 y
Madhavan et al, 2002).

Nuestro modelo de adhesién in vitro, pretende representar lo que acontece en las
HUVECs cuando éstas son expuestas a factores solubles secretados por las células
tumorales ZR 75.30, MCF-7 y Hela con respecto a la expresidon de las moléculas de

adhesiéon ICAM-1 y VCAM-1 como posibles mediadoras de la adhesidon célula
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tumoral-célula endotelial encontrada en los ensayos de adhesidn realizados en este
trabajo.

En las figuras 22 y 23 podemos observar que en los extractos totales de HUVECs
mantenidas Unicamente con el medio de cultivo M-199 hay una expresion basal de
ambas moléculas de adhesién (lo cual se repitid en los tres experimentos
independientes realizados para ICAM-1 y en tres de cuatro experimentos
independientes realizados para VCAM-1). Sin embargo, se muestra un notorio
incremento en la expresion de ambas moléculas cuando los tratamientos aplicados
en HUVECs fueron el TNFa o los FST de las células ZR 75.30. Los FST de las
células MCF-7 y HeLa no mostraron un efecto importante para inducir cambios en
la expresion de ambas moléculas de adhesion sobre células HUVECs.

El papel de las moléculas de adhesion en el control de la arquitectura del tejido vy
el mantenimiento de su integridad es muy importante. Pero en el caso de los
tumores, la participacion de las moléculas de adhesion es muy diversa y compleja.
Las alteraciones en la expresion de CAMs pueden ser relevantes tanto en el
desarrollo del tumor como en su capacidad invasiva. El papel de las CAMs en el
establecimiento de una metastasis aun es algo incierto. Las células metastasicas se
encuentran con distintos entornos y algunos de ellos pueden dirigirlos hacia la
evolucidn de la metastasis. Las CAMs, en algunos casos, mantienen los contactos
intercelulares previniendo eventos de apoptosis o pueden también estar implicadas
en la adhesion de las células metastasicas (Ilyas, 2000). Los mecanismos usados
por los leucocitos para adherirse al endotelio activado proveen ideas acerca de
como las células endoteliales interactian con las células tumorales. Los leucocitos,
asi como probablemente las células tumorales, responden a las sefiales de
activacion y adhesidon provistas por el endotelio. Estas sefiales resultan en la
adhesion de los leucocitos a la pared vascular y en su posterior activacion y
transmigracion al interior del tejido. Como se ha mencionado anteriormente, el
primer paso en tal proceso involucra una rapida adhesion laxa del leucocito a la
molécula de selectina-E, selectina-P o VCAM-1 expresada sobre la célula endotelial

activada. Una vez que el leucocito esta adherido al endotelio, sustancias
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quimiotrayentes lo activan; permitiendo que el leucocito a su vez exprese
moléculas que faciliten su adhesion firme a las moléculas VCAM-1 e ICAM-1 del
endotelio. Las integrinas a4 y B2 son los ligandos respectivos de VCAM-1 e ICAM-
1, mientras que algunas sustancias quimioatrayentes conocidas por ejemplo en
eosindfilos, pueden incluir citocinas tales como eotaxina, mediadores lipidicos
como el factor activador de plaquetas y leucotrienos. Muchas de las moléculas de
adhesion y activacion expresadas por el endotelio activado, han sido también
encontradas en la superficie de células tumorales. VCAM-1 por ejemplo, se ha
encontrado en algunos mesoteliomas y en células epiteliales de carcinoma
mamario. ICAM-1 por su parte, se expresa en endotelio tumoral asi como en
células tumorales de origen epitelial. Las lineas celulares de carcinoma mamario
humano MDA-MB-435S y MDA-MB-468 son capaces de expresar ICAM-1 y VCAM-1
en su superficie, ademas de reclutar eosindfilos. Estas lineas celulares también
liberan sustancias activadoras de eosindfilos incluyendo a la citocina CC RANTES
luego de su exposicién a TNFo (Ali et a/, 2000). En el presente trabajo no se
determinaron las CAMs o sus ligandos en las células tumorales y aun no se ha
determinado la totalidad de los componentes de los FST. Los resultados
preeliminares de los ensayos tipo ELISA (Bio-Plex™ Cytokine Assays de Bio-RAD)
realizados por la M. en BE. Delina Montes Sanchez en nuestro grupo de
investigacién, sugieren la presencia de citocinas activadoras del endotelio en los

