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RESUMEN 

La regulación de la división celular, es un mecanismo de suma importancia en 

el control de la progresión del ciclo celular en células normales. Tal regulación ocurre 

por la participación de citocinas o factores de crecimiento que inducen la progresión o 

detención del ciclo . La citocina proinflamatoria TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral alfa) 

ha sido descrita como un fuerte inhibidor de la proliferación de células normales , así 

como de carcinomas humanos, sin embargo se han encontrado carcinomas que 

muestran resistencia a tal inhibición por esta citocina . En el caso del cáncer cervico

uterino (CaCu) no es claro el papel que juega el TNF-a sobre la proliferación y 

adhesión celular. En este trabajo se encontró que las cé lulas tumorales provenientes 

del cérvix humano Calo, lnBI y Hela , son capaces de secretar el factor de necrosis 

tumoral (TNF-a) de manera activa en cantidades de picogramos, que al ser bloqueado 

con anticuerpos neutralizantes se observó una disminución en el número ce lular, 

sugiriendo que dicho factor participa en el potencial proliferativo de dichas células . Por 

otro lado , se encontró que los sobrenadantes provenientes de cultivos de las cél ulas 

tumorales Calo , lnBI y Hela inducen adherencia celular en coocultivos de cé lu las 

endoteliales provenientes de de cordones umbilica les humanos y de la línea ce lular 

promielomonocitica U937 , que al ser tratadas con anticuerpos neutralizantes contra 

TNF-G, tal adhesión celular se ve disminuida, indicando que el TNF-G secretado por las 

cé lulas de CaCu no sólo participan en el potencial proliferativo de tales cé lu las sino que 

además inducen adherencia celular que podrían estar utilizando dentro del mecanismo 

que promueve el desarrollo de tumores secundarios (metastasis). Tales resultados 

perm iten proponer al TNF-a como uno de los factores en estud io pa ra posibles 

aplicaciones terapeuticas contra la generación de una metástasis. 



INTRODUCCION 

En una célula eucarionte normal , el desarrollo del ciclo celular está regulado por 

un amplio espectro de factores de crecimiento o moduladores biológicos (Meager, 

1991 ; López-Marure. 1997). Tales factores son secretados por multiples tipos 

celulares , tanto normales como transformados (Lange et al .. 1992; Margni , 1996: Roitt. 

et a/., 1998 ). Entre la mayoría de los moduladores de la proliferación celular destacan 

las citocinas , factores que generalmente presentan una naturaleza glicoproteica y son 

fuertemente solubles (Meager. 1991 ; Janeway-Travers. 1997: Roitt et al. , 1998) Tales 

moduladores ejercen su actividad de manera autócrina , parácrina o endócrina , 

intervienen en una fase determinada del ciclo celular. son capaces de regular la 

diferenciación. la activación y la proliferación de varios tipos celulares y comunmente 

presentan actividad pleiotrópica (diferentes citocinas son capaces de inducir el mismo 

efecto biológico) . circulan por los fluidos corporales, actuan a concentraciones 

extremadamente bajas (en niveles de picogramos) . tienen un tiempo de vida media 

muy corta y ejercen su efecto en determinadas células blanco al interactuar con 

receptores de membrana especificas (CarJ-Henrik. & Bengt, 1989; Meager, 1991 : 

Bendzten, 1994, Abbas. 1996: Alberts. 1996; Chávez, 1997. Regueiro & López, 1998), 

Se ha reportado la eXistencia de una cantidad significativa de citocinas o 

factores que regulan de manera negativa la división celular, sin embargo sólo algunas 

han sido purificadas y estudiadas a nivel molecular, estas son: )a Interleucina-l Beta 

(IL,1!}) . el Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF- ¡3), el Interferón gama 

(INF·d. la interleucma 2 (IL-2), Y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-u), éste 

último es uno de los factores que ha sido objeto de un gran Interés ya que es un 

mediador pleiotróplco con activ idad proinflamatoria e inmunorreguladora, Importante 

para la defensa del organismo ya que está presente en el suero de animales con 

infecciones sistémicas con actividad antitumoral (Carswell et al, 1975) El TN F-(~ es un 

mediador primario endógeno responsable de la patogénesls de la mfecclÓn. daño e 

inflamación; por ejemplo , es un mediador crucial en el choque séptico o endotóxico 

(Beutler. 1992) Paradójicamente también participa en procesos benéficos de la 
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defensa del organismo y en el mantenimiento de la homeoslasis del tejido (Tracey el 

al, 1989). 

Factor de Necrosis Tumora l-a lfa (TNF-a). 

A principios de siglo. se descubrió que ciertos agentes infecciosos y sus 

productos presentaban efectos anticancerosos en an imales; en particular, se demostró 

que la inyección de pequeñas cantidades de bacterias gram-negalivas. vivas o 

muertas, podia provocar la necrosis hemorragica de tumores de ratones: los tumores 

se desangraban, se oscurecían y se secaban. Posteriormente, en 1970 se identificó y 

se purificó el componente activo de las bacterias gram-negativas y se estableció que 

se trataba de un complejo de lipidos y azúcares: los lipopolisacaridos (LPS) 

constituyentes de la pared celular el cual estimulaba la liberación de un factor 

antitumoral , causante de la destrucción del cáncer. Ante los efectos que dicha citocina 

producía sobre los tumores , se le llamó Factor de Necrosis Tumoral o TNF por sus 

siglas en Inglés (lIoyd. 1988). 

Caracteristicas moleculares del TNFo. 

El TNF esta constituido por dos especies moleculares. el TNF-u; y el TNF

¡I.(Abbas et al., 1996) sólo qUe el TNF-a. es producido por macrófagos activados y el 

TNF-Il por linfocitos activados (Aiyer y Aggapwal .. 1988). En la actualidad se sabe que 

el TNF-q es la principal citocina elaborada en respuesta contra Infecciones bacterianas 

y por agentes gram-negallvos (Margni et al., 1996). 

El TNF+a humano es un polipéptido constituido por 157 aminoácidos, con una 

masa molecular aproXimada de 17 KO. que fue aislado a homogeneidad como una 

ghcoproteina a partir del medio condicionado de la linea celular promielocitica HL-60. la 

cual habia sido previamente tratada con ésteres de forbol Su estructura primaria fue 

determinada a partir de la proteina pura y la secuencia obten ida es idéntica a la que 

predice la secuencia de nucleótidos del ARNm. En su forma activa el TNF-u es un 
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homotrimero unidos no covalentemente que tiene aproximadamente 45 KD Y cada 

subunidad tiene un peso de 17 KD. Estudios cristalograficos han corroborado su 

naturaleza trimérica la cual resul ta de un arreglo de cadenas en dos laminas p

plegadas antiparalelas. El TNF-a es muy sensible a la actividad de proteasas, 

perdiendo su funcionalidad biológica rapidamente , lo que sugiere una estructura 

terciaria poco compacta (Ibarra, 1997). El TNF-a se origina de una proteína precursora 

de 25 KD con un dominio hidrofóbico y otro hidrofilico. se inserta en la membrana 

celular y luego es modificada para originar la forma soluble de 17 KO a nivel 

extracelular (Abbas el al., 1996; Margni el al. 1996). El gen del TNF-a se sitúa en el 

complejo mayor de histocompatibilidad. en el brazo corto del cromosoma 6 (Chavez, 

1997). 

La fuente celular principal del TNF-o. son las células asesinas naturales (NK), los 

linfocitos T, las células linfoblastoides B, los fibroblastos. las células tumorales de 

mama, las células tumorales de ovario y las células epldermales. El TNF-q. posee 

actividad pro-inflamatoria e inmunorreguladora. ademas de inducir una gran variedad 

de respuestas celulares: promueve o inhibe la proliferación , mduce citotoxicidad . e 

induce o previene la diferenciación celular. (Oonato et al . 1989: Marino et al . 1989). In 

Vitro. estimula el crecimiento de fibroblastos normales: sin embargo. en lineas 

celulares transformadas inhibe la proliferación e induce citotoxicidad (Abbas el al .. 