FST secretados por parte de las células ZR 75.30, MCF-7 Y Hela, las cuales se

muestran en la siguiente tabla.

Li';ei':l Citocinas evaluadas en los FST (pg/ml) en 50 ul de FST
celuiar
IL-2 [IL-4 |IL-6 IL-8 IL-10 | IFNy | TNFa | IL-1p |IL-12 |IL-
1ra
ZR 1.26 [46.6 | >34683 | >35713 | <0.65 | 2248 | 194.9 | 19.1 | <2.2 | 914

MCF-7 |54.9 | <1.7 |52.21 513.28 | <0.65|11.52 | 5.85 |2.18 |<2.2 |36.2

Hela <04 |<1.7 | 1344 202.16 | <0.65|25.35|6.28 | 097 |<2.2 |10.3

IL= Interleucina, IFN= Interferén, IL-1ra= Receptor de IL-1
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Algunos grupos de investigaciéon han demostrado la presencia de TNFa y de las
interleucinas 6 y 1B en la zona abdominal, principalmente posterior a una cirugia o
trauma peritoneal, o en las zonas circundantes a tumores gastro-intestinales, por
lo que se cree que estos factores no sélo afectan la zona mas proxima al tumor
sino que también pueden ejercer su efecto pro-inflamatorio en sitios distantes (Ten
Kate et aj, 2004). Los estudios /n vitro han demostrado que la pre-incubacion de
células endoteliales de microvasculatura humana (HMVEC-L) con TNFa. o con la IL-
1B incrementan significativamente la adhesion de células de carcinoma de colon
HT29, lo cual no ocurre cuando la pre-incubacién se lleva a cabo con IL-6. No ha
sido determinado completamente cdmo las células tumorales responden a las
citocinas solubles. Probablemente las citocinas circulantes también regulan
positivamente a las moléculas de adhesion sobre las células tumorales mediante
las cuales la adhesion de las células tumorales al endotelio activado con citocinas
pro-inflamatorias puede ser mas eficiente (Ten Kate et a/, 2004). Sin embargo, en
nuestros experimentos hemos observado que las células tumorales sin un
tratamiento previo con citocinas son capaces de adherirse al endotelio. Otro
hallazgo importante en nuestro trabajo es la expresion temprana de ICAM-1 y
VCAM-1 en HUVECs, ya que en el trabajo de Ten Kate y colaboradores (2004) la
expresion de tales moléculas de adhesién en HMVEC-L fue evaluada después de 12
h de tratamiento con las citocinas. En el caso del trabajo de Simiantonaki (2002),
aunqgue el tratamiento de HUVECs con LPS, TNFa o IL-1B fue de 4 h, la evaluacion
de ICAM-1 se realizd 8 h después y 24 h después en el caso de VCAM-1. Por lo
tanto, debemos considerar que probablemente no obtuvimos la sobre-expresion
maxima de estas moléculas en las HUVECs estimuladas con los FST, pero
observamos entonces que a partir de 3 h de tratamiento podemos detectar la
sobre-expresion de estas moléculas de adhesion.