1996: Margni el al. . 1996; López Marure. 1997) 

Efectos del TNF -a. sobre célu las fibroblasticas 

Se ha observado que el TNF-u induce la proliferaCión de fibroblaslos primarios 

de prepucio humano (Kwon el al .. 1998). En las lineas celula res fibroblasticas de 

pulmón MRC-5 y carcinoma de mama MCF-7. han mostrado sensibilidad reSistencia a 

la apoptosis e inhibición de la proliferación al ser estimuladas con el TNF-. t (Gerntsen 

el al .. 1998). En células endoteliales y en epitelios de traquea de rata . el TNF-u inhibe 

el crecimiento: no obstante en epitelios glomerulares de rata . proliferan en cultivo 

(Freitag el al., 1996: López Marure. 1997; Yanagisawa el al. 1994) 
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El TNF -o. es una citocina que tiene un papel clave en la respuesta inflamatoria, 

puesto que induce un amplio espectro de actividades proinflamalorias, y ha sido 

implicado en varias enfermedades, entre las que destacan los procesos reumatoides 

(Sherry y Cera mi, 198B). Un importante tejido blanco del TNF es el endotelio vascular, 

que por su localización estratégica en la interfase entre la sangre y los tejidos, participa 

en los procesos inflamatorios, incluyendo los procesos inducidos por TNF y otras 

citocinas_ 

La generación de una respuesta inmune efectiva depende de la secreción de 

ci tocinas especificas que recluten y activen células inmunes en el silio de la infección. 

Los linfocitos humanos secretan constitutivamente muchas citocinas en cultivos 

celulares. Una de esas linfocinas es la interleucina 1 (IL-1), la cual induce una amplia 

variedad de reacciones inflamatorias e inmunológicas. lal como la producción de la IL-2 

por las células citotóxicas (TC) Los mismos leucocitos son auto estimulados por la ¡L-1 

para proliferar. sintetizar y secretar airas linfocinas incluyendo JL-6, la IL-B, el faclor 

estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (FEC-GM), y el factor de 

necrosis tumoral (TNF-a) _ Cada una de estas moléculas promueve reacciones 

inflamatorias o inmunológicas por mecanismos especificas. El TNF-u y la IL-l ejercen, 

ademas, una acción antlviral por medio de la represión de la expresión de los genes 

virales (Berumen 1997) 

Una vez activados los linfocitos T cilotóxicos (L TC) proliferan, se diferenCian y 

participan en la lisis de las células blanco por tres caminos diferentes: al secretan 

perfoflnas y otras proteinas que perforan la membrana celular , bl liberan sustancias 

Que mducen la muerte celular programada (apoptosis), y c) liberan Cltocinas como el 

inlerferón gama (lFN-'() . el TNF y la leucorregulina ( RL ) que limitan la actividad viral 

dentro de las células y atraen macrófagos y otros fagocitos que pueden destruir a la 

célula . El lFN-y Y la RL inhiben la expresión de los genes virales y estimulan la 

expresión de las moléculas de clase 1 del complejo mayor de hislocompat ibilidad 

humana en los queratinocitos humanos, lo que permite una mejor presentación de los 

antígenos virales y con ello una respuesta inmune aumentada. La RL también aumenta 
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la transcripción de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y la 

sensibilidad de las células epiteliales cervicales inmortalizadas con el virus del 

papiloma humano 16 (HPV16) para ser destruidas por las células asesinas naturales 

(NK) activadas por linfocinas (Berumen 1997). 

El TNF es conocido como un inductor de moléculas de adhesión para células 

endoteliales: induce la expresión de las Moléculas de adhesión extracelular (ECAM) en 

ratones desnudos comparada con el tipo silvestre. La reconstitución con células T resta 

la inducción del TNF-u para la inducción de las Moléculas de adhesión de céru las 

vasculares 1 (VCAM-1) en ratones desnudos, estos resultados indican Que los 

linfocitos circulantes son moduladores del incremento de la expresión de ECAM 

facilitada por el TNF-n. 

Las citocinas proinflamatorias tales como el INF-y y el TNF-o. inducen la 

expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales y promueven la 

trasmigración de leucocitos a las células endoteliales , sin embargo, cuando se 

administran juntas paradójicamente , la transmigración de leucocitos disminuye. 

Efectos del TNF-o. sobre células endoteliales 

La célula endotelial juega un importante papel en la regulación de la 

permeabilidad e integridad de los vasos sanguineos, consecuentemente una alteraCión 

en la función de estas células modifica las caracteristicas morfológicas y funCionales 

de la vasculatura (Bevilac et al . 1986). Se han realizado análisis por citometria de flUJO 

Que demuestran Que las células endoteliales presentan los dos tipos de receptores 

para el TNF (Slovln et al , 1998) , por lo Que se supone Que este factor puede mediar 

sus efectos sobre la célula endotelial. El TNF-o. produce efectos Que pueden ser 

importantes en el proceso proinf!amatorio y de neo-vasculanzación (Haliday el al , 

1991). Además de Que mduce la expresión de moléculas de adheSión celular 

Las células endoleliales forman una capa continua Que recubre la superficie 

luminal de los vasos sanguíneos. La membrana basal sobre la cual se localizan 

consiste principalmente de larninina. colágena tipo IV y sulfato de l1epanna Estas 
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células controlan el intercambio de metabolitos entre el torrente sanguíneo y los tejidos, 

y participan en ciertas respuestas biológicas. Durante la reacción inflamatoria e 

inmune, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) , la inlerleucina 1 beta {1L.1-Bl y el 

interferón gama (IFN-y), alteran la función de las células endoteliales provocando 

cambios morfológicos y bioquímicos llamados "activación" (Pober, 1988), y por lo tanto 

representan un modelo útil para estudiar este fenómeno en las células endolehales. 

En un adulto normal las células endoteliales están en un estado latente con una 

actividad metabólica muy baja (Risau. 1995), a estas células se les identifica como 

tejido constitutivo; sin embargo, éste fenotipo no es permanente ya que se puede 

perder cuando las células son sacadas de su microambiente. Fisiológicamente las 

células endoteliaJes salen de su estado latente cuando son activadas por diversos 

estímulos. Esta activación está asociada a diversos cambios fenotipicos que les 

permiten adaptarse a las funciones locaJes requeridas. Uno de estos estados de 

activación es inducido por endotoxinas bacterianas y ci!ocinas como el TNF-a ó la IL-

1, durante el proceso de inflamación, fenómeno que lleva a una secuencia de sucesos 

caracterizados por la expresión de moléculas de adhesión en la superficie celular. 

como la selectina-E o Molécula de adhesión extracelular de leucocitos ( ELAM-l), 

ICAM-l y VCAM-l . Estas molécu las de adhesión permiten la adhesión laxa entre 

leucocitos y celulas endotehales faClhtando la mlgraclon sobre la superficie endotehal , t(.~ 
(» "",.1): 

proceso denominado ·'rolllng ". al cual sigue la adhesión firme y la mlgraclon de '8'5' ~ ~ 
leucocitos a través de la monocapa endotehal (Au9uSllne .1994) Se piensa que la 1: ~ í 
células cancerosas podrian utilizar el mismo mecanismo para invadir otros organos 

Efectos de l TNF-u. sobre célu las tumorales lZT. 
Se ha reportado que el TNF-u es capaz de inhibir el crecimiento de células 

epiteliales en CUltiVO. derivados de cérvix normal humano. En contraste . esta citocina 

estimula la proliferación de cinco lineas celulares cervicales transfectadas con AON del 

HPV 16 o 18 y a siete lineas derivadas de carcinomas cervicales. La estimulación del 

crecimiento con el TNF-a se ve acompañado por un incremento de 6 a 10 veces de 

!! N .\."'4. FES 
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ARNm que codifica un receptor ligando al factor de crecimiento Epidermal (EGF). 

(Woodworth el al. , 1995). Por otro lado, se ha observado que el TNF-u junto con el 

IFN-y (sinergismo) reduce la expresión del gene c-myc en células Hela deteniendo la 

proliferación en la fase G1 del ciclo celular (Yarden el al. , 1986). 

El Cáncer se desarrolla cuando una célula acumula mutaciones de varios de los 

genes que controlan el crecimiento y supervivencia de las células. Si una mutación es 

irreparable, la célula afectada suele autodestruirse antes de volverse potencialmente 

peligrosa, pero si la célula no muere, ella o sus descendientes pueden vivir lo suficiente 

como para acumular mutaciones que lleven a dividirse sin control. Durante el desarrollo 

del cáncer cervicoúterino se inducen mecanismos para evadir el sistema inmune. como 

son la disminución de moléculas de antígeno en el MHC 1 y la secreción de citocinas 

por las células tumorales. Como consecuencia de ello, la estimulación de linfocitos T 

cilotóxicos (l TC) . Y cooperadores (TC), de células asesinas nalurales (N K) y 

macrófagos es muy deficiente. Para inducir una respuesta inmune efectiva , se requiere 

la estimulación simultanea de múltiples componentes del sistema Inmune: por via 

sistémica la estimulación de l TC y TC contra epitopos del virus del papiloma humano, 

y en un nivel local, la Inducción de la secreción de citoclnas por el tumor. para 

aumentar el procesamiento y la presentación de blancos tumorales . asi como la 

eslimulación de los linfocitos y macrófagos que infiltran el tumor (Berumen y Villegas, 

1997). las metastasis le dan mayor propiedad a una neoplasia como maligna que 

cualquier otro de los atributos neoplásicos No todos los canceres tienen capaCidad de 

generar metastasis Para que las células cancerosas que se desprendieron del turnor 

original invadan a otros órganos sanos. es necesana la presencia de moléculas de 

adhesión. que según sus capacidades se pueden agrupar en dos clases. 1) las que 

permiten la Unión célula-célula (CAMs) . y son usualmente glicoproteinas de la 

membrana. 2) la adhesión célula-sustrato. es mediada por la interacción de proteinas. 

glicoproteinas y proteoglicanos, conOCidas como moléculas de adhesión célula·sustrato 

ó SAMs. también conocidas como integrinas (Stevenson 1992) Hasta ahora se ha 

demostrado que cuatro distintas familias de proteinas de membrana median la 
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adherencia de una célula a otra. 1) Selectinas; 2) Ciertos miembros de la superfamilia 

de las inmunoglobulinas (lgSF); 3) Ciertos miembros de la superfamilia de las 

integrinas, y 4) Cadherinas. 

La mayor parte de los tumores cancerosos serian fáciles de curar mediante extirpación 

quirúrgica del tejido enfermo, sin embargo, la metástasis es la razón de que el cáncer 

sea una enfermedad tan devastadora; por eso se puede afirmar que las moléculas 

para adherencia desempeñan uno de los papeles más importantes de la enfermedad 

maligna. Es sabido que el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-u) induce la 

expresión de la Selectina E, VCAM1, é ICAM; conocidas moléculas de adhesión en 

cullivos de células endoteliales de vena umbilical (Nakada 1998).Otro autor menciona 

que el TNF-o: induce la expresión de NFkappaB; asi promueve la expresión de ICAM1 , 

VCAM1 Y ELAM1 Y además promueve la adhesión de monocitos en células 

endoteliales (Berumen 1997). 

Durante el desarrollo del cáncer cervicouterino se inducen mecanismos para 

evadir el sistema inmune, como son la disminución de la expresión de moléculas de 

antígeno mayor de histocompatibilidad y la secreción de citocinas por las células 

tumorales (Berumen 1997). 

El cáncer del cuello uterino es una enfermedad asociada a muchos factores 

etiológicos. pero quizá los más importantes son el virus del papiloma humano (HPV) y 

la acumulación de múltiples defectos del sistema inmune en el sitio del tumor 

(8erumen 1997). 

Durante la evolución del tumor. las células tumorales adquieren nuevas lesiones 

genéticas que les confieren ventajas selectivas . para evad ir cada vez un mayor número 

de mecanismos de control del sistema inmune. hasta que éste se hace InefiCiente para 

combatir el tumor. (Berumen 1997). 

Las citocinas proinflamatorias tales como el TNF-a y el IFN-y incrementan la 

expresión de moléculas de adhesión tales como ICAM y VCAM en células endotelia les 

y promueven la migración transendotelial de leucocitos; así mismo cu ando esas 

citocinas se administran juntas, hay un decremento en la migración transendotel ial. 
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Este fenómeno fue acompañado por la desaparición de la molécula de adhesión 

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

ANTECEDENTES 

Actualmente, se sabe que el cáncer cervicouterino invasor inicia como una 

enfermedad de transmisión sexual a través del papiloma virus, el cual produce lesiones 

en los epitelios del aparato urogenital, tanto del hombre como de la mujer, que 

evolucionan lenta y progresivamente hacia el cáncer, en caso de no recibir tratamiento. 

Los tumores cervicales se han constituido como la segunda causa de muerte por 

cáncer en la mujer en el mundo (Woodworth et al., 1995; Gradilone et al. , 1996). En 

nuestro país esta enfermedad ocupa el primer lugar de muerte por cáncer en la mujer y 

se ha estimado que fallecen por cáncer cérvico-uterino una paciente cada hora y media 

(Alonso. 1999: Berumen & Villegas 1997). Tal padecimiento surge generalmente en 

mujeres de edades entre los 25 a 65 años y una vez que lo han presentado, se estima 

Que la sobrevivencia de una mujer con cáncer cervical es de aproximadamente 5 años 

(El kas & Farias-Eisner. 1998; Gariglio et al .. 1998). Además del registro en el 

incremento gradual de esta neoplasia, al mismo tiempo ha disminuido la edad en la 

adquisición de dicha enfermedad, debido a Que un mayor numero de mujeres más 

jóvenes lo contraen (Hernández-Avila. el al., 1997; Sato el al., 1998; Slagle el al.. 1998) 

En MéXICO se calcula que existen unos 25 millones de mujeres afectadas de alguna 

manera por lesiones precursoras de cáncer cervicouterino , aproximadamente el 2 por 

ciento de mujeres son portadoras de cáncer cervicouterino invasor y de 25 a 30 por 

ciento son afectadas de alguna manera con infecciones por virus del papiloma Humano 

(VHP). ya sea latente o activo. y el 5 por ciento por lesiones displásicas. (Alonso. 

1999) 

12 



JUSTIFICACION 

Pese a los resultados obtenidos hasta el momento en los estudios sobre el 

cáncer, la investigación básica sobre esta neoplasia ha tratado de plantear terapias 

alternativas, basadas en la aplicación de faclores moduladores o inhibidores biológicos. 

Sin embargo, se ha documentado que las células tumorales no sólo se caracterizan por 

su división indiscriminada. sino también por la capacidad que tienen de responder a las 

citocinas presentes en su microambienle o inclusive a su capacidad de secretar sus 

propios factores de crecimiento. Hasta el momento, se han planteado algunas vías o 

estrategias que pretenden explicar cómo las células son capaces de obtener un estado 

transformado o neoplasico, el de evadir el ataque de las células inmunológicas o la 

capacidad de generar metástasis. Sin embargo, no es claro cuántas y cuáles cilocínas 

son secretadas por las células tumorales, ni cuál es la función que desempeñan o su 

relación con el estado transformante de tales células. Por lo tan lo. en el presente 

esludio se pretende evaluar sí los MC provenientes de cultivos de células tumorales 

de CaCu inducen adherencia celular y si dicha se encuentra relacionada con el TNF

((. De igual manera se pretende determinar sí las células tumorales de CaCu son 

capaces de secretar el TNF-ct y si tal citocina esta relacionada con el potencial 

proliferativo de las células tumorales . 