En el area de la metastasis y las moléculas de adhesién celular, falta ain mucho
por estudiar, pues la adhesién de células tumorales al endotelio no se debe a la

presencia de una Unica CAM sino a distintos complejos de CAMs como lo han
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demostrado diversos estudios; todo depende del tipo de estimulo que afecte al
endotelio y el tipo de célula tumoral que se adhiere. Sin embargo, las evidencias
siguen aportando pruebas de la relacion existente entre la respuesta inflamatoria y
el proceso metastasico;, y mientras mas se desentrafien los mecanismos
involucrados, mayores aportaciones se podran brindar a los tratamientos para
reducir los riesgos de metastasis o recurrencia y beneficiar por tanto la

sobrevivencia y/o calidad de vida de los pacientes de cancer.

LOS FACTORES SOLUBLES TUMORALES DERIVADOS DE CELULAS ZR 75.30
ACTIVAN LA VIA DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-kB EN CELULAS
ENDOTELIALES HUMANAS

La activacion del factor NF-xB ha sido muy bien establecida como un evento
regulador de los genes que codifican para citocinas, receptores de citocinas y
moléculas de adhesion celular que dirigen las respuestas inmune e inflamatoria.
Mas recientemente, la activacién del NF-xB ha sido relacionada con multiples
aspectos de la oncogénesis, incluyendo el control de la apoptosis, el ciclo celular,
la diferenciacion y la migracion celular. Se ha demostrado que la forma clasica de
NF-xB (p50-p65) se localiza en el nucleo celular de diversas lineas de cancer de
mama y en algunas células tumorales del mismo tipo, y que en ellas, los productos
oncogénicos pueden mantener activo el sistema NF-xB de una manera o via
independiente de las cinasas de los inhibidores de NF-xB (IKK), en la cual no hay
degradacién de los inhibidores IxBs pero existe la expresion de productos de genes
antiapoptoticos que pueden participar en la sobrevivencia celular (Baldwin, 2001 y
Aggarwal, 2004).

En la figura 24 se puede observar que a los 20 min de incubacion de las HUVECs
con los FST de células ZR 75.30 el factor nuclear-«B ha sido translocado al nucleo.
Esto nos indica que alguna de las sustancias presentes en los FST de ZR 75.30, y
mas probablemente, el conjunto de ellos pueden activar el sistema NF-xB. Es
importante notar que los FST de MCF-7 y HelLa promovieron una discreta

translocacion de NF-xB al nulcleo, claramente visible por encima de los niveles
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basales. Es posible que esta baja intensidad en la translocacién no sea suficiente
para activar la transcripcion génica. Esto explicaria porqué con los FST de ZR 75.30
se obtuvo la expresion de CAMs vistas como genes que responden a NF-xB y no
con los FST de MCF-7 y Hela. La importancia de este ensayo en el presente
trabajo es precisamente valorar si la expresion de moléculas de adhesién inducida
por factores solubles tumorales en células endoteliales es mediada por la via de
NF-xB, ya que se ha descrito en diversas ocasiones la expresion de selectina-E,
ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales mediante esta via. La regulacion
transcripcional de selectina-E por ejemplo, es promovida por el TNFa activando la
via de senalizacion de NF-«B. El gen de esta molécula se encuentra silenciado en
las células endoteliales en reposo pero es rapidamente transcrito cuando las
células endoteliales son activadas con TNFa o interleucina-1p. La transcripcion
ocurre entre 1-2 h y regresa a los niveles basales 12 h después de la induccion.
Estudios de union al ADN revelaron que para la expresion de selectina-E se
requiere de NF-xB y de un pequefo grupo de otros activadores transcripcionales,
de los cuales algunos contienen secuencias de reconocimiento de NF-xB (Read et
al, 1997). Injune y colaboradores demostraron que la expresién de selectina-E,
ICAM-1 y VCAM-1 en HUVECs estimuladas con VEGF es mediada también por NF-
«kB. Este mismo equipo encontrd en un ensayo de super retardo que el VEGF activa
a NF-xB en HUVECs en la forma heterodimérica p50-p65 (Injune et al, 2001).

En nuestro ensayo de retardo podemos observar 2 distintos complejos de NF-«xB
en los nucleos de HUVECs tratadas con TNFa o con los FST de ZR 75.30, esto nos
sugiere por una parte, que los FST de células ZR 75.30 pueden promover la
translocacion del NF-xB por una via distinta a la activada por TNFo, o por otra
parte nos sugiere que los FST de células ZR 75.30 activan la translocacion al
nlcleo del factor NF-xB mediante un complejo proteico distinto.

Diferentes tipos de heterodimeros pueden constituir al factor NF-«xB y ser activados
por un diverso rango de estimulos. Esto resulta en la activacion de una amplia
variedad de moléculas; y mientras las funciones de NF-xB en muchos de estos

contextos han sido sujetos de intensas investigaciones que a la fecha se
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consideran bien establecidos, es claro también que existe una gran diversidad en
los efectos y consecuencias de la activacion de NF-xB. Las distintas formas
heterodiméricas de NF-xB no regulan necesariamente los mismos genes, tampoco
lo hacen de manera idéntica y mucho menos lo hacen en las mismas circunstancias
en las cuales fueron activadas (Perkins y Gilmore, 2006). Por tales motivos, a 20
anos del descubrimiento del NF-xB es necesario seguir estudiando la complejidad
de su respuesta, sus distintos factores y rutas de activacion, sus sinergismos y
otras implicaciones. Y sobre todo, los mecanismos por los cuales es capaz de
participar en eventos tan opuestos como lo son la sobrevivencia y la muerte

celular.
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CONCLUSIONES

* Los FST secretados por las células ZR 75.30 inducen en HUVECs un
fenotipo capaz de adherir tanto a las células U937 como a las mismas
células ZR 75.30. Los factores secretados por las células MCF-7 y Hela no
inducen adhesidn significativa de las células U937, MCF-7 o HelLa a HUVECs.

* Las células HUVECs tratadas con FST de células ZR 75.30 son capaces de
sobre-expresar las moléculas de adhesion selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1,
mientras que, los FST de células MCF-7 y HelLa no indujeron la sobre-

expresion de estas moléculas.

* La incubacién de HUVECs con los FST de células ZR 75.30 promovio la
translocacion del NF-xB. Esto sugiere que probablemente la expresion de
moléculas de adhesidn celular es mediada por la activacion de la via NF-xB
inducida por los FST de ZR 75.30.

*Los FST de MCF-7 y HelLa promovieron un discreto aumento en la

translocacion de NF-xB al nucleo.

*Las células ZR 75.30 secretan per se factores solubles capaces de inducir

la activacion endotelial y promover su propia adhesion.
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Importancia del LPS y la polimixina B en el proyecto

En el proceso de obtencion de los factores solubles tumorales (FST) existe una
serie de pasos en los que la manipulaciéon de las soluciones las vuelve
susceptibles a una contaminacion bacteriana. Se sabe que las bacterias Gram
negativas poseen en su membrana externa un lipopolisacarido (LPS) que puede
ser liberado durante la duplicacion o al momento de la muerte de la bacteria. El
LPS es una molécula capaz de inducir una serie de respuestas celulares,
principalmente en células del sistema inmune, lo que resulta en la produccidn
de citocinas mediadoras de la inflamacion, las cuales a su vez amplifican dicho
proceso (Sunil, 2001). Se ha reportado que en células HUVECs, el LPS induce la
expresion de IL-8 y proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) (S.Mao et
al, 2002). El LPS induce también la produccion de TNFo y Oxido nitrico en
macréfagos (Chaby, 2004) ya que participa en la translocaciéon de NF-«xB al
nucleo celular (Ulevitch y Tobias, 1999).

La polimixina B es un antibidtico aislado de Bacillus polymyxa y es muy
conocido por actuar como inhibidor de los efectos del LPS (Cardoso et aj,
2007), por tal motivo se utilizd este antibidtico en todos los experimentos
realizados con los FST para corroborar que fueron los FST quienes activaron el
endotelio en los ensayos de adhesidon y no fueron falsos positivos causados por
la endotoxina bacteriana LPS.