HIPOTESIS 

Es conocido que el TNF-o. se caracteriza por ejercer múltiples actividades 

biológicas tales como la inducción o la inhibición de la proliferación celular, la 

inducción de la diferenciación e incluso puede eslimular acción mitogénica. Tales 

funciones son ejercidas dependiendo del tipo celular en el que actúa y de las 

condiciones microambientales existentes. Dado que las celulas normales y 

tumorales son capaces de regular su división a través de factores de crecimiento 

como lo es el TNF-o.. es posible que las células tumorales provenientes de CaCu, 

Calo, InBI y Hela secreten esta citocina de manera activa para participar en su 

potencial proliferativo , asi como para inducir adherencia celular como parte de su 

mecanismo que le permite generar una metastasis. 
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OBJETIVOS GENERALES 

Determinar sí en los sobrenadantes provenientes de cultivos de células 

tumorales (Calo, In81 y Hela) se encuentra presente el TNF-a y si este factor esta 

implicado en el potencial proliferativo de las células tumorales . 

Determinar sí el TNF-a. endógeno induce adherencia celular en ca-cultivos de 

células endoleliales provenientes de cordones umbilicales humanos y células U937. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Determinar a través de la técnica de ELlSA, sí en los MCs provenientes de 

cultivos de las lineas celulares Calo, In81 y He la está presente el TNF -n . 

2.- Evaluar a través de la prueba de citotoxicidad realizada en la linea celular 

L929 si el TNF-u presente en los MC provenientes de cul tivos de las células tumorales 

se encuentra activo 

3.- Determinar mediante ensayos de proliferación si el TNF-a endógeno 

participa en la capacidad proliferativa de las lineas tumorales. 

4 .- Determinar mediante ensayos de neutralización con anticuerpos anti-TNF-a, 

si el TNF-a endógeno participa en el potencial proliferativo de las líneas tumorales. 

5,- Evaluar sí los sobrenadantes provenientes de células tumorales inducen 

adherencia celular y si el TNF-(l endógeno está relacionado con la inducción de la 

adhesión celular mediante ca-cu ltivos de células endoteliales y células U937 
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MATERIAL Y METODOS 

Las lineas celulares tumorales Calo (estadio llB) e lnBI (IVB), provenientes de 

dos biopsias diferentes de pacientes con cáncer cérvico-uterino (CaCu) , fueron 

gentilmente donadas por el Dr. Alberto Monrroy ( L324 Laboratorio de biología celular 

y molecular del cáncer FES Zaragoza). 

La línea tumoral Hela y la línea celular de fibrosarcoma de ratón L929 se 

adquirieron del ATCC (compañía American Type Culture Collection) , y son mantenidas 

en el laboratorio en criopreservación hasta su uso, tales células son manten idas en 

condiciones de cultivo similares al de las células epiteliales y se utilizan para ensayos 

de actividad biológica cuando se encuentran en una fase de proliferación exponencial. 

Las lineas celulares Calo e lnBI se obtuvieron en 1991 a partir de un carcinoma 

epidermoide de células Humanas. La primera línea se logró de una paciente de 55 

años de edad con estadio clínico llB , y la segunda de una paciente de 45 años con 

estad io clínico IVB. 

Obtención de medios condicionados 

Para la obtención de los medios condicionados (MC) , las tres líneas tumorales 

Calo , lnBI y Hela fueron cultivadas (1 5X107 células /483 cm 2 con 150 mi de RPMl -

1640 suplementado con 5%(v/v) de SFB) en botellas Falcón de tres niveles. Cuando 

llegaron al 80-90% de confluencia se lavaron cinco veces con 100 mi de PBS, para 

dejarlas con RPMl-1640 únicamente. A las 48 horas , se colectó el medio condicionado 

(MC sin suero). El MC se centrifugó a 1000 g por 5 min . para eliminar el detrito celular 

y se almacenó a -20ºC. 

Liofilización de los MC 

Para concen trar el MC , un litro de medio de cult ivo se liofilizó en un liofilizador 

Speed-Vac (Automatic Enviromental , modelo AES2000 , Savant) El liofilizado fue 

reconstituido con 3 mi de PBS 
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Diálisi s 

Con el propósito de eliminar las sales en los MC liofilizados. estos se sometieron 

a diálisis en bolsas para diálisis con un tamaño de poro de 1 Kda. la bolsa de diálisis 

con el liofilizado fue puesto en un recipiente con PBS O.25X por 48 hrs. con cambios 

cada 8 hrs., posteriormente se dejó en PBS 1X por 24 hrs. más. El dializado fue 

centrifugado a 14.000 rpm durante 15 min en una centrífuga refrigerada ( Centrifuga 

5402 Eppendorf ). El sobrenadante fue esterilizado utilizando membranas de filtración 

con un tamaño de poro de 0.22 micras. El filtrado fue alicuotado y almacenado a 4'C 

hasta su uso. 

Cuantificación de proteína en los Mee por el metodo de Bradford. 

la concentración de proteina total de tos Mee, se determinó a través del 

método de Bradford (1976). Se realizó una curva patrón de una proteína conocida. 

(Albúmina de huevo de pollo: SIGMA. USA). utilizando 1. 2. 4, 6, 8. 16.32, Y 64 ~lg de 

albúmina I mi de PBS en tubos Eppendorf. A cada tubo se le extrajo 200 pl de liquido 

que se sustituyeron por 200 ~tI. de reactivo de Bradford (BioRad). Paralelamente. se 

real iza el mismo procedimiento para las muestras (MeC). los tubos se agitan 

vigorosamente y el contenido se vierte en celdas de plástico de un mi c/u y la 

absorbancia fue determinada con un espectrofotómetro a 590 nm (Elx800 BIO-TEK 

INSTRUMENTS. INC) El blanco consiste de 800 pl de agua grado HPLC con 200 IlL 

de reactivo de Bradford 

Se graficó una curva de calibración (densidad óptica vs concentración de 

albúmina), ya través de una regresión lineal y por medio de la ecuación de la linea 

recta se determinó la concentración de las muestras problema (MeC). 
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Detección del TNF1X a traves dellnmunoanalisis enzimatico de El1SA 

1 pg de proteína total de los (MCC/pozo) medios condicionados concentrados 

por pozo fueron colocados en una placa de 96 pozos de fondo plano (NUNCl ON, 

Denmark) y se dejaron adsorbiendo a 37 "C por 4 horas y luego estabilizándose a 4 "C 

durante 24 horas. Al término de este tiempo , la placa fue lavada 3 veces con agua 

destilada y se adicionó amortiguador de bloqueo, dejándose en éste durante 30 

minutos a 37"C. luego se lavó cuatro veces con PBS al 0.1'>;" (v/v) de Tween20 e 

inmediatamente se agrego 1~(g/ml de anticuerpo primario (mAb) (anti-TNF-aSIGMA 

Co., USA) y la placa fue incubada a 37"C durante 1 5 horas. cumplido este tiempo. se 

lavó tres veces con PBS al 0.1% (v/v) de Tween20. Posteflormente se adicionó 

amortiguador de bloqueo y la placa se mantuvo 10 minutos a temperatura ambiente y 

nuevamente se lavó tres veces con PBS al 0.1% (v/v) de Tween20. Después se 

adicionaron 1 OO~(lIpozo del anticuerpo secundario (Ab) conejo IgG (isotipo de 

inmunoglobulina G) conjugado con peroxidasa (SIGMA Co., USA) y se incubó una hora 

a 37°C. Se repitieron tres lavados con PBS al O 1% (v/v) de Tween20 y se añadió el 

sustrato; de esta preparación se adicionaron 100pl sustrato/pozo. Se dejó en 

oscuridad durante 5-10 minutos y la reacción fue detenida con 25pllpozo de ácido 

sulfúrico 2.5 N. Inmediatamente se procedió a evaluar la coloración formada en un 

lector de placas a 490 nm de absorbancia (Elx800 BIO-TEK INSTRUMENTS. INC) . 