Para conocer si el LPS a una concentracion de 100 UE (unidades de endotoxina)
podia inducir alguna de las respuestas que se evaluaron en este proyecto y si la
polimixina B era capaz de abatirlas, se realizd un ensayo de adhesién y un
inmunoanalisis de la molécula de adhesion de células vasculares-1 (VCAM-1).
En el primero se observd que los niveles de adhesion de las células ZR 75.30 y
U937 a HUVECs activadas con 620 ng/ml de los FST de ZR 75.30 no difieren de
los niveles de adhesion provocados cuando las HUVECs se activaron con los FST
de ZR 75.30 pre-tratados por 45 min con 10 pug/ml de polimixina B.

No fue posible observar un incremento en la adhesién de células ZR 75.30 al
endotelio activado con LPS ni inhibicion alguna de esta adhesion luego del pre-

tratamiento con polimixina-B ya que los niveles obtenidos fueron semejantes a
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lo que se muestra como adhesion control, por ello se realizaron otros ensayos
con distintas concentraciones de la endotoxina (cuyos resultados no se
muestran) sin encontrar nuevamente diferencias con respecto a la adhesion
basal. El nimero de células U937 adheridas al endotelio activado con LPS se
incrementd 5.3 veces con respecto al control, pero esta adhesion fue abatida
cuando el medio que contenia LPS fue pre-tratado por 45 minutos con
polimixina B antes de adicionarlo a las HUVECs (Figura 26). El efecto activador

del LPS e inhibidor de la polimixina B sobre HUVECs fue confirmado con estos

ensayos.
Adhesion de células ZR 75.30 y U937
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Figura 26. Grafica que muestra en cpm (cuentas por minuto) los niveles de adhesion de
células ZR 75.30 y U937 a HUVECs activadas con distintos tratamientos: control (Ctrl), que
corresponde sdlo al medio de cultivo M-199, 10 ng/ml de TNFa, 620 ng/ml de FST de ZR
75.30, esta misma concentracién de FST de ZR 75.30 pero con un pre-tratamiento de 45 min
con polimixina B (PoIB), 100 unidades de la endotoxina LPS y 100 UE de LPS también con un
tratamiento previo con polimixina B. Se utilizaron 10 ug/ml del antibidtico, todas las
preparaciones fueron en medio M-199 y la co-incubacion se llevo a cabo durante 3 h. Promedio
de 2 experimentos independientes, cada uno por triplicado. Se muestra el error estandar.

Estos resultados pueden sugerir diferencias importantes entre las células ZR y
U937 en cuanto al tipo y cantidad de moléculas de superficie que expresan,

como por ejemplo receptores para las CAMs expresadas por las HUVECs que

II
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tienen relevancia en este proyecto. En este aspecto, las células U937 a pesar de
su origen linfoide, conservan muchas caracteristicas monociticas, donde son en
general las moléculas de la familia de las integrinas quienes encuentran su
ligando en las CAMs de la superfamilia de las inmunoglobulinas expresadas en
el endotelio. Por su parte, aunque se ha reportado la expresion de VLA-4 (una
integrina) en las células ZR entre otras (Budinsky et a/, 1997), no existen
muchos reportes acerca de las moléculas de superficie expresadas por estas

células.

En cuanto al inmunoandlisis realizado, se observd una respuesta dosis-
dependiente en la expresidn de selectina-E al estimular las HUVECs con 1, 10 y
100 UE LPS y fue notable que el efecto de las tres concentraciones empleadas
de LPS se abatié6 completamente con 10ug/ml de polimixina B, por lo tanto esta
misma concentracion fue utilizada en todos los ensayos realizados en el

proyeto.
LPS (UE) Polimixina B (10pg/ml) +
Ctrl 1 10 100 PolB 1 10 100 UELPS

VCAM-1 -

Actina N S

Figura 27. Inmunoanalisis donde se muestra la expresion de VCAM-1 en HUVECs tratadas
por 3 horas con tres concentraciones de LPS (1,10 y 100 UE) y estas mismas
concentraciones de LPS tratadas previamente con 10 ug/ml de polimixina B.

Una vez confirmado el efecto de la polimixina B para abatir algunos de los
efectos de la endotoxina bacteriana LPS, se realizaron los ensayos pertinentes
para evaluar la induccion de la expresion de moléculas de adhesion en células

endoteliales tratadas con los distintos factores solubles tumorales.

III




Frias GS

Soluciones

SOLUCIONES

MEDIOS DE CULTIVO

RPMI con o sin rojo fenol

M-199 suplementado

1ml/L de antibidtico-antimicético
5% de SFB y 5% de suero de ternera

200 mM L-glutamina
0.1 mg/ml de mitdgeno endotelial
0.1 mg/ml de heparina

ENZIMAS

COLAGENASA TIPO IV (GIBCO)

TRIPSINA (SIGMA)

0.2g en 1L enHEPES 1X
Esterilizar por filtrado
Preferentemente preparar y usar al

1 gen 1L de Solucidon de verseno
Esterilizar por filtrado
Alicuotar y mantener en congelacion

momento Descongelar una alicuota para su uso
y mantener en refrigeracion
AMORTIGUADORES
PBS (1L) NaCl 8g KCI 0.2g KH;PO4 0.2g
Na;HPO4 anhidro 2.16g
pH 7.2-7.4
TBS (2L) NaCl 17.53g Tris 4.844g
pH 7.5
TBE (1X) Tris 8 mM  Acido bérico 89 mM
AMORTIGUADOR DE CORRIDA PARA EDTA2mM pH 8.0
EMSA

HEPES 20x (1 L)

NaCl 166g KClI 6.6g
HEPES 52.3g Glucosa 44g
La glucosa es sensible al calor,
esterilizar por filtrado

VERSENO

NaCl 136 mM Tris 28 mM
KCl 5.36 X 10° mM
EDTA 5.26 X 10 mM

pH 7.7
AMORTIGUADOR DE CORRIMIENTO Glicina 288g Tris 61.11g
PARA PROTEINAS 10X (2 L) SDS 20g  pH 8.3

AMORTIGUADOR DE

Glicina 29g Tris 6g

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS (2 Metanol 200ml Agua 1800 ml
L)
AMORTIGUADOR DE LISIS PARA Tris-HCI pH 8.0 50 mM
PROTEINAS NaCl 120 mM

NP-40 (IGEPAL) 0.5%

NaF 100 mM (stock 1M)
NavO5 200uM (stock 20mM)
PMSF 1 mM (stock 100 mM)

Aprotinina 2-10 ug/ml (SIGMA 4°C)
Leupeptina 10ug/ml (stock 5 mg/ml

1%
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AMORTIGUADOR A
PARA OBTENCION DE NUCLEOS
[FINAL] [STOCK] PARA 25 ml

HEPES pH 7.9 10 mM 1M 250 pl

KCl 10 mM 3M 83.3 ul

MgCl, 1.5 mM 200 mM 187.5 pl

H,O 24.47 ml

DTT 1 mM 1M Agregar 1 pl/ml

justo antes de usar

AMORTIGUADOR C
PARA OBTENCION DE PROTEINA PEGADA AL DNA

[FINAL] [STOCK] PARA 25 ml
HEPES pH 7.9 20 mM 1M 500 pl
NaCl 0.4 mM 1M 10 ml
MgCl, 1.5 mM 200 mM 187.5 ul
Glicerol 25 % 100 % 6.25 ml
EDTA 0.2 mM 250 mM 20 ul
H.0 8.23 ml
DTT 1 mM 1M Agregar 1 ul/ml
justo antes de usar
PMSF 0.5 mM 100 mM Agregar 5 ul/ml