Se construyo una curva de calibración del TNF-a con una dilUCión seriada 

iniciada de 500 pmoles/ml y finalizada con 4 pmoles/ml. Esta curva fue considerada 

como control positivo Así mismo. se emplearon controles negativos: a un pozo sin Ag 

(antígeno) se le dirigió el mab y el Ab secundario; a otro pozo también sin Ag se le 

envió solo el Ab conjugado: en ambas condiciones se bloqueo previamente con 

amortiguador de bloqueo Esto se efectuó con la finalidad de eliminar los posibles 

errores originados por alguna unión especifica de los mab y de los Ab conjugados . 
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Evaluación de la bioactividad del TNF..a en las células L-929. 

El TNF- a es citotóxico sobre la linea celular L929. de tal forma que una unidad 

(1 U) de TNF- a se define como la cantidad TNF- a requerida para malar el 50% de 

dichas células. Esta citotoxicidad del TNF- a se potencializa con un adyuvante, la 

actinomicina D (Bharat & Jordan, 1992). Se evaluaron los MCC s/s de las tres lineas 

tumorales CaLo, InBI y HeLa para determinar si el TNF- q secretado presenta actividad 

biológica. Se sembraron 4X104 células L-929 en 0.1 mi de RPMI-1640 al 10% (v/v) de 

SFB por pozo en una placa de 96 pozos de fondo plano (NUNCLON , Denmark) y se 

mantuvieron en cultivo durante toda la noche. Después de ese tiempo, se añadió una 

dilución seriada iniciada con 400 ~Ig/ml de proteina total proveniente de los MCC 

conteniendo 0.5 ¡Ig / mi de actinomicina D (SIGMA Ca. USA). Se dejó en condiciones 

de cultivo 16 h a 3rC y se evaluó el indice de sobrevivencia con la técnica de cristal 

violeta . El colorante cristal violeta posee características alcalinas , que le permite 

incorporarse a los núcleos celulares . El número de núcleos teñidos aumenta o 

disminuye conforme la proliferación celular se ve estimulada o inhibida. Las células 

fueron fijadas con glutaraldehido al 1.1 %(v/v) en PBS (solución amortiguadora de 

fosfatos) por 10 minutos manteniéndose en agitación. Posteriormente se lavaron con 

agua bid estilada y se secaron al aire. Se agregó una solución de cristal violeta al 0.1% 

en una solución amortiguadora de ácido fórmico 200 mM pH 6 manteniéndose en 

agitación durante 20 minutos. Inmediatamente. las placas de cultivo se lavaron 5 veces 

con agua desionizada. se secaron al aire y a temperatura ambiente A las cajas de 

cultivo se les añadió ácido acético al 10% (v/v), dejándose en agitación duran1e 20 

minutos, para finalmente leer la absorbancia a 590 nm (color azul ) en un 

espectrofotómetro (Elx800 BIO-TEK INSTRUMENTS, INC). Los cultivos sin tratamlen10 

(controles) representaron el 100%. 



Ensayo de proliferación con incorporación de timidina tritiada 

Esta evaluación consistió en la asimilación de un nucleótido análogo de la 

timina marcado con trit io (timidina) al ADN de las células en cultivo. de manera que 

cuando las células se encuentran en fase de sintesis incorporan la timidina marcada 

(Coon & Stumpf.1984 .. Bulbulian. 1987; Karp, 1996). En estas evaluaciones se 

utilizaron cultivos celulares sincrónicos para obtener una mayor representatividad . la 

población celular se sincronizó mediante la eliminación del SFB de los cultivos por 36 

horas previas a la estimulación del TNF- (l 10 ng/ml y el marcado de 1 micro curie por 

mililitro de timidina tritiada . Con el estimulo se dejo a los cultivos durante 48 horas y al 

término de este lapso se lavaron con PES y se fijaron con metanol al 95% (v/v) en 

PES durante 20 mino Nuevamente se lavaron las células con PBS y se les añadió 

NaOH 200m M con el fin de lisar las células y liberar el ADN marcado. Transcurridas 24 

horas el lisado se depositó en viales con 2 ml de liquido de cente!leo 

(Beckeman,USA). la radiación fue evaluada en un contador de centefleo de emición 

p (Beckeman.USA , modelo lS-6500) y las lecturas en cpm (cuentas por minuto) 

fueron convertidas a porcentage de proliferación, en donde los CUlt iVOS sin tratamiento 

(controles) representaron el 100%. 

Obtenc ión de celulas cndotcliales 

las células endoteliales fueron obtenidas a partir de cordones umbilicales 

humanos provenientes de partos eutócicos y cesáreas de acuerdo a Grimbrone. 1976. 

los cordones se colectaron en solución salina de Hepes (Sigma), se limpiaron con 

gasas estériles y se les canutó la vena umbilical con la finalidad de lavarla para eliminar 

residuos sanguíneos. la vena fue sometida a disgregación enzlmática con una 

solución de colagenasa tipo 1 (worthington . USA) a una concentración de 1 mg/ml en 

Hepes o tripsina (SIGMA. USA) al 0.075 % preparada en una solución de verseno . 

durante 15 minutos a una temperatura de 3rc. El disgregado fue colectado en tubos y 

centrifugado a 1500 rpm. Durante 10 mino El botón celular oblenldo de 3-12 cordones 

fue sembrado de acuerdo a las condiciones de cultivo celular 



Condiciones de cultivo celu lar 

Las células endoteliales fueron mantenidas en medio de cultivo M1 99 (GIBCO, 

USA) suplementado con glutamina al 1 % (GIBCO, BRL), 20 pg/ml de factor de 

crecimiento endotelial (Biomedical Technologies Inc.), 100 ¡Ig/ml de heparina (Sigma, 

USA), antimicótico al 1% (GIBCO BRL) y 10% de suero fetal de bovino (SFB) (in Vitro, 

México) . Una vez sembradas, las células fueron mantenidas a 3rC con una humedad 

a punto de rocio y una atmósfera de 5% de COz Las células fueron utilizadas para los 

ensayos experimentales entre los pasajes 1 y 2 Y se sembraron a una densidad de 

10000 céJulas/cm2
. 

Caracterización de celulas endoteliales . 

Las células fueron identificadas como endotelio por su morfologia ti pica en 

confluencia y por inmunofJuorescencia. Se sembraron sobre cubre objetos de vidrio, 

se fijaron con una solución de paraformaldehido al 4% durante 10 mino y se incubaron 

con un anticuerpo monoclonal dirigido contra el factor van Willebrand (DAKO, USA), 

que actúa como un acarreador del factor VIII de coagulación en células endoteliales. 

Una IgG acoplada con rodamina (anticuerpo secundario) fue utilizada para revelar la 

presencia del anticuerpo primario. Ambos anticuerpos se incubaron con las células 

durante 30 mino a 3r C o a temperatura ambiente. Por último, todos los núcleos 

celulares fueron teñidos con colorante Hoechst (Molecular probes. USA). y el 

porcentaje de células con roda mina entre el porcentaje de células teñidas con Hoechst 

proporCionó el porcentaje de célu las endoteliales obtenidas en los CUltiVOS primarios, 

el cual fue del 99% 

Obtenc ión de fibroblaslos y epitelios normales 

Los fibroblastos se obtuvieron de biopsias de tejido de cérvlx humano, de 

pacientes sometidas a histerectomia por presentar miomatosis uterina. Obtenida la 

pieza quirurgica,se transportó en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 15°/0 
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de SFB (Suero Fetal de Bovino) (GI8CO, BRL) manteniendose a 4 oC, y se procesó 

durante las siguientes 2-3 hrs. 

El tejido se fragmentó en trozos pequeños (5mm.) y se depositó en un matraz 

con 15 mL de tripsina al 0.05% (v/v) (Sigma Ca. , USA) en SSV (Solución Salina de 

Verseno) y se mantuvo a 37"C en agitación constante por 15 mino Después, el 

sobrenadante se decantó en un embudo con malla y se colectó en un tubo cónico con 

0,5 ml de SFB, Inmediatamente al tejido remanente se le adicionaron otros 15 mL de 

tripsina al 0.05%(v/v) en SSVy se mantuvo a 37 oC en agitación constante durante 15 

mino Al término de ese tiempo. la suspensión celular contenida en el sobrenadante se 

filtró a través de de un embudo con malla y se colectó en un tubo cónico que contenia 

1mL de SFB. 

los tubos se centrifugaron a 500 g (gravedades) durante 5 mino Se reliró el 

sobrenadante mediante decantación y el botón celular restante se resuspendió en 5 

mL de RPMI suplementado al 10%, de SFB. La suspensión celular se sembró en cajas 

de cultivo (COSTAR) a una densidad aproximada de 100 células/mm' y se 

mantuvieron en una incubadora Scientific al 95% de aire/5% de CO2 ya una atmósfera 

de humedad a punto de rocio. A las 24 h. Se realizó un cambio de medio por uno 

nuevo, de manera que solo permanecieron en cultivo las células adheridas Después 

de 5 a 7 días se obtuvieron cultivos celulares de fibroblastos llegando a una densidad 

de 2,500 células/mm2 (Griffths, 1998; Freshney,1994) 

los epitelios se obtuvieron mediante el mismo método. sólo que éstos fueron 

cultivados en medios adicionados con 0.5mg/ml de insulina (SIGMA. USA) Y 10 pg/mL 

de hidrocortisona (SIGMA, USA). 

Obtenc ión de células U937 

Las células promielociticas humanas de la linea U937 se adquirieron en la 

compañia American Type Culture Col1ection (ATCC). Estas células se mantuvieron en 

RPMI (GIECO. USA) suplementado con suero fetal bovino al 10%, sustituyendo el 50 

% del volumen lola l por medio fresco cada 48 hrs 



Marcado de la linea U937 

La limidina marcada con trilio radiactivo es un ana lago de el nucleótido timina, 

este es incorporado al ADN cuando la célula esta en división.5x106células U937 se 

marcaron con timidina triliada .1 micro curie por mililitro durante 48 horas, después de 

lavarlas 4 veces con PBS se pusieron en conlacto con las células endoteliales . 

Cocu ltivo de las cé lulas endotelia les y la linea U937 

las células endoteliales fueron sembradas en placas de 24 pozos hasta formar 

una monocapa, posteriormente se estimularon con 50 microgramos de proteína lotal 

proveniente de los MCC durante tres horas. Una véz pasado el tiempo. las células 

fueron lavadas cuatro veces con PBS. Inmediatamente se adicionaron 500,000 células 

por pozo de la linea celular U937 previamente marcada, dejandolas por tres hrs. mas, 

para tener un tiempo total de seis horas. Posteriormente los pozos fueron lavados tres 

veces con PBS con el propósito de ret irar a las células que no se adhirieron. A 

continuación, se añad ió NaOH 200 mM con el fin de lisar las células y liberar el ADN 

marcado. El lisado fue vertido a viales de centelleo conteniendo 2 mi de liquido de 

centelleo (BECKMAN), y la radiación emillda fue evaluada en un contador de Centelleo 

de emisión ~. (Beckman USA, modelo LS-6500) y las cpm (cuentas por minuto) fueron 

expresadas como porcentaje de adherencia celular. 

Análisis estadístico 

Los resultados provenientes de datos promediados de almenas tres 

experimentos independientes. fueron sometidos a dos pruebas estadisticas. una 

denominada ANDEVA ó anahsis de va fianza , que establece un valor medio 

denominado Gran Media, con una distribución de los datos de una manera normal y 

nos dice que tan alejados esta n los valores promedio de las muestras de los ensayos 

con respecto a la Gran Media. lo que determina SI la muestra presenta un 



comportamiento de distribución normal ; La segunda prueba denominada Prueba de 

Diferencia Significativa Mínima (DSM) de Fisher, se realiza para saber si existe 

diferencia significativa entre dos o más pares de medias. 
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RESULTADOS 

Es conocido que las células tumorales son capaces de sobrevivir en condiciones 

de menor suministro de nutrientes así como de menores concentraciones de factores 

de crecimiento También se sabe que estas células tumorales son capaces de crear su 

propio microambiente a través de la secreción de citocinas que favorecen su 

crecimiento En el caso específico de las células tumorales provenientes de cáncer 

cérvico-uterino (CaCu), no se sabe cuáles ni cuantas citocinas secretan y cual es su 

papel en la célula tumoral. Por otro lado, se ha citado que el TNF- a es secretado por 

células tumorales , sin embargo no es claro cuál es su papel en relación al potencial 

proliferativo de estas , dado que mientras algunas líneas de células tumorales son 

inhibidas por el TNF- a , otras son resistentes al efecto inhibidor de dicho factor . Con el 

propósito de saber sí las cé lulas Calo , lnBI y Hela son capaces de secretar TNF- a, se 

cultivaron 5x106 cé lulas en caj as petri de 100 mm en un volumen total de 1 O mi de 

RPMI al 10% de suero fetal bovino y se incubaron por 20 hrs. con el objetivo de 

adherirse . Posteriormente las cé lulas fueron lavadas con PBS cinco veces y las cé lulas 

fueron dejadas en RPMI ún icamente e incubadas por 48 hrs . (ver metodología) , con el 

objeto de que al término del tiempo de incubación el sobrenadante fue co lectado , 

centrifugado y concentrado para ser utilizado en la detección de TNF- a a través de la 

técnica de ELI SA. 

(Tab la 1). 

Medio condicionado Concentración 
-·--

Hela sis 36 pg. 

Calo sis 682 pg. 

l lnBI sis 463 pg . 

Tabla 1. Identificación en p1cogramos del TNF- a en los sobrenadantes (MCC) provenientes de las células 

tumorales Calo . lnBI y Hel a cultivada s sin SFB después de 48 horas de cultivo, a través del 1nmunoanálisis 

enzimáti co de EUSA 
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El inmunoanálisis de ELISA confirma que estas tres líneas tumorales son 

capaces de secreta r el TNF- a en concentraciones de picogramos/200 µg de proteína 

total. Sin embargo, también deja ver que la concentración de TNF- a en cada una de 

las líneas es variable, indicando que la cantidad de TNF- a es específica de la línea 

celular. El hecho de que los sobrenadantes tengan TNF- a no implica necesariamente 

que tengan TNF- a bioactivo, ya que Fahey, et al (1996) han descrito la secreción de 

citoci nas en cé lulas tumorales de manera latente (inactiva) , por lo que es obligado el 

determinar sí el TNF- a endógeno es activo. Al respecto se utilizó la línea celular L929 , 

la cual es utilizada para determinar la actividad citotóxica del TNF- a en presencia del 

adyuvante actinomisina-0. La línea L929 fue tratada con los sobrenadantes 

provenientes de cultivos de células tumora les Calo , lnBI y Hela en presencia de 

actinomicina O con el fin de determinar sí el TNF- a presente en los sobrenadantes de 

estas células es activo ( Fig . 1 ) 
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Fig. 1 Determinación de la bioactividad del TN F- a. proveniente de los MCC sin SFB ( MCC 

s I s ) de Ca l o ( A ) , lnBI ( B ) y Hela ( C) sobre la linea L929. El TNF_- a. es citotóx ico en L929; Tal 

actividad se potencializó con 0.5 microgramos/ mi de actinomisina D. ( - ) = ausencia ; ( + ) = presencia; A 

= actinomisina-0; T = a 5 ng/ml TNF- a . Se sembraron 4X104 célu las L929/ pozo en RPMI - 1640 

suplementado con 1 O % ( v I v ) de SFB en una placa de 96 pozos y fueron manten idas asi toda la 

noche. Se añadió las concentraciones de proteina total procedentes de los MCC y a las 16 h se evaluó el 

numero celular con la técnica de cristal violeta ( P> 0.05 ) 
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Los resultados indican que el TNF- r:t endógeno presente en los sobrenadantes 

de las células tumorales es activo y que dicha actividad representa el 57 .14 % con 

respecto al TNP- (l exógeno. Dado que la actividad citolóxica del TNp- a endógeno es 

similar para todas las concentraciones en las tres lineas celulares, sugiere que la 

actividad citotóxica no es dependiente de la concentración. lo que explica que pese a 

que existe una diferencia en las concentraciones de TNF- (( en los sobrenadantes , la 

actividad se mantiene de manera similar. (Fig. 1) 

El determinar que las células tumorales CaLo, InBI y HeLa son capaces de 

secretar TNp- o. activo abre la interrogativa de saber para que sirve el TNP- o. 

endógeno a las células tumorales . Se ha reportado que el TNF- a es un factor inhibidor 

de la proliferación , sin embargo el hecho de que las células tumorales mantengan su 

potencial proliferativo en presencia de este factor de manera endógena sugiere que el 

TNP- o. no lo están utilizando para inhibir su proliferación , por lo que se consideró 

conven iente estimular a las células tumorales con 10 ng/ml de TNp- a recombinante y 

determinar si afecta su potencial proliferalivo. (Fig. 2) 
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Figura 2. Efecto del TNF-a en las lineas tumorales Calo (A), lnBI (B) y Hela (C) provenientes de CaCu y en 

células epiteliales (0) y fibroblasticas (E) normales, provenientes de cerviz humano. 2.5 x 103 células/pozo fue ron 

sembradas en placas de 96 pozos en RPMl -1640 suplementado con 10% (v/v) de SF B y con 1 microcune por 

mililitro de {B-3H) dTTP C = células sin tratamiento; TNF- a= células con 10ng/ml de rhTNF- a. Ensayo evaluado a 

las 48 horas de cultivo. La incorporación de {B- 3H) dTIP fue cuantificada en un contador de centelleo (BECKMAN) 

y los resultados fueron convertidos a porcentaje. Resultados promediados de tres experimentos independientes . 

(p>0 .05) llif. 
Los resultados establecen que las cé lulas tumorales son capaces de proliferar 

hasta en un 96% cuando son tratadas con TNF-(X exógeno, así como para los 

fibroblástos normales , no obstante para las cé lulas epiteliales provenientes del cérvix 

humano, las cua les son inhibidas en su proliferación en presencia de TNF- (J .. 

sugiriendo que las células tumorales están uti lizando al TNF- a endógeno como un 
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mitógeno. Sin embargo, los resultados no implican que la participación del TNF- <J sea 

directa o indirecta, por lo que es necesario definir si el TNF- <J endógeno participa de 

forma directa en la capacidad proliferativa de las lineas tumorales . Al respecto se 

adicionó un anticuerpo monoclonal neutralizante dirigido contra el TNF- <J a los cu ltivos 

de las cé lulas tumorales y el número celular fue evaluado a las 48 h en condiciones de 

cultivo a través de la técnica de incorporación del co lorante cristal-violeta ( Fig 3 ). 
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Fig . 3 El anticuerpo monoclonal anti-TNF- a inhibe la proliferación de las células tumorales Calo (A l lnBI ( B ) y 

He La ( C ) al bloquear el TN F- <J endógeno 5X103 células I pozo en RPMl-1640 suplementado con 1 O ' ' ( v I v ) de 

SFB fueron cul tivadas en una placa de 96 pozos y a las 4 h se añadió 0.18 microgramos I mi de mAb ant1 -TNF- a 

Evaluación a las 48 h de cultivo con la técnica de crista l-violeta ( P>0.05 ). 
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la Figura 3 demuestra que el TNF.- ex participa en la capacidad proliferativa de 

las células tumorales, ya que al neutralizar al TNF-q endógeno el potencial proliferativo 

de las células tumorales decreció hasta en un 25%. Sin embargo, el hecho de no abatir 

por completo el potencial proliferativo de las células tumorales, sugiere la part icipación 

de otros factores en el mismo proceso de proliferación. 

Por otro lado. es sabido que el TNF:- <;t induce una gran variedad de respuestas 

celulares, enlre las que destacan son la inducción de adherencia celular y el efecto 

citolóxico. Dado que las células tumorales secretan TNF:- <;t activo , se consideró 

adecuado evaluar si los sobrenadantes provenientes de cultivos de células tumorales 

son capaces de inducir adherencia celular. Para ello, se utilizó como modelo de 

adhesión celular al ca-cultivo de la linea celular promielomonocitica procedente de 

médula ósea U937 y células endoteliales provenientes de cordones umbilicales 

humanos (Ahmed et al. , 2001). Para realizar este ensayo. se requiere primeramente 

de la obtención de una cantidad adecuada de sobrenadanles provenientes de cultivos 

de células tumorales . Con este fin, las células tumorales fueron cultivadas en cajas 

pelri a una densidad inicial de 200 000 células con un volumen total de 10 mi de RPMI 

al 1 % de SFB durante 20hrs. con el propósito de que todas las células se encuentren 

adheridas al termino de ese tiempo Posteriormente el cul tivo fue lavado con PBS dos 

veces y posteriormente el cultivo fue dejado únicamente con RPMI durante 48 hrs. a 

3r c en una atmósfera de 5% de C02 con una humedad a punto de rocio. los 

sobrenadantes de los CUltIVOS fueron colectados y centrifugados a 3 000 rpm con el 

objetivo de retira r el detrito celular. los sobrenadantes fueron concentrados por 

liofilización en un aparato SPEEDVAC y liofilizados contra PBS utilizando una 

membrana con corte de 1000 daltons . Los sobrenadantes fueron esterilizados por 

filtración con la ayuda de una membrana de nitrocelulosa con un poro de 22 micras de 

diametro y se almacenaron a una temperatura de _70°C hasta su uso. 

Para determ inar la adherencia celular. primeramente debe de establecerse la 

monocapa de células endoteliales, el numero de células U937 marcadas con timidina 
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tritiada y la concentración de proteina total proveniente de los sobrenadantes de los 

cultivos de células tumorales capaz de inducir adherencia celular. 

La concentración de proteína total contenida en los sobrenadantes fue 

determinada por el método de Bradford y diferentes concentraciones fueron aplicadas 

en los cultivos de células endoteliales durante tres horas. Posteriormente. los cultivos 

fueron lavados con PBS y se les adicionó 250,000 células U937/pozo, en cajas de 24 

pozos marcadas con timidina trit iada durante tres horas mas para hacer un tiempo total 

de seis horas, con la finalidad de conocer la concentración optima para inducir 

adherencia celular. Al término de las seis horas, los cultivos fueron lavados con PBS 

cinco veces, posteriormente se les añadió 50 pi de una solución de hidróxido de sodio 

200 mM con la finalidad de liberar la marca contenida en el ONA (Fig . 4). 
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previamente estimuladas con ploteona proeedenle del med,o condle,onado concentrado de la lineas tumorales de 

Calo (a ). Hela (o) . In81 (e) durante 6 horas de Iratamlento 
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El resultado anterior no sólo nos muestra la capacidad que tienen los sobrenadantes 

para inducir adherencia celular, sino que además nos establece que la cantidad óptima 

para inducir la adhesión es de 50 microgramos por mililitro . 

El hecho de haber encontrado actividad inductora de adherencia celular en los 

sobrenadantes de las células tumorales, obliga a cuestionarnos si el TNF- µ esta 

implicado en esta actividad . Por ello, 50µg de proteína total de los sobrenadantes fue 

tratada con un anticuerpo neutralizante para TNF- µ a una concentración recomendada 

por el fabricante para bloquear 100 ng de TNF- µ Los sobrenadantes tra tados y no 

tratados con el anticuerpo fueron aplicados a monocapas de células endotelia les 

cultivadas en placas de 48 pozos. El estimulo fue mantenido por 3hrs y posteriormente 

los cultivos fueron lavados cinco veces con PBS con Ca y Mg. Una vez lavados, se co

cultivaron con cé lulas U937 previamente marcadas con timidina tritiada (TH 3
) durante 

3 hrs. más. Al término de este tiempo, los cultivos fueron nuevamente lavados con PBS 

cinco veces y las célu las adheridas del ca-cultivo fueron lisadas con NaOH 200 mM 

con el propósito de liberar el ADN marcado. El lisado de cada pozo fue transferido a 

viales con 2ml de liquido de centelleo para evaluar la radioactividad emitida en cpm en 

un contador de cente lleo (BECKMAN) . Las cpm registradas se interpretan como el 

porcentaje de adherencia celular (Figura 5). 
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Fig . 5 . . Determinación del efecto inductor de adherencia celular presente en los sobrenadantes de 

cu ltivos celulares de las lineas Calo , lnBI y Hela . Cajas de 24 pozos de endotelios fueron tratados 

con 50 µg/ml de proteína total de los sobrenadantes libres de suero de las lineas tumorales Calo, lnBI y 

Hela y con anti- TNF- ~a las 3 horas se le adicionaron las células U937 previamente marcadas con 

timidina tritiada y se dejaron otras tres horas en cocultivo, después fueron leidas con un contador de 

centelleo. 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Las metástasis confieren a una neoplasia como un atributo de mayor 

malignidad que cualquier otro de los atributos neoplásicos Sin embargo, no todos los 

canceres tienen capacidad de generar metástasis . Para que las células cancerosas 

que se desprendieron del tumor original invadan a otros órganos sanos , es necesaria la 

presencia de moléculas de adhesión . 

La mayor parte de los tumores son fáciles de curar mediante la extirpación 

quirúrgica , sin embargo , la metástasis es la razón de que el cá ncer sea una 

enfermedad tan devastadora , por eso se puede afirmar que los moduladores que 

regulan el mecanismo de la división celular y la expresión de moléculas de adhesión 

desempeñan uno de los papeles más importantes de esta enfermedad , por ello el 

estudio de la participación de moduladores biológicos es de suma importancia para 

comprender el mecanismo del control de la mitosis y de la adherencia celular . 

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

división de células normales (Cipriano y Yong , 1998), sin embargo, en el caso de las 
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células tumorales provenientes de CaCu (Calo, Hela e InBI), no se conoce de 

manera clara el papel que desempenan las citocinas que ellas mismas secretan, en 

cuanto a la regulación de la división celular. 

En este estudio se caracterizo la capacidad del TNF-a para inducir los cambios 

moleculares funcionales en relación con la proliferación de las células tumorales Calo , 

HeLa e InBI y en relación con la adhesión de promielomonocitos U937 a cultivos 

primarios de células endoteliales provenientes de cordones umbilicales humanos. 

El estudio de la participación de faclores de crecimiento es crucial para 

comprender el mecanismo del control de la división celular. 

En este trabajo, se demostró que el TNF- u,. exógeno estimula de manera 

significativa la proliferación celular de las células tumorales CaLo, He La e InBI (figura 

1 A, B Y C) y que además esta de manera activa en los sobrenadantes de éstas. Este 

descubrimiento es importante ya que los reportes existentes sobre esta cilocina 

revelan que las células tumorales pueden ser inhibidas por ella , aunque hay tumores 

que son resistentes a tal efecto inhibidor o citotóxico (Azuma et al. , 1999; Matsushita 

et al. , 1999; Viegas el al. , 1999). Recientemente Wodworth el al (1995) han descrito 

algunos tumores cervicales capaces de prOliferar con 1.7 ~¡g/ml de TNF-a exógeno, 

sin que tales células lo produzcan. Por el contrario en las células epiteliales normales el 

TNF- a exógeno inhibió la proliferación (figura 10), Esto nos sugiere que el TNF:- (L 

endógeno puede estar relacionado con el estado transformante de las células 

tumorales o que los receptores de membrana están mutados. e inclusive estén 

participando receptores distintos, como es el caso para el receptor del EGF (Factor de 

Crecimiento Epidermal . el cuál puede enlazar a otras ci tocinas (como el IFN-y, Y el 

TNF- a) para inducir la proliferación en carcinomas (Woodwort et al. , 1995 ). 

En relación a las células fibroblásticas normales, los resul tados son similares 

con los establecidos por Kwon et al (1998) quienes mencionan que el TNF- (~ es un 

factor inductor de la proliferación de fibroblastos de piel y de prepucio humano. 

la acción de anlicuerpos monoclonales neutralizantes dirigidos contra esta 

citocina Indican que el TNF:- u. esta involucrado directamente con la capacidad 
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proliferatlva de estas células lumorales. Sin embargo. tales anticuerpos neutralizantes 

no abaten completamente la capacidad proliferativa de estas células, indicando que 

otros factores estén participando en dicha capacidad proliferativa . 

Se plantea la posibilidad que el TNF;- u secretado por las células Calo, InBI y 

Hela estimule la producción de otros factores de crecimiento, como lo demuestran 

Woodworth et al (1995), quienes cultivando células tumorales tratadas con TNF- (.t 

favorecen la secreción de anfirregulina (factor de crecimiento polipeptidico) la cual 

induce su proliferación 

Por otro lado durante los procesos inflamatorios los leucocitos se adhieren al 

endotelio utilizando moléculas de adhesión expresadas en ambos tipos celulares . Se 

ha reportado que este mecanismo es utilizado también por células tumora les con 

capacidad metastásica para adherirse al endotelio y posteriormente invadir otros 

tejidos. ya que los ganglios linfáticos son sitios frecuentemente invadidos por tumores 

metastáticos, se ha postulado que el TNF;- el presente en estos ganglios puede mediar 

activación endotelial y promover la invasión metastásica. Aquí la imponancla de 

estudiar si la adhesión de un promielomonocito humano puede ser mediada por la 

expresión de moléculas de adhesión en )a superlicie del endotelio en respuesta al 

TNF:- u . 

En este trabajo se encontró que el mismo TNF el endógeno esta Involucrado 

directamente en el mecanismo de adhesión a células endotehales debido a que en los 

resultados de este estudio se ve favorecida la adhesión de las célu las U937 a los 

endotelios cuando estos son estimulados con los 50¡Lg/ml de proteína de los 

sobrenadantes de las células tumorales Calo. He la e InBI y con el TNF « exógeno 

los resultados obtenidos nos indican que los sobrenadantes provenientes de los 

cultivos de las células tumorales Calo, InBI y Hela son capaces de Inducir adherenCia 

celular y que el hecho de que el anticuerpo neulralizanle no revierta en su totalidad la 

adherencia inducida sugiere por un lado que la cantidad de anticuerpo neutralizante 

que utilizado no fue suficiente para bloquear la actividad registrada en los 

sobrenadantes o. por otro lado, que existen otros factores que participan en la misma 

actiVidad inductora de adhesión celular. Sin embargo. el hecho de obselVar que la 
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