justo antes de usar

~ AMORTIGUADOR D ,
PARA DILUCION Y CONSERVACION DE LA PROTEINA

[FINAL] [STOCK] PARA 20 ml
HEPES pH 7.9 20 mM 1M 400 ul
KCI 0.4 mM 3M 330 ul
Glicerol 20 % 100 % 4 ml
EDTA 0.2 mM 250 mM 16 pl
H,O 15.25 ml
DTT 1 mM 1M Agregar 1 ul/ml
justo antes de usar
PMSF 0.5 mM 100 mM Agregar 5 ul/ml

justo antes de usar
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Abreviaturas I

CAMs
CEs
CM
CT
EMSA
EuHe

Eusebia
FST
Hela
HUVECs
ICAM-1
IFNy
IL-

IRF
MCF-7
MEC
NF-«xB

TNFa
U937
VCAM-1
ZR 75.30

ABREVIATURAS I

Moléculas de adhesién celular

Células endoteliales

Células metastasicas

Células tumorales

Ensayo de retardo en la movilidad electroforética
Células humanas obtenidas de paciente con linfoma de
Hodgkin

Células obtenidas de ratones inyectados con EuHe
Factores solubles tumorales

Linea celular humana derivada de cancer de cérvix
Células endoteliales derivadas de vena umbilical humana
Molécula de adhesion intercelular-1

Interferén gama

Interleucina

Indice relativo de fluorescencia

Linea celular humana derivada de adenocarcinoma mamario
Matriz extracelular

Factor nuclear de la cadena kappa de las inmunoglobulinas
de células B

Factor de necrosis tumoral alfa

Linea celular de mieloma humanao

Molécula de adhesion de células vasculares-1

Linea celular humana derivada de cancer de glandula
mamaria con alto potencial invasivo

VI
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ABREVIATURAS 11

ADN Acido Desoxirribonucleico

Bcl-xL Proto-oncogen humano regulador de la apoptosis

BRMS1 Supresor 1 de la metastasis de cancer de seno

CCL21 Quimiocina (motivo C-C) ligando 21

CCR7 Qumiocina (motivo C-C) receptor 7

CIAP Proteina C inhibidora de apoptosis

CMH Complejo Mayor de Histocompatibilidad

COX Ciclo-oxigenasa

CTLs Linfocitos T Citotdxicos

CXCL12 Quimiocina (motivo C-X-C) ligando 12

CXCR4 Quimiocina (motivo C-X-C) receptor 4, también llamada
fusina

FasL Ligando Fas (Miembro 6 de la superfamilia TNF)

FGF Factor de crecimiento de Fibroblastos

Flt-1 Cinasa 1 de tirosina relacionada a fms

FSIS Factores Solubles Inmunosupresores

KDR Dominio del receptor de insercion de cinasa

LDL Lipoproteina de baja densidad

LFA Antigeno de superficie CD2

LPS Lipopolisacarido

MadCAM-1 Molécula de adhesion de la adresina de células de la
mucosa vascular-1

MCP-3 Quimiocina (motivo C-C) ligando 7, también conocida como
CCL7

MIP-1p Proteina Inflamatoria de los Macréfagos

MPA Maquinaria procesadora de antigenos

MPM(s) Metaloproteinasa(s) de Matriz

PAF Factor activador de plaquetas

PECAM-1 Molécula de adhesion de células endoteliales-plaquetas-1

PGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

RANTES Quimiocina (motivo C-C) ligando 5 o CCL5

TGFa Factor de crecimiento Transformante alfa

TGFp Factor de crecimiento Transformante beta

VEGF Factor de crecimiento del Endotelio Vascular

VM Vesiculas de Membrana

VWF Factor o proteina de von Willebrand

XIAP Proteina X inhibidora de apoptosis

VII




	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Planteamiento del Problema
	Hipótesis   Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Análisis y Discusión de Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos

