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RESUMEN

RESUMEN

Las metastasis son responsables del ~90% de las muertes por tumores soétidos en
humanos. Se ha postulado que uno de los eventos clave en la diseminacion
metastasica es el arresto de la célula tumoral y su adhesion a la microvasculatura
de los o6rganos blanco. Para estudiar dichas interacciones, se han empleado
modelos de cultivos primarios y lineas de células endoteliales humanas, de bovino
y rata, y también se han estudiado las aortas de bovino, rata y porcino en
preparaciones perfundidas. Sin embargo, ain son muy limitados los estudios en
vasos sanguineos humanos. En el presente trabajo investigamos las interacciones
entre células tumorales humanas U937 y el endotelio vascular en un modelo de
vena umbilical humana perfundida ex wivo. La wviabilidad y la arquitectura
endotelial se evaluaron por medio de tinciones vitales, ensayos enzimaticos,
inmunofluorescencia, y microscopia electronica de barrido. Los resultados
mostraron células endoteliales positivas para el antigeno von-Willebrand en la zona
marginal del vaso. Por microscopia electronica de barrido observamos células
endoteliales individuales con morfologia fusiforme formando una monocapa
endotelial continua. El endotelio de la vena perfundida retiene la capacidad de
responder al estimulo con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) produciendo
oxido nitrico. Después de estimular al endotelio con TNF-a por 2 h y de perfundir
células tumorales U937 a través de la vena umbilical por una 1 h mas, observamos
un aumento en la adhesién de las células U937 al endotelio vascular activado. La

adhesion fue significativamente mayor en venas umbilicales pre-tratadas con TNF-

o comparadas con venas control. Los ensayos de inmunofluorescencia, sugieren
que las integrinas de la familia beta-1 podrian estar implicadas en la adhesion de
las celulas U937 durante el arresto a la vasculatura. En conjunto, estos resultados
indican que la perfusién ex vivo de la vena umbilical humana, permite mantener la
viabilidad y funcionalidad endotelial, y por tanto permite el estudio de las
interacciones entre células tumorales y el endotelio vascular pudiendo servir como

un modelo de la metastasis hematogena.
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I. CANCER

El cancer representa uno de los problemas de salud mas importantes a nivel
mundial, ya que es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
humanos a pesar de los avances en terapia meédica y técnicas quirurgicas.

En las ultimas décadas, las tasas de incidencia y mortandad por cancer han
aumentado sustancialmente. Se estima que cada afno cerca de 9 millones de
personas desarrollan algun tipo de tumor maligno. De éstas poco mas de la mitad
viven en paises en vias de desarrollo (World Health Organization, WHO, 2000).
Desafortunadamente, al momento del diagnostico la mayoria de los pacientes se
encuentran en estados muy avanzados e incurables de la enfermedad. De
continuar la misma tendencia en los préximos anos, la mortalidad por cancer
aumentara en todas las regiones del mundo. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, en 1998 murieron mas de 7 millones de personas por algun
tipo de neoplasia, que representan el 13% de todas las causas de mortandad a nivel
mundial (World Health Organization, WHO, 2000).

En México, el cancer es la sequnda causa mas comun de muerte, despuées de las
enfermedades cardiovasculares. Tan solo en 1999 que murieron mas de 53,000
personas por algun tipo de tumor maligno (SSA, 2000). De acuerdo con el Registro
Histopatolégico de Neoplasias de 1997, las cinco neoplasias més frecuentes fueron
cancer cervicouterino (22.9%), mama (10.3%), préstata (6%), ganglios linfaticos
(4.7%), y estomago (4.2%).

Debido a la relevancia de este problema de salud, ha sido abordado por los
cientificos con estrategias que van desde la implementacion de programas
educativos para disminuir los riesgos de desarrollar algun proceso neoplasico,
hasta el desarrollo de farmacos para el tratamiento de los pacientes y de vacunas
profilacticas, como en el caso de tumores cervicales asociados a papilomavirus

(Borysiewicz, er al., 1996; Boursnell, et a/., 1996).
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Pero, realmente éQué sabemos del cancer? ¢Cudl es su naturaleza? éCOmo se
desarrolla? Estas y otras preguntas han inquietado y sido planteadas no soélo por
médicos y cientificos, sino también por filésofos durante cientos de anos.

Aunque se podria creer que el cancer es una enfermedad de nuestra época, esa
vision es incorrecta, ya que ha acompanado a la humanidad a lo largo de su
historia. Se tiene evidencia de tumores malignos provenientes de huesos humanos
petrificados de hace aproximadamente 1.5 millones de anos, y de carcinomas
nasofaringeos y sarcomas osteogénicos presentes en momias humanas del antiguo
Egipto (Diamandopoulos, 1996). Interesantemente, hoy en dia existe una alta
incidencia de carcinoma nasofaringeo entre la gente que vive en Egipto y en otras
regiones del continente Africano. Probablemente, el manuscrito Hinda "“El
Ramayana” sea el primer registro que hace mencién de tumores y de su
tratamiento mediante la aplicacién de ungtientos que contenian arsénico. Ademas,
los médicos egipcios merecen el crédito por haber reconocido la existencia de
diferentes tipos de tumor. Sin embargo, hasta entonces no se habia dado alguna
explicacion acerca del origen del cancer. Durante el periodo Helénico, la
contribucion mas importante sobre la naturaleza del cancer vino de observaciones
realizadas por el gran fildsofo griego y padre de la medicina Hipdcrates (460-377
AC). Hipocrates retomé los cuatro elementos cardinales del Universo de
Empédocles (aire, agua, tierra y fuego) y propuso que la salud y enfermedad
resultaban de la mezcla normal o defectuosa de sus contrapartes bioldgicas
(sangre-aire, flema-agua, bilis negra-tierra, bilis amarilla-fuego). Como resultado
de esta observacion, Hipocrates propuso la “teoria humoral” de la etiologia del
cancer, y suscribio la nocién de que el cancer era ocasionado por un exceso de bilis
negra. Ademas, clasifico a los tumores en dos grupos en base a su comportamiento
en organismos vivientes; los tumores benignos o inocuos incluian ulceras y masas
celulares, y los tumores malignos representaban neoplasias que eventualmente
mataban al paciente. El punto de vista de Hipocrates con respecto al origen del
cancer, prevalecio como un dogma médico hasta finales del siglo XVIT
(Diamandopoulos, 1996).

Durante el Renacimiento, René Descartes (1596-1650) v otros cientificos

contemporaneos propusieron la “teoria linfoide” de la etiologia del céncer. Esta
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nueva teoria sugeria que cuando la linfa salia de los vasos linfaticos (descubiertos
por Gasparo Aselli en 1622), se coagulaba localmente y formaba un tumor benigno,
pero cuando la linfa "“fermentaba” o “degeneraba” mientras estaba confinada,
formaba un tumor maligno (Diamandopoulos, 1996).

A finales del siglo XVIII, las dos teorias acerca de la etiologia del cancer ~humoral y
linfoide- fueron gradualmente reemplazadas por el punto de vista de que el cancer
es ocasionado por cambios que ocurren en las células y los tejidos. La invencion del
microscopio compuesto y de lentes acromaticos permitio el estudio del cancer a
nivel microscopico. Los patélogos Johannes Miller (1801-1858), Rudolf Virchow
(1821-1902) y Kart von Rokitanski (1804-1878), fueron los tres eminentes
cientificos del siglo XIX que establecieron las "bases celulares de la enfermedad”.
El primero de ellos —J. Miller- demostrd que los tumores estaban formados por una
acumulacion de células, pero era de la idea de que las células tumorales no surgian
de células normales. Mas tarde, uno de sus pupilos, Rudolf Virchow, determind que
todas las células, incluyendo las ceélulas cancerosas, se derivan de otras células

(Diamandopoulos, 1996).

IA. LA NATURALEZA DEL CANCER

A pesar de que en las células humanas ocurren y se presentan diferemes.cambios
genéticos y epigeneéticos, la incidencia de tumores en la poblacién es mas baja de lo
que podria esperarse. Esto se debe a la eficiencia de los sistemas fisioldgicos de
reparacion del genoma y a la eficacia con que son eliminadas las células con
genomas alterados cuando los mecanismos de reparacion fracasan.

Actualmente, se sabe que la proliferacion celular es un proceso cuidadosamente
regulado, que responde a necesidades especificas del organismo, que varian a lo
largo del desarrollo, respondiendo a multiples condiciones ambientales. Durante el
desarrollo embrionario la proliferacion celular excede a la muerte celular,
permitiendo el crecimiento de todo el organismo. Sin embargo, en un adulto los
procesos de proliferacion y muerte celular estan balanceados, de tal manera que el
crecimiento celular se detiene y la division celular se reduce. El recambio celular
en un organismo adulto, varia ampliamente dependiendo del tejido, por ejemplo,

las células intestinales tienen una vida media de pocos dias antes de que mueran y
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sean reemplazadas; algunos glébulos blancos son reemplazados muy rapidamente.
En contraste, los-eritrocitos humanos tienen una vida media de aproximadamente
100 dias; las células hepaticas raramente mueren, y, en adultos, la taza de pérdida
de células cerebrales es, comparativamente, muy baja (Lodish et a/, 2004).

La proliferacion celular se encuentra regulada por productos de proto-oncogenes
(por ejemplo, Ras o Myc, entre otros), y esta bajo control negativo de los genes
supresores de tumores (por ejemplo, las proteinas Rb o p53) que previenen la
proliferacion celular descontrolada. No obstante, en ocasiones la regulacién del
ciclo celular se ve alterada, lo que produce una proliferacion celular descontrolado
y la eventual formacion de tumores.

En la mayoria de los casos, los tumores humanos se desarrollan a través de una
sucesion de cambios genéticos y epigenéticos —cambios en el patrén de expresion
de genes, sin que se altere la secuencia del DNA- que confieren caracteristicas
distroficas y neoplasicas (tipo cancer) a las células. De hecho, la formacion de un
tumor es un proceso con multiples etapas secuenciales sometidas a un proceso de
seleccion. De hecho, este proceso ha sido comparado a la evolucion darwiniana
dentro del microcosmo de los tejidos donde las unidades de selecciéon son las
células individuales (Nicolson, 1987). De esta forma, una célula que posea
caracteristicas ventajosas —adquiridas a través de mutaciones que favorecen su
capacidad de sobrevivir y proliferar- serd seleccionada hasta llegar a ser el
progenitor de una poblacion celular que eventualmente dominara la masa tumoral.
De ahi que hoy sigue teniendo vigencia la teoria de un origen clonal de los
tumores, donde una nueva variante que surge entre las muchas células de una
generacion, iniciard la proxima ronda de sucesidon clonal. Se estima que se
requieren entre seis y diez sucesiones clonales para generar celulas tumorales
altamente malignas (Bernards and Weinberg, 2002).

Los cambios genéticos y epigeneéticos, adquiridos por las células durante las fases
iniciales de la progresion tumoral, que proporcionan un cierto tipo de ventaja
proliferativ;, capacitan a las células para transmitir sus alelos mutantes a su
progenie dentro de la masa tumoral primaria. Entre estos fenotipos ventajosos esta
la adquisicion de senales mitogenicas constitutivas, la habilidad de resistir a

senales antiproliferativas, de evitar la muerte celular programada (apoptosis), de
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poseer un potencial replicativo ilimitado, y de inducir el crecimiento de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis). Posteriormente, células individuales de esta gran
poblacién adquieren, con todo, mas mutaciones que les permiten invadir tejidos
adyacentes, diseminarse por todo el cuerpo a traves del sistema linfatico y/o
vascular, vy formar nuevas colonias en sitios anatomicos distantes al sitio de inicio
de la masa tumoral primaria —proceso conocido como metastasis- (Hanahan and
Weinberg, 2000). No obstante, en anos recientes ha surgido un debate acerca de la
etiologia del potencial metastasico. Empleando microarreglos de DNA, diferentes
grupos han propuesto que las metdstasis pueden ser directamente dirigidas por
mutaciones oncogénicas que existen en muchas células de un tumor primario
(Van't Veer et al. 2002; Ramaswamy et al, 2003; Kang er al/, 2003). Estos
descubrimientos sugieren que algunas ceélulas tumorales primarias presentan el
mismo patron de expresion que las células metastasicas, en contraste al modelo
clasico, el cual predice que solo una pequena subpoblaciéon de las células que
constituyen al tumor primario adquirird la capacidad metastasica a través de
mutaciones somaticas aleatorias (Poste and Fidler, 1980). Entonces, <écomo
reconciliar estas hipotesis aparentemente opuestas? Una posibilidad radica en la
contribucién que pueden tener los diferentes fondos genéticos de cada individuo y
en particular de aquellos propensos al desarrollo de tumores (Hunter et a/., 2003).
No obstante, a pesar de la falta de consenso sobre la naturaleza de las células
metastasicas, es un hecho que el potencial metastdsico es el principal obstaculo
que afronta la oncologia clinica, ya que es el evento que generalmente lleva al
fracaso de los tratamientos y, por tanto, conduce a la muerte de los pacientes con
cancer.

En la actualidad, la investigacion sobre los mecanismos bésicos de la metastasis
puede eventualmente conducir a un mejor entendimiento de las diferentes fases de
este proceso, lo cual permitira establecer y desarrollar mejores estrategias
terapéuticas y farmacos, ya sea para limitar o prevenir la expansién de células

tumorales hacia érganos distantes.




INTRODUCCION

ll. ANGIOGENESIS

Normalmente, los tejidos reciben un suministro constante de oxigeno a través de
moléculas de hemoglobina oxigenada, transportadas por el flujo continuo de
sangre. Cuando los tejidos son sujetos a una deprivaciéon de oxigeno —condicion
denominada hipoxia-, debido a una reduccion del flujo sanguineo o del contenido
de oxigeno en la sangre, el resultado eventual es la muerte celular. La sensibilidad
de los distintos tejidos de un organismo hacia la hipoxia depende de sus
requerimientos metabolicos individuales. Bajo condiciones de hipoxia, los tejidos
reaccionan de dos maneras: (i) cambiando a un estado protector mediante el uso de
proteinas sensibles a hipoxia, denominadas factores inducibles por hipoxia, o HIFs
(hypoxia-inducible factors); y (ii) produciendo proteinas angiogénicas que
eventualmente atraeran nuevos vasos sanguineos como una forma de restaurar el
flujo sanguineo local (Bottaro and Liotta, 2003).

Al igual que el crecimiento de un drgano o tejido normal, el desarrollo de un
tumor, es dependiente del suministro de oxigeno y nutrientes, asi como de la
eliminacion de moléculas toxicas. El oxigeno puede difundir de capilares a sélo
150-200 pm. Cuando la distancia entre las células tumorales y el capilar mas
proximo excede esta distancia, la masa tumoral muere (Gimbrone et a/, 1974). Por
lo tanto, la expansién de la masa tumoral mas alla de 1-2 mm® de didmetro es

dependiente de la neovascularizacion y por tanto de la actividad angiogénica del

tumor.

La formaciéon de nueva vasculatura consiste de multiples pasos interdependientes.
Bajo condiciones normales de suministro de oxigeno, la proteina codificada por el
gen supresor de tumores von Hippel-Lindau, pVHL, "marca” a las subunidades o
de HIF (HIF-a) para su degradacion a través del sistema de ubiquitina-proteasoma.
El reconocimiento de estas subunidades por pVHL depende de una modificacion de
HIF-a que solo ocurre en presencia de oxigeno. Dicha modificacion se presenta en
su dominio de degradacién dependiente de oxigeno (ODD) por hidroxilaciéon
enzimatica en residuos especificos de prolina (para HIF-a humano, en Pro 402 y
Pro 564 en la porcién N- y C-terminal, respectivamente) (Masson and Ratcliffe,

2003). En tumores, cuando el oxigeno escasea o pVHL esta mutada, la
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hidroxilacion no se presenta y HIF escapa de la degradacion, ocasionando un
incremento en sus niveles intracelulares, translocandose al nucleo y promoviendo
la expresion de ciertos genes inducibles por hipoxia. De esta manera, los HIF
promueven la expresion de proteinas pro-angiogénicas como VEGF (factor de
crecimiento de endotelio vascular) —una proteina que estimula el crecimiento de
nuevos vasos sanguineos- y de moléculas como la eritropoietina (EPO) —que

estimula la produccién de eritrocitos- (Fig. 1 y 4) (Bernards, 2003).

a O, Normal b Hipoxia o mutacién de pVHL

pVHL i
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Figura 1 | Respuesta celular a hipoxia. a) Bajo condiciones normales de oxigeno, la proteina
pVHL marca a HIF, lo que conduce a su degradacion. b) Cuando el oxigeno escasea, o pVHL
esta mutada, se incrementan los niveles de HIFs lo que trae como consecuencia la expresion de
ciertos genes inducibies por hipoxia, tales como VEGF, EPO, c-Met y CXCR4. Para explicacion
ver texto. Tomado de Bernards, 2003.

Las primeras etapas de la angiogénesis —formacion de vasos sanguineos a partir de
vasos pre-existentes, por mitosis de células endoteliales maduras- son definidos
por vasodilatacion e incremento en la permeabilidad vascular de capilares o
venulas post-capilares pre-existentes, en respuesta a VEGF. Esto permite la
extravasacion de proteinas plasmaticas, que establecen una matriz provisional
sobre la cual migraran células endoteliales. Esto viene acompanado por la pérdida

de la cubierta de pericitos, células que estan relacionadas a musculo liso vascular,
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y que se encuentran rodeando al endotelio (Bergers and Benjamin, 2003).
Posteriormente, factores angiogenicos, tales como VEGF y b-FGF (factor de
crecimiento de fibroblastos basico), estimulan a las células endoteliales para
inducir la produccion y secrecion de diferentes proteasas y activadores de
plasminégeno tipo urocinasa, que resultan en la degradacion de la lamina basal y
de matriz extracelular local, permitiendo que las células endoteliales invadan y
migren hacia el espacio perivascular en direccion del estimulo angiogénico,
ocasionado por interleucina (IL)-8, entre otros (€ross and Claesson-Welsh, 2001;
Fidler, 2002b; Bergers and Benjamin, 2003). Subsecuentemente, las células
endoteliales proliferan en el borde de la “"columna de migracién”, y comienzan a
organizarse en estructuras tridimensionales para formar nuevos vasos sanguineos.
Finalmente, las células endoteliales depositan una nueva lamina basal y secretan
varios factores, como PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), que
atrae células de apoyo (por ejemplo, pericitos), para asegurar la estabilidad de los
nuevos vasos, ademas de las angiopoietinas v efrinas, que regulan esta estabilidad
actuando sobre sus receptores especificos, Tie y Ephr, respectivamente (Cross and
Claesson-Welsh, 2001).

Muy poco se sabe acerca de los pasos finales del proceso angiogénico, en los cuales
los nuevos vasos sanguineos se fusionan con otros para formar asas (“loops”) y
permitir que la sangre circule hacia las nuevas areas vascularizadas (Bergers and
Benjamin, 2003).

Por otra parte, existe evidencia que precursores de células endoteliales
(angioblastos) pueden ser movilizados de médula dsea y ser transportados a traves
de la circulacion sanguinea y ser incorporados en las paredes de vasos sanguineos
crecientes (Rafii er al,, 2002; Bergers and Benjamin, 2003). Se ha demostrado que
diferentes factores que estimulan la angiogénesis, tales como VEGF, PIGF (factor
de crecimiento de placenta), y angiopoietina-1 (ANG-1), estimulan este proceso. No
obstante, el porcentaje de angioblastos incorporados es generalmente bajo y
depende de la naturaleza del tumor, lo que apoya el concepto de que la mayor
parte de la neovascularizacion tumoral ocurre por angiogénesis (Bergers and

Benjamin, 2003), y no por vasculogénesis —formacién de nuevos vasos sanguineos
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por diferenciacion de angioblastos-, tal y como ocurre durante la aparicion de vasos

en el embridén (Luttun et al., 2002).

lll. METASTASIS

Una vez que el diagnéstico del cancer esta hecho, la pregunta mas urgente es
definir si la enfermedad esta localizada o extendida en organos distantes y/o en
nodulos linfoides regionales. Las metastasis —la habilidad de una célula tumoral
para invadir tejido normal fuera de sus sitios de crecimiento primario— representa
el aspecto mas temible del cancer, ya que a pesar de las mejoras en
procedimientos diagnésticos (por ejemplo, la Tomografia Axial Computarizada,
CAT; la Resonancia Magnética Nuclear, la MRI; Tomografia de Emision de
Positrones, PET; y de técnicas de ultrasonido avanzadas, entre otras), técnicas
quirdrgicas, una mejor atencion y cuidado del paciente, y terapias adyuvantes
locales y sistémicas, la mayoria de las muertes (~90%) por tumores soélidos son
debido a que las metastasis son resistentes a las terapias convencionales (Sporn,
1996). El principal obstaculo para su tratamiento es la heterogeneidad biologica de
las células cancerosas. Los neoplasmas primarios y sus metastasis consisten de
multiples poblaciones celulares que presentan un amplio rango de caracteristicas
geneéticas, bioquimicas, inmunoldgicas y biologicas, tales como gariotipo,
morfologia, propiedades de crecimiento, componentes de superficie celular y
receptores, enzimas liberadas y almacenadas, sensibilidad a diferentes agentes
terapéuticos, y la habilidad para invadir y metastizar. No obstante, en tumores
malignos, la heterogeneidad suele ser mas pronunciada que en su contraparte
benigna. Como ya se menciono, esta diversidad puede ser generada rapidamente
aun cuando los tumores se originen de una sola célula transformada a través del
proceso de evolucion tumoral (Fidler and Hart, 1982). Observaciones clinicas de
neoplasias han mostrado que los tumores sufren una serie de cambios durante el
curso de la enfermedad. Por lo que, un tumor que fue inicialmente diagnosticado
como benigno (no invasivo ni metastasico) puede transformarse en un tumor
maligno (invasivo y metastasico) después de meses o incluso anos. Este fenémeno,
denominado progresion tumoral, fue definido por Foulds (1954; 1956), como la

adquisiciéon de cambios permanentes irreversibles de una o mds caracteristicas que
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se presentan en cada tumor. Generalmente, esta transicion de un fenotipo benigno
a uno maligno se asocia a mutaciones que generan alelos con pérdida de funcion
en genes supresores de tumores como p53. Ademas, por si fuera poco, el
microambiente o6rgano-especifico puede modificar y/o influir en la respuesta y
comportamiento de una célula metastdsica a las terapias sistémicas (Fidler, 2002a).
Por lo que, un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares que regulan el
proceso de la metdstasis y de las complejas interacciones entre las células
metastasicas y el microambiente del hospedero permitiran establecer y desarrollar
mejores terapias para limitar o prevenir la expansion de células tumorales hacia

érganos distantes.

llIA. FORMACION DE METASTASIS

El proceso de invasion y metdstasis es un proceso dinamico y consiste de una serie
de pasos interrelacionados que ocurren de manera secuencial, cuya regulaciéon aun
se comprende parcialmente (Fig. 2). Para producir lesiones clinicamente
relevantes, las células metastasicas deben completar todos los pasos de este
proceso. Si las celulas fallan para completar alguno de estas etapas, son
eliminadas. Por lo tanto, las células malignas que eventualmente desarrollaran
metastasis habran sobrevivido a una serie de "eventos” potencialmente letales,
cuya superacion dependera de las interacciones entre las propiedades intrinsecas
de las células tumorales y de diferentes factores del hospedero cuyo balance puede
variar entre diferentes tumores y diferentes pacientes.

Después de las alteraciones iniciales, el crecimiento de las células neopldsicas es
progresivo, y el suministro de nutrientes —para la expansion de la masa tumoral- se
realiza, inicialmente, por difusion simple (Fig. 2a). Si la masa tumoral es mayor a
1-2 mm’, entonces, la difusién resuita insuficiente y la vascularizacion se vuelve
indispensable. Por tanto, en esta fase la sintesis y secrecion de diferentes factores
pro-angiogénicos juega un papel clave en el establecimiento de una red
neovascular del tejido hospedero (Fig. 2b). Las metastasis comienzan con la
separacion de células tumorales del tumor primario —proceso conocido como
disociacion de ceélulas tumorales-, las cuales invaden el estroma local del

hospedero por diferentes mecanismos. Las células tumorales que han penetrado el
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estroma pueden crecer en el sitio de invasion o entrar al torrente sanguineo. Las
vénulas de pared delgada y los canales linfaticos, son los que ofrecen la menor
resistencia a la invasion por células tumorales y proporcionan la principal ruta de
entrada de las céelulas metastasicas al torrente sanguineo o linfatico (Fig. 2c). Una
vez en la circulacion, las células tumorales agregadas o en forma individuai
(“embolia tumoral”) deben evadir diferentes mecanismos de la respuesta inmune
(por ejemplo, linfocitos, monocitos, células NK, entre otras) y no-inmune (como
turbulencia). Gracias al flujo sanguineo o linfatico, las células tumorales que han
logrado sobrevivir son distribuidas pasivamente a distintos érganos, donde se
propone que se detienen o arrestan en la cama vascular de las wvénulas
postcapilares de los érganos blanco mediante la adhesion a células endoteliales, a
la lamina basal subendotelial que puede estar expuesta, 0 por restriccion de
tamano en capilares pequenos (Fig. 2d). Subsecuentemente, las células tumorales
extravasan e invaden el drgano blanco (invasidon secundaria), propagandose
probablemente por mecanismos similares a los que operan durante la invasion en
el sitio primario (Fig. 2e). Finalmente, el crecimiento de una nueva masa tumoral
dentro de los organos blanco completa el proceso metastasico (Fig. 2f). Sin
embargo, la invasion no resulta necesariamente en el desarrollo de una metastasis
clinicamente relevante, ya que el proceso metastasico puede ser limitado o incluso
eliminado en alguno de las etapas anteriores, pudiendo permanecer silencioso por
anos. La complejidad de la patogénesis de la metastasis explica, en parte, porque el
proceso se puede considerar como un evento ineficiente. Se ha demostrado que a
pesar de que se liberan millones de células tumorales a la circulacién, unicamente
el 0.01% de éstas sobrevive y pueden dar origen a un foco metastasico (Fidler,
1970). Ademas, algunas celulas tumorales pueden existir en un sitio secundario
como celulas solitarias, pequefas metastasis pre-angiogénicas, o grandes
metastasis vascularizadas, pero solo un pequefio subgrupo continuara con su
progresion hacia un foco metastdsico, mientras que el resto de las células o
micrometastasis entraran a un estado de latencia o moriran. Las células solitarias
latente son células que no proliferan ni mueren por apoptosis, mientras que las

micrometastasis pre-angiogénicas latentes son cumulos celulares cuya
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proliferacion y apoptosis se encuentran equilibradas, por lo que no existe un

incremento en el tamano de la metastasis (Chambers et a/., 2002).

a Tumor primario b Proliferacién ¢ Disociacién d Circulacién
Invasién Embolia

e a

Interaccion con
capilares, plaquetas, linfocitos y
vasos linfaticos Qtrosicamponentes
sanguineos
e Extravasacién Adhesién a la Arresto en Transporte
pared vascular érganos
Puimén Carazon

Eswablecimientode | ____ | Proliferacdn
un microambiente Angiogénesis

Figura 2 |Principales fases en la formacién de metastasis. Para descripcion ver texto.
Tomado de Fidler, 2003.

De esta forma, para producir lesiones clinicamente relevantes, las células
tumorales deben continuar proliferando, desarrollar una red vascular y evadir al
sistema inmune. Posteriormente, las células tumorales podran invadir nuevamente
el estroma, penetrar vasos sanguineos, entrar a la circulacion y producir metdstasis
adicionales.

Por otro lado, observaciones clinicas en pacientes con cancer y estudios con
tumores experimentales han concluido que ciertos tumores producen metastasis
en organos especificos independientemente de la anatomia vascular, velocidad de
flujo sanguineo, y nimero de células tumorales liberadas a cada drgano. La
distribucién y destino de células de melanoma, diseminadas hematogenamente, en

animales experimentales han demostrado que si bien las células tumorales pueden

13



INTRODUCCION

alcanzar la microvasculatura de muchos érganos, el crecimiento en el parénquima
del drgano se presenta solo en o6rganos especificos (Fidler, 1970; Sugarbaker,
1979). Tal es el caso de los carcinomas de mama, del tracto gastrointestinal y
genitourinario, asi como de los sarcomas de hueso y de los tumores trofoblasticos y
tiroideos, que metastatizan preferentemente al pulmon (Muller and Respondek,

1990).

[lIB. LA HIPOTESIS “SEMILLA Y TIERRA”

El concepto de que la formacién de metastasis resulta de la interaccion de una
célula tumoral con un microambiente organo-especifico tiene su origen en la
hipétesis seminal “semilla y tierra” ("seed and soil”),
propuesta en 1889, por el cirujano inglés Stephen
Paget. Paget analizé mas de 900 registros de autopsias
de pacientes con diferentes tumores, y observo una
alta frecuencia de metastasis en ovarios y la incidencia
de metastasis esqueleticas asociadas con diferentes
tumores primarios. Estos descubrimientos llevaron a

Paget a concluir que la distribucion de las metastasis

no se debe a un “fenémeno azaroso” (el punt® de vista
que prevalecia en ese tiempo), sino que las células
tumorales (la “semilla”) presentan una “afinidad” o tropismo y dependencia
especifica por el ambiente de sus 6rganos blanco (la “tierra”); por tanto, las
metastasis solo se forman cuando la semilla y la tierra son compatibles.

Cuarenta anos después, James Ewing (1928) reto la teoria “semilla y tierra” de
Paget, y propuso que la diseminacion metastasica ocurre, exclusivamente, por
factores mecanicos que son el resultado de la estructura anatdémica del sistema
vascular. El punto de vista de Ewing prevalecio hasta los afios 1970s, cuando la
naturaleza selectiva de las metastasis fue documentada. En una revision de
estudios clinicos sobre los sitios preferenciales de las metastasis producidas por
diferentes tumores humanos, Sugarbaker (1979) concluyé que mientras que las
metastasis regionales pueden ser atribuidas a consideraciones anatomicas o

mecanicas, tales como la circulacion venosa eferente o el drenaje linfatico hacia los
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nodulos linfoides regionales, las metastasis a drganos distantes son procesos que
ocurren en forma érgano-especifico.

Datos experimentales que apoyaron la hipdtesis “semilla y tierra” de Paget fueron
proporcionados por estudios sobre la invasién y crecimiento preferencial de
metastasis de células de melanoma B16 en érganos especificos (Hart and Fidler,
1980; Schackert and Fidler, 1988). Diversos experimentos /n vitro, indicaron que
los factores “tierra” pueden tener profundos efectos sobre ciertas subpoblaciones

de células tumorales (Fidler, 1995).

IV. INVASION

I[VA. DESPRENDIMIENTO DE CELULAS TUMORALES

La invasion y metastasis son procesos patologicos sumamente complejos, y sus
determinantes genéticas y bioquimicas todavia no son bien comprendidas. A nivel
mecanistico estos dos proceso estan estrechamente asociados, por ejemplo, en
ambas situaciones hay cambios en el acoplamiento fisico de las células a su
microambiente (por ejemplo, adhesion célula-célula, adhesion célula-matriz, y
locomocion activa) y la activacion de proteasas extracelulares (Hanahan and
Weinberg, 2000). De esta manera, el primer paso y el mas importante en la
formacion de metastasis es el desprendimiento de celulas tumorales de la masa
tumoral primaria (Gabbert er al., 1992).

Este proceso viene acompanado por un cambio previo en el tipo de crecimiento de
la masa tumoral, donde las células, pasan de una fase de division sobre un eje
radial —u horizontal- a uno de divisidon vertical que anuncia el principio de la
invasion. En el caso de los melanomas, el principal parametro en prognosis, es el
grado de espesor y orientacion del tumor primario, que es un reflejo de los cambios
ocurridos en el crecimiento de las células (Johnson, 1999).

La comprension de los mecanismos que gobiernan el desprendimiento de las
células tumerales es relativamente reciente, a pesar de que en los anos 1960s y
1970s se iniciaron los estudios de este fendmeno. Por ejemplo, Criborn er al.
(1964) —usando un procedimiento de aspiracion para remover biopsias de tumor-
encontraron que los aspirados de lesiones malignas contenian mas células libres

que los aspirados de tumores benignos. Sin embargo, estos y otros estudios
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anecdoéticos sufrieron de una falta de ensayos cualitativos o cuantitativos que
pudieran evaluar la magnitud de la separacion celular.

Actualmente, se sabe que la integridad de cualquier tejido —incluido el tumoral- es
mantenida por interacciones entre células, las cuales son mediadas por moléculas
de adhesién (Gumbiner, 1996).

Diferentes clases de proteinas involucradas en el anclaje de las células a su
microambiente en un tejido dado estan alteradas en ceélulas que poseen
capacidades invasivas o metastdsicas. Las proteinas afectadas incluyen moléculas
de adhesion célula-célula (CAMs) —principalmente miembros de la superfamilia de
las inmunoglobulinas y de la familia de las cadherinas, las cuales median las
interacciones célula-célula— e integrinas, que son responsables de las interacciones
célula-matriz extracelular (ECM). Todas estas interacciones de adhesidon convergen
en vias de senalizacion reguladoras en la célula (Aplin et a/, 1998; Giacotti and
Ruoslahti, 1999). Una de las moléculas de adhesiéon cominmente alteradas en
melanomas (Johnson, 1999) y en otros tipos de tumor (por ejemplo, cancer de
pancreas, de mama, gastrico y colorectal, entre otros) (Behrens, 1999; Kurschat
and Mauch, 2000; Keleg et al., 2003) es la cadherina-E, una molécula homotipica —
dependiente de Ca’’- responsable de las interacciones célula-célula que se
presenta en forma ubicua en las células epiteliales (de donde deriva su clasificacion
como de tipo "E”). Se ha observado que muchos carcinomas humanos disminuyen
o pierden la expresion o funcién de la cadherina-E, siendo este un cambio
temprano durante el desarrollo de la progresion metastasica. Esta disminucion
facilita que las células tumorales se liberen de los controles de adhesion de las
ceélulas vecinas y les permiten separarse de la masa tumoral primaria. Estudios in
vitro, han indicado que deleciones del dominio citoplasmico de cadherina-E o
modificaciones de las diferentes cateninas resultan en una pérdida funcional de la
adhesion célula-célula mediada por cadherina-E y/o en el incremento de la
movilidad celular (Chen er a/, 1997). Por otro lado, estudios /n vive han indicado
que en la mayoria de los tumores de origen epitelial, se pierde la funcién de la
cadherina-E a través de mecanismos que incluyen mutaciones en la regién
codificante del gen, inactivacion del promotor por hipermetilacion, o por proteélisis

del dominio extracelular y/o citoplasmatico de la proteina (Strathdee, 2002).
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Mutaciones en el gen de la B-catenina también se encuentran asociadas a este tipo
de tumores (Christofori and Semb, 1999). La expresion forzada de cadherina-E en
células de melanoma en cultivo y en modelos de ratones transgenicos, disminuye
la capacidad invasiva y de metastasis del tumor, mientras que su inactivacion
incrementa ambas capacidades (Christofori and Semb, 1999). Debido a ello, se ha
propuesto que la cadherina-E funciona como un amplio supresor de invasion y
metastasis en canceres epiteliales, y su eliminacion funcional representa un paso

importante en la adquisicion de esta capacidad (Birchmeier and Behrens, 1994).

Los cambios de expresion de las moléculas de adhesion celular (CAMs) de la
superfamilia de las inmunoglobulinas participan también en los mecanismos de
invasion y metastasis (Johnson, 1991). En células normales el gen N-CAM, que
codifica para una molécula de adhesion homotipica, expresa una isoforma
altamente adhesiva, mientras que en células tumorales se expresa una isoforma
poco adhesiva o incluso causante de repulsion entre las celulas, como es el caso de
los tumores de Wilms, neuroblastoma y el carcinoma de pulmon de células
pequenas (Johnson, 1991; Kaiser ez al, 1996). Al parecer la perdida de adhesividad
de la proteina correlaciona con su grado de sialilacion (Rutishauser, 1996), ya que
la presencia de acido sialico disminuye la adhesion a laminina —un componente de
ECM-, lo que favorece el desprendimiento de células tumorales y contribuye al
comportamiento invasivo de los carcinomas de células pequenas (Michalides et al.,
1994). Ademas, el nivel de expresion de la proteina se encuentra muy disminuido
en carcinomas invasivos de pancreas y colon (Fogar er al, 1997; Keleg et al,
2003). Experimentos en ratones transgénicos apoyan un papel funcional para la
forma adhesiva normal de N-CAM en la supresion de metastasis (Perl et a/, 1999).
Por otro lado, se ha observado que otros miembros de esta superfamilia, como CEA
(antigeno carcino-embrionario), DCC (deletado en cancer de colén), vy
MUC18/MCAM, participan en la invasion de tumores (Rosales et a/, 1995; Yoshioka
et al, 1998; Johnson, 1999). Se ha demostrado que MUC18/MCAM se encuentra
sobre-expresada en mas del 80% de lesiones metastasicas y que, ademas, participa

en la agregacién homotipica en melanomas (Johnson ez a/., 1996).
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Los cambios en la expresion de integrinas y su afinidad por moléculas de la
superfamilia de las inmunoglobulinas o por componentes de ECM (por ejemplo,
laminina, colagena, fibronectina, y vitronectina), también son evidentes en células
invasivas y metastasicas. Las integrinas son proteinas heterodiméricas que
consisten de dos subunidades (a¢ y P) unidas de manera no-covalente. Cada
subunidad presenta un dominio extracelular, un dominio transmembranal, y un
dominio citoplasmico no-catalitico. En algunos tumores la expresion de ciertas
integrinas se incrementa, mientras que en otros disminuye.

Se ha observado una reduccion en la expresion o una distribucion alterada de las
subunidades de las integrinas (a1, a6, 1, 4, o a5p1) que actian como receptores
de colagena, fibronectina y laminina en cancer de colon y glandula mamaria (Hirst
et al., 1986; Plantefaber and Hynes, 1989; Varner and Cheresh, 1996; Mizejewski,
1999).

Por otra parte, los distintos microambientes invadidos influyen en las respuestas de
las células malignas. De acuerdo con ello, la colonizacidén exitosa de estos nuevos
sitios —tanto distantes como locales- requiere de una adaptacion, la cual es lograda
a traves de cambios en el espectro de ias subunidades y de las integrinas que son
expresadas por las céelulas invasoras. Estos nuevos cambios resultan en diferefites
subtipos de integrinas que presentan distintas preferencias por sustratos. "Las
células de carcinoma facilitan la invasion mediante un cambio en la expresion de
sus integrinas que se unen preferencialmente a nuevos componentes de matriz
extracelular generados por proteasas extracelulares, mientras que otras integrinas
(por ejemplo, a3B1 y avB3) se unen a la matriz extracelular presente en epitelios
normales (Varner and Cheresh, 1996; Lukashev and Werb, 1998). La expresion
forzada de las integrinas fisiologicas en las células tumorales bloquea la formacion
de metastasis, que es consistente con un papel de estos receptores que actuan
como determinantes centrales de estos procesos (Varner and Cheresh, 1996; Hood

and Cheresh, 2002).

[VB. PROTEOLISIS EN INVASION Y METASTASIS
En los ultimos anos, ha aumentado considerablemente el interés en identificar

aquellas moléculas involucradas en la degradacion proteolitica de la matriz
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extracelular. Durante el proceso de invasion, las células tumorales tienen que
cruzar la matriz intersticial que estd compuesta de glicoproteinas, proteoglicanos y
proteinas filamentosas. Uno de los principales hallazgos, ha sido la participacion de
diversas cascadas de reacciones proteoliticas en los procesos de invasion y
metastasis (Kurschat and Mauch, 2000). En dichas cascadas participan cuatro
clases de proteasas: serin-, cistil-, aspartil-, y metalo-proteasas de matriz (MMPs);
siendo éstas ultimas las mas estudiadas, debido a su participacion en el paso inicial
de la degradacion de la matriz extracelular (Stetler-Stevenson and Yu, 2001;.

Con excepcion de las MMPs que contienen la secuencia RXKR (Arg-X-Lys-Arg)
(estromelisina-3 y MT-MMPs), todos los integrantes de esta familia son secretadas
como zimogenos inactivos que son activados en el medio extracelular por un
sistema activador de plasminogeno-plasminogeno o por otro miembro de la familia
de las MMPs. Una vez activadas, las MMPs son fuertemente reguladas por TIMPs
(inhibidor tisular de las MMPs) —en una estequiometria 1:1- en el ambiente
extracelular o por a,-macroglobulina en el plasma (Stetler-Stevenson and Yu,

2001).

El papel de las MMPs en cancer

Las primeras observaciones acerca de la importancia de las MMPs en la invasion y
la metastasis fueron realizadas por Liotta er a/. (18979), al reportar que una enzima
secretada por ceélulas de melanoma era capaz de degradar colagena, un
componente de las laminas basales. Este descubrimiento fue seguido por
numerosos estudios donde se demuestra una correlacion entre la expresion de
MMPs en tumores y su capacidad de invasion y de generar metastasis. De esta
forma, se ha demostrado un incremento en la expresion de MMP-2 (gelatinasa A,
72 KDa) y MMP-9 (gelatinasa B, 92 KDa) en diferentes tumores humanos (ambas
MMPs tienen las actividades mas elevadas en contra de colagena tipo [V, el
principal constituyente de las laminas basales). También se ha detectado el
incremento de colagenasas intersticiales, estromelisina-2 y -3, matrilisina, v MT1-
MMP en diferentes tumores (Nelson et a/, 2000; Stetler-Stevenson and Yu, 2001).
Todas estas enzimas son capaces de degradar moléculas de matriz extracelular

(por ejemplo, laminina, fibronectina, y vitronectina, entre otras), proteoglicanos,
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glicoproteinas y wvarios tipos de colagena. Ademas, las metaloproteasas
membranales activan a la gelatinasa B y funcionan como receptores para la
gelatinasa A, induciendo de manera eficiente la protedlisis pericelular (Yamamoto
er al., 1996). En algunos casos el nivel de expresiéon ha sido correlacionado con el

grado de progresion tumoral o estado clinico (Stetler-Stevenson and Yu, 2001).

Serina-proteasas en cancer

Dentro de la familia de las serina-proteasas, los activadores de plasminégeno estan
directa e indirectamente involucrados en la degradacion de la matriz extracelular.
Los activadores de plasmindgeno son proteasas que convierten especificamente el
plasminogeno inactive a plasmina activa, una enzima que tiene una amplia
especificidad de sustratos (por ejemplo, fibrina, fibronectina, coldgena tipo IV,
vitronectina y laminina) (Roldan et a/, 1990). La plasmina también tiene la
capacidad de activar colagenasa latente y pro-activadores de plasminogeno (Liotta
er al, 1991).

Existen dos tipos de activadores de plasminégeno, el activador de plasmindgeno
tipo urocinasa (uPA) v el activador de plasmindgeno tipo tisular (tPA). El tipo
urocinasa esta involucrado directamente en la degradacion de proteinas de mairiz
extracelular durante procesos de remodelacion tisular, mientras que el tipo tisular
esta involucrado en la disolucién de coagulos en los vasos sanguineos y en el
mantenimiento de la homeostasis vascular (Bachmann and Kruithof, 1984; Blasi,
1993; Gething et a/, 1988; Saksela and Rifkin, 1988). Sin embargo, el papel que
desempena el tPA en el desarrollo del cancer es controversial. Se sabe que el tipo
tisular esta ausente en la metastasis de glioblastoma, asi como en tumores de
colon, pulmoén, y mama (Hajjar and Hamel, 1990; Saito et a/, 1990). En el caso de
uPA se ha detectado un incremento en su actividad en tumores primarios asi como
en metastasis de melanoma, encontrandose principalmente en el frente invasivo
(Kurschat and Mauch, 2000).

Por otro lado, en muchos tumores las proteasas que degradan la matriz
extracelular no son producidas por las células tumorales sino por células del
estroma y células inflamatorias (Werb, 1997). Una vez liberadas por estas células,

las proteasas pueden ser manipuladas por células tumorales. De esta forma,
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células de carcinoma pueden inducir la expresion de uPA y su subsecuente unién
al receptor de superficie uPAR produciendo la activacion proteolitica del

plasmindgeno (Stoppelli er al, 1985; Vassalli er a/, 1985; Mignatti and Rifkin,
1993; Foekens et a/., 2000).

IVc. LOCOMOCION ACTIVA

Un requisito para que las células tumorales invadan el tejido circundante y la
matriz extracelular (ECM) es tener la capacidad de locomocion activa. Para poder
extenderse hacia otros tejidos, las ceélulas tumorales usan mecanismos de
migracion similares, si no idénticos, a los que ocurren en células normales no-
neoplasicas durante procesos fisiologicos tales como morfogénesis embrionaria,
cicatrizacion de una herida y el trafico de células inmunes (Lauffenburger and
Horwitz, 1996).

Estudios recientes indican que la deprivacion de oxigeno podria incrementar la
capacidad de motilidad de células tumorales. Pennacchietti er al (2003)
encontraron que la hipoxia incrementa la expresion de genes asociados a la
migracion celular, tales como c-Met, una proteina-receptor que incrementa la
motilidad e invasion celular por medio de la unién a su ligando, HGF (factor de

crecimiento de hepatocitos) (Fig. 4).

Proceso de migracion

Durante el proceso de migracion, la célula debe modificar su forma y rigidez para
interactuar con estructuras tisulares. Durante este proceso, la matriz extracelular
proporciona el sustrato y la barrera que deben superar las células en movimiento.
La migracion resulta de un ciclo continuo de pasos interdependientes
(Lauffenburger and Horwitz, 1996). El movimiento celular comienza con la
elongacion y polarizacion de la célula. Entonces un pseudoépodo es formado, por
medio de la extension del "borde guia” de la célula, el cual se adhiere a la matriz
extracelular a traves de moléculas de adhesion e inicia la formacién de untos de
adhesion focal unidos al citoesqueleto de actina. Subsecuentemente, ciertas
regiones del "borde guia” se contraen, de manera que se generan las fuerzas de

traccion necesarias para guiar el movimiento de la célula hacia adelante y arrastrar
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su "borde posterior”, resultando en el desplazamiento de la célula (Friedl and Wolf,
2003). Las moléculas de adhesion liberadas del sustrato son internalizadas por
medio de vesiculas endociticas para ser recicladas hacia el "borde guia” o

depositarlas en nuevos sustratos (Friedl and Wolf, 2003).

Célula Motilidad
invasaora

Nuevos vasos
sanguineos

Figura 4 | Escape de células tumorales a la falta de oxigeno. a) En este estado el crecimiento
tumoral es apoyado con nutrientes y oxigeno por su propio suministro sanguineo. b) Si la
masa tumoral es mayor a 1-2 mm?, las células del frente celular entraran a un estadc de

hipoxia. Al sensar bajos niveles de oxigeno los HIFs estimulan la produccion de VEGF, una

proteina que atrae nuevos vasos sanguineos. HIF tambien incrementa los niveles de c-Met,

una proteina que al unirse a HGF, trae como consecuencia un incremento en la motilidad,
invasion y metastasis celular. Tomado de Bottaro and Liotta, 2003.

7 43

Diversidad de la migracion tumoral

Una pregunta frecuente en la invasién tumoral es, ¢cdmo se organizan las células
tumorales después de su entrada al torrente sanguineo y/o linfatico?
Observaciones /n vivo e in vitro han mostrado que las células tumorales se infiltran
de diferentes maneras. Por ejemplo, las células pueden diseminarse como células
individuales, referida como “migracion de células individuales”, o expandirse en
filamentos, y/o en agregados celulares, denominada “migracion colectiva” (Friedl
and Wolf, 2003). En muchos tumores, ambas situaciones se presentan de manera
simultanea. Sin embargo, en leucemias, linfomas y sarcomas, se diseminan como
células individuales. Por otro lado, los tumores epiteliales cominmente emplean

mecanismos de migracion colectiva. (Thiery, 2002). Tales diferencias en los
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patrones de migracion reflejan variaciones en el repertorio molecular utilizado por

las células tumorales.

V. INTRAVASACION, ARRESTO Y EXTRAVASACION

Después de haber cruzado exitosamente la matriz extracelular, las células
tumorales entran al sistema vascular para diseminarse hacia nuevos érganos, un
paso denominado intravasacion. Este paso requiere de una secuencia coordinada
de protedlisis y locomocion activa. Evidencia reciente indica la existencia de
diferencias importantes en la intravasacion de ceélulas metastasicas y no-
metastasicas dentro de un tumor primario. Se ha observado que las células
metastasicas se orientan y elongan hacia los vasos sanguineos, mientras que las
células no-metastasicas se asocian aleatoriamente, y su elongacion es
independiente de la posicion de los vasos sanguineos. Esto sugiere que la
orientacion celular puede ser inducida por quimioatraccion de los vasos sanguineos
(Wyckoff et al,, 2000).

El analisis estructural de tumores primarios sugiere que, la entrada directa de
celulas tumorales a los vasos sanguineos estd confinada a pequefas venas y
microvasculatura. Otros vasos, como las grandes venas, también pueden ser
invadidas, pero la invasion arterial se presenta raramente (Weiss er a/, 1988).
Existen reportes donde se ha demostrado que en algunos tumores (por ejemplo,
sarcomas), la sangre es trasportada por hendiduras vasculares, las cuales estan
revestidas por células tumorales, mas que por endotelio. En estos tumores, la
invasion no requiere de la degradacion previa de las ldminas basales. Sin embargo,
el proceso de disociacion tumoral deberd ser apoyado por la accién de enzimas
proteoliticas (Weiss and Ward, 1983). En algunos sitios anatémicos y/o en algunos
tumores desdiferenciados, las laminas basales pueden ser muy delgadas y estar
desprovistas de colagena (Weidner, 2002). Por ejemplo, en el pulmon, el grosor
combinado del epitelio alveolar, lamina basal, y endotelio capilar es de solo 100
pum. Ademds, la neovasculatura tumoral tiende a ser fenestrada, debil vy
hemorrdgica, esto ultimo, debido en parte a la sobre-produccién de VEGF (Bergers
and Benjamin, 2003). Asimismo, la intravasacion en estos vasos puede requerir

mucha menos degradacidon que la intravasacion en vasos normales (Weidner,
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2002). Las células tumorales también pueden entrar a la circulacion sanguinea en
las conexiones linfatico-venosas, después de haber entrado a los capilares
linfaticos. Interesantemente, ninguna de estas estructuras presenta laminas
basales (Weiss er al,, 1988). Recientemente, Sugino er a/. (2002) mostraron que, en
algunos modelos, las células metastasicas pueden ganar acceso a los vasos
sanguineos por intravasacion de "nidos de células tumorales” rodeados por células
endoteliales vasculares, sequido por un crecimiento intravascular del tumor sin la
penetracion de la pared vascular.

En diferentes estudios se ha encontrado que la eficiencia de la invasion vascular
tiene un gran impacto en el curso que sigue la progresion metastasica. Es decir,
pacientes a los cuales se les detecta invasion de vasos sanguineos o linfaticos
durante la cirugia tienen una peor prognosis que pacientes sin invasion vascular
(Gabbert et a/., 1991).

Después de haber entrado a la vasculatura, las células tumorales agregadas o
individuales evaden diferentes mecanismos de la respuesta inmune (por ejemplo,
la accion de linfocitos T y B, neutrofilos, macréfagos y células asesinas NK), y del
ambiente vascular (como turbulencia). Gracias al flujo sanguineo o linfatico, las
celulas metastasicas son diseminadas pasivamente hacia organos vy tejidos
distantes donde formaran lesiones secundarias. Se ha propuesto que las células
arrestan en la cama vascular de las venas post-capilares de los 6rganos blanco,
mediante su adhesion a células endoteliales —y a la ldmina basal sub-endotelial que
puede estar expuesta-, 0 por restriccion de tamano en capilares pequenos
(Chambers et al., 1995; Thorlacius et al, 1997; Glinsky, 1998). Estas dos teorias
que describen las metastasis tumorales -la hipétesis de la adhesién (o también
“semilla y tierra”) y la teoria del arresto mecanico-, enfatizan la adhesién
heterotipica de células tumorales con el endotelio de vasos sanguineos y la
agregacion homotipica de células tumorales como componentes clave de la cascada
metastasica, respectivamente (Glinsky, 1998).

La adhesion heterotipica de celulas tumorales con el endotelio vascular, que
resulta en el arresto de las células tumorales a la vasculatura de los érganos
blanco, es un paso esencial en la diseminaciéon metastasica (Orr and Wang, 2001).

Recientes observaciones, realizadas con microscopia intravital, sugieren que las
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metastasis se originan a partir del crecimiento intravascular de células tumoraies
adheridas al endotelio méas que de células extravasadas (Al-Madhi et al/., 2000).
Estos resultados resaltan la importancia de la adhesion intercelular en la
metastasis tumoral. No obstante, para que esto se lleve a cabo, se requiere que el
endotelio se encuentre activado, lo que le permite expresar en su superficie
moléculas de adhesion necesarias para la interaccion heterotipica célula tumoral-
célula endotelial y que sirve de base para la extravasacion tumoral (Lollini et al.,
1990; Orosz er al,, 1993; Stoelcker et al., 1996).

Por otro lado, el sitio de arresto de las células tumorales es uno de los factores que
contribuyen a las metastasis organo-especifico (Hart and Fidler, 1980; Schackert
and Fidler, 1988), y se ha propuesto que involucra interacciones especificas entre
la superficie de la célula tumoral circulante ("la semilla”) y el endotelio o el sub-
endotelio ("la tierra”). También, se ha propuesto que la especificidad se debe a las
diferencias antigénicas entre distintas partes del arbol vascular de diferentes
organos (Auerbach er a/, 1985). Sin embargo, no se puede afirmar que la
especificidad por ciertos drganos se deba solo a la capacidad de interaccion entre
células tumorales y el endotelio vascular, sino que también involucra la expresion
de factores atrayentes —tales como quimiocinas y sus receptores (por ejemplo,
CXCL12/CXCR4 y CCL21/CCR7) (“teoria de la quimioatraccion”)-, de sobrevivencia
y/o proliferacion que contribuyen a crear un microambiente especifico que resulta
favorable para el desarrollo de un tumor secundario o metastasis (Liotta, 2001;
Muiller et a/, 2001).

Por otra parte, después de la interaccion celula tumoral-endotelio, las células
metastasicas se extienden a lo largo de la pared vascular, para posteriormente
extravasarse hacia el parénquima de los organos blanco —donde finalmente
proliferaran- mediante pasos secuenciales de protedlisis, adhesion célula-sustrato y
locomocion activa; procesos que se llevan a cabo de manera similar a como se
realizaron durante los procesos de intravasacion e interaccidén con la matriz

extracelular (Engers and Gabbert, 2000).
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ANTECEDENTES

V1. INTERACCIONES ENTRE CELULAS TUMORALES Y EL ENDOTELIO
VASCULAR DURANTE LA METASTASIS

Como se menciond anteriormente, los vasos sanguineos y linfaticos constituyen las
principales vias anatomicas de diseminacién de células tumorales. Dentro de los
vasos, las células metastasicas interactuan con diferentes constituyentes celulares
y humorales de la sangre y con el endotelio vascular. Se ha propuesto que este
ultimo tipo de interaccién (célula tumoral-célula endotelial), juega un papel
significativo en el destino de las células metastdsicas, ya que media el arresto de
las celulas tumorales en la micro-vasculatura de los drganos blanco, y por tanto es
un paso esencial y limitante en la cascada metastasica (Orr and Wang, 2001).

El modelo actual de adhesion de células tumorales a la microvasculatura describe
un proceso con miultiples pasos y componentes que participan de manera
secuencial —andlogo al proceso de adhesion de leucocitos durante la reaccion
inflamatoria- que incluye cambios en la adhesividad del endotelio ("priming” o
activacion), adhesion reversible inicial de células tumorales al endotelio ("rolling” vy
“docking”), adhesion irreversible que involucra interacciones proteina-proteina
(“locking”), seguido por extravasacion y/o proliferacion en el tejido blancé (Cooper
and Pienta, 2000; Orr et a/.,, 2000).

La evidencia acumulada, indica que una amplia variedad de moléculas de adhesion
tales como lectinas, cadherinas, inmunoglobulinas e integrinas participan en
diferentes etapas de este proceso. Sin embargo, la combinacién dnica de moléculas
de adhesién expresadas en la membrana de las células endoteliales y sus
contrapartes expresadas en la membrana de las células tumorales puede
predeterminar, por tanto, el resultado final de la adhesion y del proceso

“metastasico (Cooper and Pienta, 2000).

VIA. CONTACTO CELULA TUMORAL-ENDOTELIO
De manera analoga a los leucocitos, las células tumorales tienen que interaccionar
con la pared vascular de los vasos sanguineos para disminuir su velocidad y poder

adherirse al endotelio y extravasarse. Durante la fase reversible, los contactos

26



ANTECEDENTES

iniciales entre las células tumorales y el endotelio vascular son débiles y
temporales, y se basan principalmente en interacciones de tipo carbohidrato-
carbohidrato y carbohidrato-lectina (por ejemplo, antigeno T-galectina-3) presentes
en moléculas de adhesion de ambos tipos celulares (Glinsky er al, 2001). Se cree
que esta interaccion, inicia la activacion tanto del endotelio como de las células
tumorales a través de citocinas, radicales libres, lipidos bioactivos y factores de
crecimiento. Estos mediadores ocasionan la expresion de moléculas de adhesion
inducibles en ambos tipos celulares reforzando las uniones iniciales (Orr et al,
2000).

En este estado, los contactos con las células endoteliales (EC) juegan un papel
crucial, y diferentes estudios tanto in vitro como in vivo han confirmado que las
selectinas (en particular las selectinas -E y -P) —expresadas en la superficie celular
de EC activadas- participan en el “rolling” y “docking” (o adhesién reversible) de
celulas tumorales con el endotelio vascular (Tézeren er al/, 1995; Krause and
Turner, 1999; Borsig et a/, 2002). Ademas, diferentes trabajos han documentado
que a pesar de que las células tumorales muestran una adhesion basal a las células
endoteliales no activadas, la adhesién aumenta notablemente cuando las células

endoteliales son estimuladas con citocinas pro-inflamatorias (tales como [L-1B vy

TNF-a) (Iwai et al, 1993; Estrada et al, 2003), v cuando las células tumorales
expresan el complejo de glicosilacion denominado sialil-Lewis-A y sialil-Lewis-X
(sLe® y sLe")., los ligandos de selectina-E (Kannagi, 1997; Renkonen et al., 1997).
Otras moléculas que se expresan en la superficie de células tumorales, tales como
CDZ24, también median las interacciones con selectinas, por ejemplo, con la
selectina-P (Aigner er a/, 1998). Se ha reconocido un subgrupo de cancer de colon
en humanos que expresa sLe® y sLe* y que cursa con un mal pronédstico, en donde
el tratamiento con drogas que interfieren con la expresion de selectina-E
disminuyen el riesgo de la formacion de metdstasis (Kannagi, 1997; Renkonen et
al., 1997).

Resultados similares se han obtenido en estudios en los que se ha analizado la
participacion de diferentes moléculas de adhesion intercelular (por ejemplo, ICAM-
1 en la adhesién de células de gliomas) (Tamaki et a/, 1995), y de adhesion

vascular (por ejemplo, VCAM-1 en la adhesion de melanomas) (Vidal-Vanaclocha et
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al, 2000). En estos casos es necesaria la expresion de integrinas que funcionan
como contra-receptores especificos para estas moléculas. Se ha demostrado que la
expresion de ciertas integrinas (por ejemplo, a3a5, B1, B4 y avp3), estan
involucradas en la fase vascular de la metastasis (Cooper and Pienta, 2000; Voura
et al., 2001; Brooksbank, 2002); lo que apoya la teoria de un proceso bifasico, en el
que las selectinas y carbohidratos son responsables del "rolling” y arresto inicial
("docking”), mientras que las integrinas y sus co-receptores regulan la adhesién
tardia e irreversible (“locking”). Ademas, se ha observado que ciertos péptidos que
contienen la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) bloquean la adhesion mediada por

integrinas de diferentes lineas tumorales al endotelio (Cooper and Pienta, 2000).

VIB. MIGRACION TRANSENDOTELIAL

Los mecanismos de adhesion intercelular que median y controlan los contactos
entre las células endoteliales, le permiten al endotelio funcionar como un epitelio
impermeable y formar una barrera selectiva entre los compartimentos
intravascular y extravascular. La integridad del endotelio vascular depende
ampliamente de la organizacion de sus uniones intercelulares. Estas uniones estan
formadas por la interaccion homofilica de los dominios extracelulares de “una
proteina transmembranal denominada cadherina del endotelio wvascular (VE-
cadherina) (Vestweber, 2002). Durante el proceso de metastasis, las células
tumorales tienen que interrumpir estas uniones intercelulares para poder migrar a
través del endotelio.

Diferentes estudios indican que durante la extravasacion de células tumorales
participan en forma activa los dos tipos celulares involucrados (las células
endoteliales y las células metastasicas). Este proceso se caracteriza por la
reorganizacion del citoesqueleto de actina y cambios dinamicos en la forma de la
célula (Voura er al, 1998a), asi como por la redistribucién de VE-cadherina,
vinculina y de moléculas de adhesion intercelular endotelial como JAM-1 en
células endoteliales (Lewalle et a/, 1997). La penetracion del endotelio es iniciada
por la formacion de filipodios y pseuddpodos en la parte basal de la célula tumoral,
ocasionando el desarrollo de microfilamentos en el citoplasma de la célula

endotelial. Estas interacciones adhesivas llevan a una redistribucion de VE-
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cadherina, vinculina, galectina-3, JAM-1 y de PECAM-1. Se ha observado que,
mientras la VE-cadherina esta ausente de los contactos entre células tumorales y
células endoteliales (Lewalle et a/,, 1997), la galectina-3 se localiza en los sitios de
contacto heterotipico (Khaldovyanidi et a/., 2003).

La penetracion de pseudopodos en las regiones interendoteliales, conduce a la
retraccion de las células endoteliales para proveer el espacio necesario para que la
célula tumoral pueda extravase; esta retraccion no elimina las interacciones céelula
tumoral-endotelio (Voura et a/, 1998b). No obstante, existen controversias
respecto a la viabilidad endotelial en el momento de su retraccion, ya que mientras
algunos autores reportan que las células endoteliales sufren un dano irreversible
que las lleva inevitablemente a la apoptosis (Heyder et a/, 2002), otros reportan
que la retraccion es reversible y temporal sin danos aparentes (Tang er a/, 1993;
Honn et al., 1994).

Por otra parte, evidencia experimental sugiere que las membranas de ambos tipos
celulares permanecen en estrecho contacto durante todo el proceso de
transmigracion, a través de interacciones heterotipicas, formando uniones
estrechas impermeables (Khaldoyanidi et a/., 2003). El mecanismo por el cual se
induce la retraccion de células endoteliales aun se desconoce, sin embargo. puede
ser facilitado por el contacto inicial que ocasiona la disolucion de uniones estrechas
y desmosomas. Evidencias recientes, sugieren la formacion de uniones espaciadas
"gap” que se forman en los sitios de contacto entre células endoteliales y células
tumorales (el-Sabban and Pauli, 1991; 1994). Se ha postulado que el acido 12(S)-
hidroxieicosatetraenoico, 12(S)-HETE, un metabolito producto de la actividad de la
lipoxigenasa sobre el acido araquidonico, puede ser liberado directamente en los
sitios de interacciéon ceélula-célula o ser transferido a través de las uniones
comunicantes tipo “"gap” de la célula tumoral hacia la célula endotelial. Se postula
que esto induce la retraccion del endotelio (Honn et a/., 1994), y la expresion de la
integrina avP3, disparando asi, un re-arreglo del citoesqueleto de actina
dependiente de la cinasa de proteinas PKC (Tang et a/., 1993; 1994).

Después de haber hecho contacto con la lamina basal sub-endotelial, las células
tumorales comienzan a extenderse; proceso que requiere de integrinas, las cuales

se unen a componentes de matriz extracelular. Para sellar el espacio dejado por el
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paso de la célula tumoral, las células endoteliales adyacentes reorganizan su
citoesqueleto y proyectan lamelipodios que se extienden sobre la superficie apical
de las células tumorales. La VE-cadherina y PECAM-1 reaparecen cuando la célula
endotelial comienza el proceso que restablecera sus uniones intercelulares (Voura

et al, 1998b).

VIil. MODELOS QUE HAN PERMITIDO ESTUDIAR LAS INTERACCIONES CELULA
TUMORAL-ENDOTELIO

Como va se indico, el modelo actual de adhesion de células tumorales a la
microvasculatura —durante la metdastasis- describe un proceso de multiples etapas
y secuenciales en las que participan multiples componentes, analogo al proceso de
adhesion de leucocitos durante la reaccion inflamatoria. Sin embargo, dado que
esta fase de la metdstasis ocurre /n vivo ha sido dificil estudiar las interacciones
célula tumoral-endotelio. Hasta el momento, se han desarrollado diferentes
aproximaciones experimentales para estudiar aspectos particulares de la
metastasis, incluyendo una variedad de ensayos /n vitro e in vivo.

Las aproximaciones in vivo incluyen el desarrollo de metastasis “espontanea” y
“experimental” en animales inmunodeficientes o singenicos (Paris et a/, 1899). En
estos ensavos, lineas de ceélulas tumorales son inyectadas en un tejido dado para
formar un tumor primario, o directamente en la circulacion sanguinea o linfatica,
con la subsiguiente formacién de metastasis. El punto final de estos ensayos es
contar el numero de metastasis en diferentes organos. Estos ensayos permiten
determinar los efectos de distintas manipulaciones genéticas y moleculares, probar
la eficacia de farmacos anti-metastdsicos y ademas, permiten una asociacion entre
ciertas propiedades o moléculas especificas vy el fenotipo metastasico (Yang er al,
1999; 2002). Para poder observar el desarrollo de una metastasis in vivo, se ha
desarrollado la técnica de microscopia intravital (Chambers er al, 1995). No
obstante, estas técnicas tienen la limitante de proporcionar poca 0 ninguna
informacion acerca de las moléculas que participan en la adhesion intercelular,
Ademas, el tejido murino (el modelo experimental de mas usado) puede presentar
diferencias en la microvasculatura, bioquimica celular y propiedades antigénicas

respecto al tejido humano.
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Los ensayos in vitro (estdticos y en camaras de flujo) han medido la habilidad de
diferentes células tumorales para adherirse, migrar o invadir monocapas de células
endoteliales —estimuladas o no con citocinas pro-inflamatorias- y/o moléculas de
lamina basal. Estos ensayos han permitido la identificacion de moléculas que estan
asociadas con la habilidad para llevar a cabo estos procesos (Kramer and Nicolson,
1979; Giavazzi et al, 1993, Patton er a/, 1993; Simiantonaki er al., 2002; Pu er al.,
2002). Nuestro grupo ha empleado estos modelos para documentar que las células
tumorales humanas de linfomas, cancer cérvico uterino y de glandula mamaria
secretan factores capaces de modificar el fenotipo endotelial incrementado
notablemente su adhesividad por células tumoraies (Estrada er a/., 2003; Montes
2003). Sin embargo, estos modelos carecen de un sincicio endotelial funcional que
se encuentre sobre su lamina basal nativa, ademas de otros componentes de matriz
extracelular que pudieran ser relevantes para la funcién endotelial in vivo, como
pudiera ser la interaccién con pericitos y con las celulas de musculo liso. De hecho,
esta bien documentado que el fenotipo endotelial /n vitro difiere del observado /n
vivo (Augustin er al, 1994), debido —principalmente- a dos razones: (i) las células
endoteliales en cultivo son estimuladas continuamente con medio de cultivo rico en
nutrientes y mitdégenos lo que trae como consecuencia su proliferacion, contrario al
estado quiescente in vivo en el que se encuentran v, (ii) al hecho de que las células
en cultivo no se encuentran expuestas a la fuerza de rozamiento o “shear stress”.
Estas diferencias deben tener efectos en la fisiologia endotelial y en la expresion
génica (Gimbrone, 1997; Chen et af., 2001; McCormick et a/, 2001).

Todas estas aproximaciones —in vivo e In vitro- han proporcionado una cantidad
importante de informacién, y algunos procesos de adhesién comienzan a ser
entendidos. Sin embargo, la hipdtesis de la interaccion mediada por receptores,
responsable del arresto de células tumorales a la vasculatura, necesita ser
verificada en un vaso sanguineo humano integro. Por ello, tratar de mantener el
microambiente original y un flujo hemodinamico debiera permitir el
establecimiento de modelos de estudio de los procesos celulares y moleculares
relevantes para la adhesion y la invasion metastasica. Los sistemas de perfusion ex
vivo parecen un buen modelo para estudiar las interacciones célula tumoral-

endotelio bajo condiciones mas cercanas a lo fisiolégico.
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VIll. PERFUSION

El término Perfusion se deriva del vocablo francés “perfuse” que significa “a traveés
de.” Histdricamente, la perfusion fue inicialmente concebida para estudiar un
organo aislado del organismo; sin que sea claro quien realizo la primera perfusion.
Es probable que el meédico francés Julien Jean Ceésar Legallois realizara las
primeras perfusiones de un o¢rgano. Aproximadamente en 1812, Legallois
desarrollé una primitiva preparacion de "pulmoén-corazon” aisiada de conejos en la
cual ligé la vena cava inferior, aorta, arterias cardtidas, y venas yugulares, vy
ventilara los pulmones a través de una jeringa insertada en la traquea de un conejo
decapitado (Fye, 1995; DeBakey, 2000). En el curso de estos experimentos, él hizo
una observacion que anticipo el desarrollo de la maquina “corazon-pulmon” (que
se emplea actualmente durante los transplantes) cerca de 150 anos: "Si el lugar del
corazon pudiera ser abastecido por inyeccion, y si, por el mantenimiento continuo
de esta inyeccion pudiera suministrarse una cantidad de sangre arterial....
entonces la vida podria ser mantenida indefinidamente.” Con esta observacion, se
sentaron las bases de los principios de la circulacion artificial (von Segesser, 1997).
Este descubrimiento fue sequido por numerosos estudios, entre los que sobresalen

los realizados por Claude Bernard (~1854), Carl Ludwig (1865), y Newell Martin
(~1883) (Fye, 1986; 1991; Fuchs and Netz, 2002). Ludwig en la Universidad de

Leipzig, v Martin en “"John Hopkins University”, desarrollaron y refinaron técnicas
para perfundir o6rganos aislados. Esto hizo posible estudiar las funciones de
organos denervados que fueron perfundidos con sangre o soluciones que contenian
diferentes componentes. Un modelo experimental que Ludwig desarroilé fue una
preparacion de corazén de rana aislado, en el cual el érgano pudo continuar
latiendo durante horas por perfusién con sangre defibrinada. Este modelo consistia
de canulas insertadas en la aorta y vena cava inferior, a través de las cuales suero
canino era perfundido. Con este método, el corazén de rana aislado retenia su
actividad hasta por 24 h si el suero era cambiado peridodicamente (Fye, 1986;
1991).

No obstante, fue N. Martin quien desarrollé las primeras técnicas para perfundir
organos de mamiferos. Sin embargo, a finales del siglo XIX, la contribucién mas

importante vino de estudios realizados por Oscar Langendorff. Langendorff fue un
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investigador activo en el Instituto de Fisiologia en Rostock, Prussia, donde realizo
una gran variedad de experimentos fisiologicos, tales como la respiracion Cheynes-
Stokes, diabetes, fisiologia de la digestion, funciones del nervio vagal, entre otros
(Marsh, 1979). Sin embargo, Langendorff es recordado principalmente por su
trabajo acerca de la perfusion del corazon aislado de mamiferos. Muchos
investigadores intentaron perfundir el corazon de rana, y examinaron el corazon de
mamiferos in situ y ex vivo sin gran éxito (Waller and Waymouth Reid, 1887;
Marsh, 1979). Pero fue Oscar Langendorff quien, en Febrero de 1895, realizo la
primera perfusion retrograda del corazén que permitié investigar la actividad
mecdnica de este organo completamente aislado. El principio fundamental es la
fuerza sanguinea, o cualquier otro fluido oxigenado que sea apropiado para
mantener la actividad cardiaca, que se dirija hacia el corazon por medio de una
canula insertada en la aorta ascendente. Al inicio, Langendorff empleo este método
solo para registrar el funcionamiento contractil del corazon, y reporté algunos
experimentos toxicologicos empleando atropina, muscarina y cloruro de potasio.
Posteriormente, investigo la influencia de la temperatura y la reaccién del corazon
al estimulo eléctrico (con esta observacion se sentaron las bases de los principios
de la resucitacion artificial) (1897). En 1899, reportd el flujo coronario fasico v su
reiacion con la accion ritmica del musculo cardiaco.

La preparacion “Langendorff” fue generalmente aceptada por fisidlogos vy
farmacologos en el cambio de siglo, ya que una de las mayores virtudes de estas
preparaciones es la posibilidad de imponer un cierto grado de control sobre el
estudio experimental. Desde entonces la perfusion de drganos ha sido
ampliamente utilizada en estudios de metabolismo, y son muy valiosos los
resultados obtenidos con la adicién de diferentes sustancias al liquido de perfusidn,
vy a la determinacion consecutiva en el mismo de los productos intermediarios
(Mortimore and Tietze, 1959a; Mortimore er a/, 1959b; Mortimore, 1961;
Papaikonomou, 1977; Sibley and Whitehouse, 1979). Ademas, la perfusion no sélo
ha sido empleada en estudios de metabolismo, sino también para la obtencion de
diferentes ceélulas, tales como hepatocitos (Berry and Friend, 1969; Berry and
Phillips, 2000). Asimismo, los estudios en higado y capilares pulmonares de

mamiferos han sido atractivos ya que con ellos se ha podido entender los efectos
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de diferentes citocinas y farmacos sobre las diferentes funciones hepaticas y
pulmonares bajo condiciones fisiologicas y patoldgicas (Mehvar et a/., 1994; Okada
et al, 1994; Liao et al, 1995a; 1995b; Wagner er a/, 1999; Mehvar and Zhang,
2002). De hecho el cultivo de células endoteliales derivadas de la vena umbilical
humana se basa en una perfusion incipiente de la vena umbilical (Jaffe er al,
1973).

Los sistemas de perfusion permiten analizar la fisiologia de un érgano en ausencia
de los sistemas de integracion sistémica tanto endocrina como nerviosa, y sirven
como modelos intermedios entre los estudios con cultivos y preparaciones in vitro
y. aquellos en los que se emplean modelos experimentales con animales integros.
Desde esta perspectiva su uso arroja informacion que permite sustentar mejor las
extrapolaciones que se hacen desde los sistemas de cultivo in vitro a lo que ocurre

€n un organismo competo.
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JUSTIFICACION

Las metastasis son la principal complicacion asociada con desordenes malignos en
humanos y se asocian a la creciente morbi-mortalidad de las enfermedades
oncoldgicas. Se ha demostrado recientemente, que las metastasis se pueden
originar a partir del crecimiento intravascular de células tumorales adheridas al
endotelio, incluso sin necesidad de la extravasacion de las células tumorales (Al-
Madhi et al, 2000), resaltando la importancia de las interacciones entre células
tumorales y células endoteliales en la metastasis tumoral. Por lo tanto, un mejor
entendimiento de los mecanismos moleculares que regulan estas complejas
interacciones permitira establecer y desarrollar mejores terapias para limitar v/o
prevenir la evolucion de focos de crecimiento metastasicos. Muchos aspectos
importantes referentes a la adhesion de células tumorales con el endotelio vascular
han sido revelados in vitro, usando ensayos de adhesién estaticos y técnicas de
camaras de flujo, o in vivo, empleando animales inmunodeficientes o singénicos y
microscopia intravital. Sin embargo, estas aproximaciones son insuficientes para
estudiar el papel de diferentes moléculas de adhesion en distintos estados de la
cascada metastasica en el contexto del tejido blanco bajo condiciones
patofisiologicas.

Los cultivos de células endoteliales derivadas de la vena umbilical humana han
sido un buen sistema de estudio de las funciones del endotelio desde que fue
desarrollado por Jaffe et al. (1973). Partiendo de la gran cantidad de informacion
que existe con este modelo y con el proposito de desarrollar un sistema de vena
humana perfundida ex vivo, nos propusimos establecer una preparacion de vena
umbilical humana perfundida. El desarrollo de un modelo endotelial de esta
naturaleza permite mantener un microambiente original y un flujo hemodinamico
que puede aplicarse al estudio de los procesos celulares y moleculares relevantes

para la adhesién y la invasién metastdsica.
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HIPOTESIS

Las complejas interacciones célula tumoral-endotelio durante la metastasis
hematogena podran ser observadas y estudiadas en un contexto mas cercano al
fisiologico, empleando un modelo ex vivo de vena umbilical humana perfundida

que retenga viabilidad y capacidad funcional.
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1.

iv.

OBJETIVOS

OBJETIV NERAL

Establecer un modelo de perfusion ex vivo de la vena umbilical humana que

permita estudiar las interacciones de las células tumorales humanas U937 con el

endotello vascular.

OBJETIVO F’AR’TTCULARES

Disenio de camaras para el mantenimiento, del medio de perfusion y de la vena

umbilical.

Mantener la preparacion bajo condiciones de perfusion en las cuales no se dane
la monocapa endotelial.

Evaluar la viabilidad y arquitectura endotelial por tinciones vitales, ensayos
enzimaticos, inmunofluorescencia indirecta, tincion H-E, y microscopia
electrénica de barrido.

Valorar la capacidad de produccion de oxido nitrico del endotelio perfundido a

estimulos fisioldgicos, tales como TNF-a.

Perfundir a traves de la vena umbilical TNF-a, y posteriormente observar la
adhesion de células tumorales U937 al endotelio vascular perfundido mediante:
¢ Tinciones de H-E en cortes en criostato.

* Fluorocromos vitales, tinendo las células tumorales y/o endoteliales vivas.

* Inmunofluorescencia contra antigenos especificos de endotelio y de células

tumorales en cortes en criostato.
* Microscopia electronica de barrido en muestras fijadas.

* Microscopia electronica de transmision en muestras fijadas.
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MATERIALES Y METODOS

Sistema de Perfusién

Tuberia. Los tubos de alimentacion que se emplearon durante las perfusiones no
deberian permitir la adhesion de células ni la liberacion de factores que pudieran
activar al endotelio vascular. Por ello, se emplearon tubos MasterFlex Pharmed de 3
mm de didmetro (no. 6408-02, Cole-Parmer Instrument Company, Chicago, IL) para
el sistema de recirculacion, ya que han sido utilizados en sistemas /n vitro donde se
ha estudiado la adhesion de leucocitos al endotelio bajo condiciones de flujo (Jones et
al, 1996). Ademas, se empleo un equipo para venoclisis Plastiset® (Becton
Dickinson, México) para el sistema de perfusién. Con este equipo se entregaba el
medio de perfusion a la preparacion.

Canulas. Se utilizaron sondas hembra de acero inoxidable estériles No. "00” de 1.5
mm de didmetro (B-D 14, Yale, Becton Dickinson, México) con punta roma para
canular cada una de las preparaciones.

Reservorios. Los reservorios fueron hechos de vidrio (Imparlab, México), ya que
comparado con otros materiales (por ejemplo, polipropileno, Teflon, o ceramica),
tiene la ventaja de que la preparacion vy el medio de perfusion pueden ser observados
a lo largo de todo el experimento. Ademas, fueron disenados de doble fondo para
mantener la temperatura y humedad relativa constantes.

Las dimensiones internas de la camara de calentamiento del medio de perfusién y de
la camara donde se mantuvo la preparacion fueron de 2.5 x 7.0 cm y 3.5 x 9.0 cm,
respectivamente.

Sistema de calentamiento y recirculacion. Para mantener la temperatura constante,
se empled un bano de agua modelo CB 8-30e (Heto Lab Equipment, Gydevana,
Denmark), conectado a los reservorios de doble fondo por medio de tubos de latex de
6 mm de diametro.

El sistema de recirculaciéon fue mantenido constante por una bomba peristaltica
MasterFlex 7015-20 (Cole-Parmer Instrument Company, Chicago, IL).

Para evitar la contaminacion del sistema por endotoxina o cualquier otro agente

bacterial y/o micotico, la tuberia y los reservorios fueron limpiados antes y después

38



MATERIALES Y METODOS

de cada experimento con alcohol 70%, seguido por un lavado extenso con agua bi-
destilada.

Medio de perfusion. Durante todos los experimentos de perfusion se empleo medio
RPMI-1640 suplementado con 10% de suero de ternera (ST) (como agente oncotico) y
antimicotico 1% (todos de Gibco BRL, Rockville, MD). El medio de perfusion fue
continuamente oxigenado con una mezcla de 5% CO, y 95% O, a lo largo de todo el
tiempo que durd el experimento para mantener el pH dentro de rango fisiolégico (pH
7.2-7.4).

Material biolégico. Se utilizaron fragmentos pequenos de vena (~5 cm) aislada de
cordones umbilicales humanos procedentes de partos eutdcicos y cesareas de
mujeres gestantes sin complicaciones ni procesos infecciosos o enfermedad agregada

(por ejemplo, diabetes gestacional o preclampsia).

Obtencién de Células

Células endoteliales primarias (HUVECs) fueron obtenidas de cordones umbilicales
humanos procedentes de partos eutdcicos y cesdreas de mujeres gestantes sin
complicaciones ni procesos infecciosos o enfermedad agregada (por ejemplo,
diabetes gestacional o preclampsia), de acuerdo al procedimiento descrito por Jaffe
et al. (1973). Brevemente, la vena fue canulada y sometida a protedlisis enzimatica
con tripsina 0.1% (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) en verseno (NaCl 136 mM, KCl
5.35x10” mM, EDTA 5.26x10™* mM, Tris 28 mM pH 7.7) durante 15 min a 37°C. La
suspension celular resultante fue colectada en tubos estériles y centrifugada a 280xg
por 10 min. El sobrenadante se aspird y la pastilla celular se sembré de acuerdo a las
condiciones de cultivo.

La linea L929 y células promielociticas humanas U937 fueron obtenidas de la

American Type Culture Collection (Manassas, VA).

Condiciones de Cuitivo Celular

HUVECs fueron mantenidas en medio de cultivo M199 suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), glutamina (200 mM) (todos de Gibco BRL, Rockville, MD),
heparina (0.1 mg/ml) (Sigma Chemical, St Louis, MO), mitégeno endotelial (0.1

mg/ml) (Biomedical Technologies Inc., Stoughton, MA), mezcla de antibidticos
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(penicilina 100 U/ml, y estreptomicina 100 pug/ml) y antimicotico (anfotericina 0.25
pg/ml) (Gibco BRL, Rockville, MD). Para los experimentos, las células fueron
utilizadas entre los pasajes 1y 2, sembrandose a una densidad de 2x10* células/cm?®.
Células promielociticas humanas U937 fueron mantenidas en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB y antimicdtico 1% (todos de Gibco BRL, Rockuville,

MD). Para evitar su activacion por endotoxina en todas las etapas de cultivo, solo se
empleo material de plastico nuevo (Costar).

La linea L929 fue mantenida en medio MEM suplementado con 5% de SFB (Gibco
BRL, Rockville, MD) y 5% de suero de ternera (ST) (In vitro, México).

Todos los cultivos celulares fueron incubados a 37°C con una humedad relativa al

100% vy 5% CO,.

Ensayo de Adhesién por Gravedad

Se us6 el método descrito por McEvoy (1996) con algunas modificaciones. HUVECs
crecieron en placas Costar de 48 pozos (lcm’/pozo) hasta alcanzar 100% de
confluencia y formar una monocapa continua. Posteriormente, se estimularon con
TNF-a (1ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN) durante 3 h. Paralelamente, células
U937 fueron radiomarcadas con [*H]-timidina (NEN, Boston, MA), incubando 2x10°
células/ml con 1 pCi/ml durante 48 h. Transcurrido el tiempo, las células se lavaron
con PBS suplementado con CaCl, (0.9 mM) y MgCl, (0.4 mM) para eliminar la [*H]-
timidina no incorporada antes de su adicién a las HUVECs. 250 ul de la suspensién
celular de U937 (2x10° células) fue adicionada a cada pozo que contenia HUVECs
previamente tratadas con TNF-a o medio solo como control. Los dos tipos celulares
fueron co-incubados por 3 h a 37°C. Después de la incubacién, las células U937 no
adheridas se removieron por aspiracion y los pozos se lavaron dos veces con PBS
suplementado con CaCl, y MgCl,. Inmediatamente después, las células adheridas se
lisaron con 500 pl de NaOH 0.2 M y se incubaron toda la noche a 37°C bajo 100% de
humedad. Los lisados se mezclaron con 3 ml de liquido de centelleo, y para valorar la
cantidad de células U937 adheridas a las HUVECs se cuantificé la [*H]-timidina en un

contador de emisiones B (LS6000SC, Beckman, Palo Alto, CA). Los resultados se
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expresaron como porcentaje de células adheridas en relacion al total de células

adicionadas a cada pozo.

Ensayo de Adhesién con Rotor de Placas

Con el propdsito de reducir al minimo la duracion del ensayo de adhesién acortamos
los tiempos de estimulacion con TNF-a, sedimentamos las células U937 por
centrifugacion y acortamos el tiempo de co-incubacion.

Brevemente, HUVECs crecieron en placas Costar de 48 pozos hasta alcanzar 100%
de confluencia y formar una monocapa continua. Posteriormente, se estimularon con
TNF-a (1ng/ml) a diferentes tiempos. Paralelamente, células U937 fueron
radiomarcadas con [*H]-timidina como se describié en “ensayo de adhesién por
gravedad”. Inmediatamente después de adicionar células U937 (2x10°) a cada pozo
que contenia HUVECs previamente tratadas con TNF-a o medio solo como control,
las células fueron sedimentadas por centrifugacion a 60xg por 5 min, empleando un
rotor de columpio para placas (Labofuge 400, Heraeus Instruments, Postfach,
Hanau). Los dos tipos celulares fueron co-incubados a diferentes tiempos. Para
determinar el porcentaje de celulas U937 adheridas al endotelio, el resto del

procedimiento fue realizado de manera idéntica al "ensayo de adhesién por

gravedad”.

Viscosidad y Densidad del Medio RPMI-1640

Con el propésito de definir el valor de la fuerza de rozamiento o “shear stress” y el
" régimen de flujo —laminar o turbulento- que ocurrian dentro de la vena umbilical
durante los experimentos de perfusién, fue necesario conocer y determinar —
previamente- los valores de la viscosidad p y densidad p del medio RPMI-1640
(+10% ST) con o sin células tumorales US37, para sustituirlos en la formula para
flujos Newtonianos y en el Numero de Reynolds, respectivamente.

Viscosidad. La viscosidad p del medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero
de ternera a 37°C fue determinada a través de un Reometro (PSVOO2AB, Brookfield
Engineering Laboratories, Inc). Como cualquier equipo, el Reometro —con el cual

trabajamos- presentd un limite de resolucién, que fue de 0.9 cP (centipoises), por lo
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que no se pudieron medir viscosidades por debajo de este valor, ya que seria muy
posible obtener mediciones erroneas. Debido a ello se trazé una curva de tendencia a
diferentes temperaturas para aproximarse al valor real de la viscosidad del medio, ya
que la viscosidad de cualquier fluido (Newtoniano o no-Newtoniano) es directamente
proporcional a la temperatura.

Brevemente, se agregaron 30 ml de medio RPMI-1640 (+10% de ST) con o sin
células tumorales U937 (3x10° células/ml) en el interior del estator (0.26 mm de
diametro), el cual fue introducido en el Reometro, que a su vez estuvo conectado a
una computadora personal. La velocidad angular se fijo en 1500 rpm, ya que para un
fluido Newtoniano —como el agua- la viscosidad no depende de la velocidad. Se
tomaron 10 lecturas durante 2 min cada 20 seg a diferentes temperaturas (8-30°C).
Finalmente, los datos fueron capturados con el programa Rheovision32 v2.0, y
analizados en Origin v7.0.

Densidad. La densidad p del medio RPMI con y sin suero de ternera fue determinada
de la siguiente manera; se peso 1 cm’ de medio en una balanza analitica (Sauter
GmbH D-7470, Albstadt 1-Ebingen) a temperatura ambiente por duplicado. Los
datos fueron sustituidos en la ecuacion p=m/v, y los resultados se expresaron en

gramos por centimetro cubico.

Viabilidad Celular

Para evaluar la viabilidad e integridad estructural de la monocapa endotelial en la
vena umbilical humana, antes y después de las sesiones de perfusion, se realizaron
diferentes aproximaciones, a traves del uso de colorantes vitales, ensayos

enzimaticos, técnicas histolégicas y de microscopia (electrénica y de fluorescencia).

Integridad Membranal por Lactato Deshidrogenasa

Una de las maneras de poder establecer la viabilidad celular del endotelio vascular se
realizo6 mediante la prueba para determinar la posible liberaciéon de enzimas de
escape, como la lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio de perfusién. Esta enzima
se localiza en el citoplasma de todas las células cuando su membrana se encuentra
integra, sin embargo, si la membrana esta alterada o danada la enzima citosélica es

liberada al medio, por lo que puede ser detectada.
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La lactato deshidrogenasa, que es dependiente de NAD", cataliza la siguiente
reaccion: piruvato + NADH + H™ « lactato + NAD". Tanto el NAD", como el
NADH, absorben alrededor de los 260 nm. Sin embargo, sélo el NADH presenta una
banda de absorcién caracteristica centrada a 340 nm. Por tanto, es posible calcular la
concentracion de NADH consumido en todo momento. Si existen cantidades
suficientes de LDH y NADH, se puede registrar la desaparicién de NADH o, lo que es
lo mismo, la variacion de A;,, en funcion del tiempo, como una medida de la cinética
de la reaccion.

Preparacion de las muestras. Se evalud la actividad de LDH en el medio de perfusion
de venas umbilicales perfundidas con o sin TNF-a durante 2 h, al cabo de las cuales
se adicionaron células tumorales U937 durante 1 h mas. Al término de cada uno de
estos periodo de perfusion (2 y 1 h), el medio fue colectado, centrifugado y
almacenado a -70°C. También se perfundieron células US37 (3x10° células/ml), en
ausencia de vena umbilical, con el propésito de valorar su posible contribucion a la
actividad de LDH detectada en el liquido de perfusion. Ademas, se analizo la
liberacion de LDH en el medio de cultivo de células U937 y HUVECs —obtenidas de
un fragmento de 5 cm del mismo cordon empleado en las perfusiones-, para
comparar los porcentajes respecto a la liberada en el medio de perfusion. Como
control positivo, se emplearon fibroblastos murinos de la linea L929-P6. Para obtener
la concentracion total de LDH, la vena, HUVECs, células L929 y U937 fueron lisadas
con tritén 0.1% durante 5-10 min a 37°C.

Analisis de la actividad de LDH. Se empleo la prueba de actividad de LDH de acuerdo
al método descrito por Berry et a/. (1991). Brevemente, en esta técnica se preparan
soluciones de NADH (0.24 mM) y piruvato (9.76 mM) en una solucion amortiguadora
de Tris-NaCl (81.3 mM-203.3 mM) pH 7.2. Para cada prueba se tomaron 833 ul de
Tris-NaCl-NADH vy se adicionaron 16.7 pl de la muestra de interés, se mezclaron y se
determino su A,,, durante 2 min cada 15 seg en el lector DU 640 (Beckman, USA).
Posteriormente, se adicionaron 170 ul de Tris-NaCl-Piruvato para iniciar la reaccion.
La absorbancia se registro a lo largo del tiempo de igual manera.

De cada lectura de 2 min se calculd el cambio promedio. Se resto el cambio promedio

con muestra sin piruvato del cambio promedio en presencia de piruvato. Este cambio
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promedio normalizado se convirtié en porcentaje considerando el cambio promedio
normalizado de lactato deshidrogenasa total como 100%. Los datos fueron

capturados y analizados con el programa Microsoft® Excel XP.

Ensayo de Viabilidad por Diacetato de Diclorofluoresceina

Otra técnica que valora la funcionalidad de la membrana es la que utiliza ioduro de
propidio y diacetato de diclorofluoresceina, bajo condiciones de microscopia de
fluorescencia. Con esta técnica se visualizan las células funcionales en color verde
frente a las células muertas que se observan de color rojo.

El diacetato de Diclorofluoresceina (H,DCFDA), es un componente no fluorescente
estable que puede difundir hacia el interior de las células, donde sufre
desesterificaciébn por esterasas intracelulares. El componente resultante,
diclorofluoresceina (H,DCF), es atrapado dentro de las células. H,DCF intracelular
puede ser oxidado por hidroperoxidos organicos e inorganicos para producir H,DCF
fluorescente. Este reagente ha sido utilizado para visualizar cambios oxidativos en
higado de rata perfundido, y en el endotelio microvascular durante la activacion de
neutrofilos (Suematsu et a/., 1991, 1993; Roval and [schiropoulos, 1993).
Brevemente, la vena fue perfundida con o sin TNF-a (1 ng/ml) a diferentes tiempos.
15 min antes de finalizar cada experimento, se elimind el medio de perfusion, e
inmediatamente después, la preparacion fue perfundida con medio de perfusion libre
de suero adicionado con H,DCFDA 8 uM (Molecular Probes) durante 15 min. A
continuacion, la preparacion se lavo con el mismo medio sin H,DCFDA por 5 min
para eliminar el colorante precursor. Finalmente, se disecté la vena de manera
longitudinal y se observo bajo el microscopio de fluorescencia (MRC 1024, BioRad).
Las células viables y funcionales fueron visualizadas con un citoplasma en color

verde.

Tincién con loduro de Propidio para la Exclusién de Células Muertas

Para evaluar la localizacion de posibles alteraciones espaciales y temporales —
ocasionadas por las condiciones de perfusion- en el endotelio vascular, se emplearon
tinciones vitales. Una de las mas comunes es la tincion con [oduro de Propidio (IP).

Este reagente es un fluorocromo que se intercala entre las bases del DNA
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incrementando sensiblemente su fluorescencia cuando se excita a 480 nm. La
membrana de células viables no permite su paso al interior del citoplasma, de
manera que Unicamente se tefiran células no viables que tengan alterada y/o dafiada
su membrana celular (células muertas) (Gore et al, 1989: Sauch er al/, 1991;
Suematsu et al., 1991).

Brevemente, la vena fue perfundida con o sin TNF-a (1 ng/ml) a diferentes tiempos.
Al termino de cada experimento, se adiciond ioduro de propidio (IP) (Sigma Chemical
Co, St Louis, MO) al medio de perfusion a una concentracion final de 0.5 uM, vy la
preparacion fue perfundida durante 60 seg. Posteriormente, se lavo el interior de la
vena con el mismo medio sin IP, e inmediatamente después se disecto el tejido de
manera longitudinal y se observo bajo condiciones de microscopia de fluorescencia
(MRC 1024, BioRad). De manera paralela, se permeabilizaron venas umbilicales
humanas no perfundidas con glutaraldehido 3%. Los posibles danos fueron

identificados como “"manchas” rojas que corresponden a nucleos celulares.

Cuantificacién de Nitratos/Nitritos

El oxido nitrico (NO) reacciona con el medio de cultivo para producir nitratos/nitritos,
cuya concentracion puede ser tomada como una medida de la produccién de NO. La
concentracion de nitratos/nitritos en el medio de perfusion y en el sobrenadante de
células cultivadas fue determinada por un ensayo colorimétrico basado en la reaccion
de Griess (Green et a/., 1882).

Preparacion de las muestras. La toma de muestras se llevo a cabo de manera idéntica
a la realizada en "Integridad membranal por lactato deshidrogenasa”.

Todas las muestras fueron desproteinizadas antes de su analisis. Para un ml de

muestra se adicionaron 250 pl de ZnSO, 30%. Las muestras fueron mezcladas por

vortex durante 30 seg y entonces centrifugadas a 10,000xg durante 10 min. 500 ul
de sobrenadante fueron colocados en tubos Eppendorf para su posterior reduccion a
nitritos.

Activacion de Cd. Se uso el método descrito por Green et al. (1982). Para activar el
cadmio, a una solucién acuosa de CuSO, 5% se anadieron granulos de Cd y fueron
lavados durante 5 min. El exceso de Cu metdlico fue removido con abundante agua

destilada. Posteriormente, se lavo con HCl 0.1 N para solubilizar y remover el
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Cd(OH),. Finalmente, los granulos fueron lavados con abundante agua destilada, y

almacenados en NH,CI 5% a 4°C.

Contenido de nitratos/nitritos. Los nitratos de una muestra fueron reducidos a
nitritos por Cd activado. Brevemente, 500 ul de una muestra desproteinizada fueron
incubados con 10 lentejas de Cd activado durante 60 min. 300 pl de cada muestra
reaccionaron con 1.5 ml del reagente de Griess para formar un color azo-purpura. El
color del producto se desarrollo a temperatura ambiente, y se determino su Ag,, en el
lector DU 640 (Beckman, USA).

El reagente de Griess consistio de una parte de N-N-Naftiletilendiamina-HCI 0.1% en
H,O mas una parte de sulfanilamida 1% en H,PO, 5%; las dos partes fueron
mezcladas por vortex y mantenidas en hielo durante su utilizacion.

Curva estandar. Se obtuvo la curva tipo de nitratos/nitritos empleando KNO,; como
estandar. Las muestras problema (diluidas 1:4) fueron analizadas por duplicado. Los
resultados se corrigieron de acuerdo a la cantidad de nitratos presentes en el medio
de perfusion RPMI-1640. Por regresion con minimos cuadrados se obtuvo la ecuacion
de la curva tipo con la que se calculd la concentracion de nitratos/nitritos de las

muestras problema empleando el programa Origin v7.0.

Tincién de Células U937 con PKH26 %

La tincion de células U837 con el colorante PKH26 se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones del proveedor (Kit PKH26-GL, Sigma Chemical Co, St Louis, MO).
Brevemente, 1x10° células U937 se lavaron con solucién salina libre de pirégenos.
Las células se resuspendieron en 200 pl de diluyente C y, posteriormente, se

adicionaron en 200 pl de una solucion stock previamente preparada (0.1 pl de

colorante PKH26 en 400 pl de diluyente C). Las células se mantuvieron en agitacion
suave a temperatura ambiente durante 2 min en ausencia de luz. Posteriormente, se
adicioné un ml de medio RPMI-1640 completo para detener la reaccién. Finalmente,
las células se lavaron y sembraron de acuerdo a las condiciones de cultivo. La

emision de fluorescencia roja fue evaluada en el microscopio de fluorescencia (MRC
1024, BioRad).
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Microscopia Electrénica de Barrido

Al término de cada perfusion, la vena y células U937 fueron fijadas toda la noche con
glutaraldehido 3% en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 (Na,HPO, 0.1M,
NaH,PO,H,0 0.1M) a 4°C. Las muestras se lavaron con el mismo amortiguador, y se
post-fijaron en una solucién de tetréoxido de osmio 1% durante 2 h a 4°C.
Posteriormente, todas las muestras fueron deshidratadas secuencialmente en una
serie de alcoholes graduados (30-100%) durante 15 min en cada paso, y entonces
secadas al punto critico en CO, a una temperatura de 40-42°C y una presion de 1400
psi, sombreadas con oro, y finalmente analizadas en el microscopio electronico de

barrido Jeol JSM-5410LV en la Unidad de Microscopia del [FC.

Microscopia Electrénica de Transmisién

Al término de cada perfusion, la vena y células U937 fueron fijadas con
glutaraldehido 3% en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4 durante 2 h a 4°C. Las
muestras se lavaron con el mismo amortiguador, se post-fijaron por 2 h en tetroxido
de osmio 1% a 4°C, y posteriormente, fueron deshidratadas en una serie de alcoholes
graduados. A continuacion, se colocaron en 6xido de propileno y después en resina
spi-pon 812 (v/v, en agua destilada) durante 48 h a temperatura ambiente. Las
muestras fijadas fueron incluidas en resina spi-pon 812 que se dejo polimerizar
durante 48 h a 60°C. Finalmente fueron cortadas en secciones de 60 nm de espesor y

analizadas en el microscopio electrénico de transmision Jeol JEM-1200Ex II en la

Unidad de Microscopia del IFC.

Preparacion de Laminillas

Se utilizaron laminillas esmeriladas de 2.5 x 7.5 cm (Corning, México) tratadas con
poly-L-lisina y gelatina, para Inmunohistoquimica y Hematoxilina-Eosina,
respectivamente.

Poly-L-lisina. Las laminillas fueron sumergidas en alcohol absoluto durante 20 min, y
lavadas en abundante agua destilada. Este procedimiento se repitio un par de veces.
Posteriormente, las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente, y se
sumergieron en una solucion fresca de poly-L-lisina 0.01% (Sigma Chemical Co, St

Louis, MO) por 15 min. Finalmente, se secaron a 60°C durante 60 min.
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Gelatina. Laminillas lavadas en alcohol absoluto —como se mencioné previamente-
fueron sumergidas en una soluciéon de gelatina 1% (BD Bioxon, Becton Dickinson,

México) por 20 min. Finalmente, se dejaron secaron a 60°C durante 60 min.

Inclusién del Tejido

Al término de cada ensayo de perfusion, se introdujo ~1 ml de Tissue-Tek® (Sakura
Finetechnical Co, USA) en el interior de la vena umbilical, la cual fue colocada
inmediatamente en isopentano (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ), previamente enfriado

en nitrégeno liquido. Las muestras fueron almacenadas a -70°C.

Técnica Histolégica Hematoxilina-Eosina

Para detectar la firme adhesion de células tumorales U937 al endotelio vascular se
realizaron cortes histologicos (20 pm) de cada preparacion en el criotomo (Jung
Frigocut 2800E, Leica) a -20°C. Las muestras se lavaron en agua destilada, se tifieron
en Hematoxilina de Hills durante 5 min, y posteriormente se lavaron nuevamente en
agua destilada. El viraje de color se realizé con Li,CO, durante 90 seg, seguido por
un lavado extenso en agua destilada. A continuacion, las muestras se tifieron con
Eosina durante 30 seg, y posteriormente, fueron deshidratadas en una serie de
alcoholes graduados (96-100%) y xilol, y finalmente, se afnadieron 5 pl de medio de

montaje a cada tejido. Las muestras fueron analizadas en el microscopio de luz

Nikon TMS.

Inmunofluorescencia indirecta

Se realizaron cortes de 8-10 um de cada muestra a -20°C. Todos los cortes se
permeabilizaron con tritén X-100 0.3% en PBS durante 3 min. El bloqueo de los
sitios reactivos se realizo con BSA 5% (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) a
temperatura ambiente durante 60 min. Posteriormente, se adicionaron 300 pl del
primer anticuerpo diluido en PBS (1:200 para anti-factor von Willebrand (Dakopatts,
Denmark), anti—B sarcoglicano (Novocastra), y anti-integrina beta-1 (Santa Cruz)), y
se incubd durante 3 h a temperatura ambiente. A continuacion, las laminillas se

lavaron 3 veces con PBS, y después, se adicionaron 300 ul del sequndo anticuerpo
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acoplado a FITC o rodamina (anti-raton) diluido en PBS (1:200), y se incub6 durante
60 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavo 3 veces con PBS, y
finalmente se anadieron 5 pl de medio de montaje Vectashield® con DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenilindol; tifie nucleos de color azul) (Vector, Burlingame, CA) a cada
tejido. Las muestras fueron analizadas en el microscopio de fluorescencia (MRC

1024, BioRad), y almacenadas a -70°C.

Andlisis Estadistico

El analisis de significancia estadistica entre los distintos grupos experimentales se
determind con un Analisis de Varianza (ANOVA) (P<0.05), seguido por una
comparacion multiple de medias (Prueba de Tukey y Prueba de Scheffe ") (P<0.05).

utilizando el programa Origin v7.0.
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RESULTADQS

SISTEMA DE PERFUSION

En este trabajo describimos un nuevo sistema de perfusion ex wvivo de vena
umbilical humana, el cual podra servir como un modelo experimental para
observar y estudiar las complejas interacciones entre células tumorales y el
endotelio vascular durante el proceso de metastasis tumoral en un contexto mas

cercano al fisioldgico.

a) Preparacién de las muestras

Dado que el objetivo principal de esta tesis fue la de desarrollar el sistema de vena
umbilical humana perfundida ex wvivo, iniciaremos esta seccion por presentar
brevemente las condiciones que encontramos como las mejores para mantener
esta preparacion funcional ex vivo. La vena fue aislada a partir de cordones
umbilicales humanos, obtenidos de mujeres gestantes sin complicaciones ni
procesos infecciosos o enfermedades agregadas (por ejemplo, diabetes gestacional
o preclampsia). La vena umbilical fue dividida en dos segmentos, que sirvieron
como: (i) control y, (i) experimental. Cada segmento fue cuidadosamente lavado
con medio de perfusion libre de suero (como se describe en “Materiales y
Métodos”) para remover coagulos y restos sanguineos. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado, y los dos segmentos del mismo cordén umbilical fueron
perfundidos bajo condiciones similares, excepto que una de las venas
(experimental) fue perfundida con TNF-a, mientras que su companera (control)
Unicamente con medio de perfusién. En todos los ensayos, se perfundié en
direccién anterograda del extremo placental hacia el fetal, es decir, en la misma

direccion que ocurre in vivo.

b) Descripcién del sistema

Cada segmento perfundido tuvo una longitud promedio de 5 cm de largo. El
extremo placental de la vena fue canulado con una sonda metalica No. "00” con
punta roma para evitar el desgarramiento del interior, la cual se sujeto con unas

pinzas porta-agujas (Fig. 5). La sonda se conect6 a su vez a un sistema de
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perfusion, empleando como reservorio una camara de doble fondo para mantener
la temperatura y humedad relativa constantes. Este reservorio —que contenia 10 ml
el medio de perfusion- fue denominado “reservorio
alto”, y se ubico a 55 cm de la base (Fig. 6A). La vena
estuvo contenida en una camara o reservorio “bajo”
localizado a 15 c¢cm de la base (Fig. 6B). A través un
equipo para venoclisis Plastiset® se entregaba el medio

de perfusion a la preparacion. El liquido de perfusion

Figura 5 | Vena umbilical que salia por el extremo fetal de la vena ("perfusado”)
canulada con una sonda . g . ,
metalica No. “00". se re-circulo llevandolo de regreso a la camara alta por

medio de una bomba peristaltica, cerrando asi un
sistema de recirculaciéon (Fig. 6C). El flujo dindmico a través de la vena fue
generado como resultado de la diferencia de altura entre los dos reservorios (~30
cm), y el flujo se requld por medio de la carretilla del mismo equipo de venoclisis
(Fig. 6).
Durante los experimentos, el liquido de perfusion y la vena umbilical fueron
mantenidos a 37°C, re-circulando agua de un bano de temperatura regulable
conectado a los reservorios de doble fondo. El medio de perfusion se mantuvo
equilibrado con una mezcla de 95% O, y 5% CO, para mantener oxigenacion
adecuada y un pH dentro de rango fisiolégico (pH 7.2-7.4). Para disminuir la
pérdida de calor y 0,-CO,, asi como para evitar la deshidratacion del tejido, ambos
reservorios fueron cubiertos con una membrana plastica.
La velocidad de flujo (Q) varié entre 900 = 100 pl/min (condiciones fisioldgicas que
se presentan en venulas humanas de 1 mm de diametro). La fuerza de rozamiento
o "shear stress” se calculd usando la ecuacién para flujos Newtonianos: T =
6UQ/Fw = (BWHw) Q, donde: t es la fuerza de rozamiento o “shear stress”
(dinas/cm?); p, el coeficiente de viscosidad del fluido; A, la altura de la vena; w, el
ancho de la vena; y Q, la velocidad de flujo (Vogel, 1996). El régimen de flujo —
laminar o turbulento- se determind empleando el numero de Reynolds: N; =
pDv/u, donde: p es la densidad; v, su velocidad media; p, el coeficiente viscosidad

del fluido; y D, el didmetro de la vena (Vogel, 1996).
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Flujo:
11

Figura 6 | Imagen representativa de los principales componentes del sistema de perfusién. A)
Reservorio con medio RPMI-1640 burbujeado constantemente con una mezcla de 95% O, vy 5%
CO,. B) Vena umbilical (5 cm de longitud) contenida en el reservorio "bajo”. C) Sistema de
recirculacion. Se muestra la bomba peristéltica y, los reservorios “alto” y “"bajo”, con medio de
perfusién y vena umbilical, respectivamente. Las flechas indican la direccién del flujo. La
temperatura fue mantenida a 37°C recirculando agua a través de las camisas con una bomba y un
bano de agua de temperatura regulable (no mostrado).

c¢) Experimentos de flujo

La vena umbilical fue perfundida con o sin TNF-a (1 ng/ml) durante 2 h, al cabo de
las cuales se adicionaron células tumorales humanas U937 (a una densidad de
3x10° células/ml) durante 1 h. Los experimentos fueron realizados, en ausencia y
presencia de células, con una t = 18*02 y t = 2.2%0.2 dinas/cm’,
respectivamente. El nimero de Reynolds (N < 2000) indicé que el régimen de

flujo, que se presenta en el interior de la vena umbilical —tanto en ausencia como
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en presencia de células-, se comporta como un flujo laminar. En todos los
experimentos se utiliz6 medio de cultivo RPMI-1640 como medio de perfusién.
Después del periodo de estimulacién (con TNF-a), seguido de la perfusién con
células tumorales U937, el medio fue colectado y la vena fue incluida a -70°C
usando medio O.C.T (Tissue-Tek®), o fijada en glutaraldehido 3%, para estudios de

microscopia optica, electronica e inmunofluorescencia.

MEDIO RPMI-1640 COMO SOLUCION DE PERFUSION

Con el proposito de definir que medio de cultivo emplear durante las perfusiones
de la vena umbilical humana, se realizd una busqueda bibliografica de los
principales medios que se utilizan en diferentes preparaciones perfundidas. En la
mayoria de las perfusiones —hepaticas, cerebrales, cardiacas y de la glandula
adrenal- se emplean soluciones salinas, tales como la solucion salina “Krebs-
Ringer” {Mortimore, 1961; Papaikonomou, 1977; Sibley and Whitehosue, 1979;
Doéring and Dehnert, 1988; Mehvar and Zhang, 2002), o la solucién de "Hanks "”
(Berry and Friend, 1969). Cabe mencionar que en modelos de camara de flujo in
vitro, en los cuales se perfunden células endoteliales (HUVECs) que fueron
cultivadas in vitro, se emplean medios de cultivo M199 (Giavazzi et a/, 1993),
DMEM/F12 (Haier et a/, 1999), o RPMI-1640 (Rinker er a/, 2001). Debido a la
diversidad de medios empleados en las diferentes preparaciones y dado que
nuestro proposito era evaluar la adhesion de células, se realizaron ensayos de
adhesion in vitro con cinco diferentes medios de cultivo (M199, RPMI-1640, MEM,
DMEM vy Krebs-Ringer), para definir si los diferentes medios afectan la adhesion
célula tumoral-endotelio bajo condiciones estaticas in vitro (ver “Ensayo de
Adhesion por Gravedad” en “Materiales y Métodos).

Como muestra la figura 7, la adhesiéon entre células tumorales y células
endoteliales no se ve afectada por el uso de los diferentes medios de cuitivo, sin
embargo, al comparar las respuestas entre ellos —por un andlisis de varianza
(ANOVA)- se observaron ligeras diferencias. Normalmente, los ensayos de
adhesion in vitro que se realizan en nuestro laboratorio se realizan en presencia de

medio M199 (medio de crecimiento de HUVECs), y el porcentaje de células

tumorales adheridas al endotelio activado por TNF-a oscila entre 40-60%. En los
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ensayos que se describen en la figura 7, los porcentajes de adhesiéon fueron
similares (—45%) a los que se obtienen con medio M199.

De todos los medios empleados, la adhesién con el medio MEM fue la que presentd
mayor variacion -reflejada en su desviacion estandar (SD)- con respecto a los
demas, quizd por que este medio de cultivo contiene la menor cantidad de

componentes respecto a los demas.
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Figura 7 | La adhesion heterotipica célula tumoral-endotelio no se afecta por el uso de
diferentes medios de cultivo. HUVECs fueron pre-tratadas con o sin TNF-a (1ng/ml) por 3 h,
para posteriormente estar en contacto con células U937 durante 3 h mas. Los ensayos de
adhesidn se realizaron en presencia de los medios de cultivo indicados. El " indica
diferencias significativas respecto a su propio grupo control (P<0.05), y *~ indica diferencias
significativas respecto a M199, DMEM vy Krebs-Ringer (P<0.05). Se indican los promedios *
SD de al menos 4 experimentos independientes.

Si bien con el medio DMEM vy la solucion salina Krebs-Ringer, se obtuvieron
porcentajes de adhesién similares a los del medio M199 (~40%) con respecto a su
propio control, estos fueron significativamente menores con respecto al medio
RPMI-1640 (P<0.05). Decidimos que es mas conveniente emplear un medio de
cultivo que una solucién salina, ya que esta carece de aminodacidos y vitaminas que
pudieran ser relevantes para la viabilidad y funcionalidad de las células
endoteliales y por tanto para el proceso de adhesién /n vivo. De los otros medios se

escogio RPMI-1640, entre otras cosas, porque fue el que present6 el mayor
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porcentaje de adhesion (~60%), una variacion menor al 6% y, ademas, porque las
células U937 —que fueron empleadas en las perfusiones de la vena umbilical-,
crecen en este medio. Asimismo, ya que todas las células hematopoiéticas también
se cultivan en este medio, el sistema podria servir para estudios de adhesion de

leucocitos, para montar un modelo de inflamacion.

VELOCIDAD DE FLUJO

El flujo y la velocidad sanguinea en la vena umbilical humana obtenida por
experimentos que se basan en el efecto Doppler es de 126.0%£23.4 ml/min/kg y de
9.0+3.6 cm/s, respectivamente (Rasmussen, 1987; Di Naro er a/, 2001). Este flujo
y velocidad son enormes y posiblemente no permitirian que se llevara a cabo el
proceso de adhesion entre las células tumorales U937 y el endotelio vascular.
Recientes observaciones apoyan esta nocion (Glinskii er a/,, 2003), ya que indican
que si las células tumorales se desplazan a altas velocidades (~16 x 10° pum/s)
existe un numero muy bajo de células que puedan interactuar con el endotelio,
mientras que las células que se mueven lentamente (£ 2 x 10° pm/s) podran
interactuar y llevar a cabo el proceso de “rolling” necesarios para la firme
adhesion.

Brenner et al/ (1995), desarrollaron una venula artificial donde estudiaron la
adhesion entre celulas tumorales y endoteliales, para lo cual emplearon presiones
fisiolégicas de 16 mbar, velocidades de flujo de 15 pl/s (equivalentes a 900 pl/min)
y valores de la fuerza de rozamiento o “wall shear stress” de 2 dinas/cm’. Estos
parametros son condiciones fisicas que ocurren en venulas de 1 mm de diametro.
Debido a lo anterior, se decidié emplear las velocidades de flujo que ocurren en
venulas humanas para tratar de imitar las condiciones fisiolégicas en las cuales

pudiera ocurrir la adhesion célula tumoral-endotelio in vivo.

VISCOSIDAD Y DENSIDAD DEL MEDIO RPMI-1640
Con el propésito de definir el valor de la fuerza de rozamiento o "shear stress” y el
régimen de flujo —laminar o turbulento- que ocurrian dentro de la vena umbilical

durante los experimentos de perfusion, fue necesario conocer y determinar —

previamente- los valores de la viscosidad u y densidad p del medio RPMI-1640
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(+10% ST) con o sin células tumorales U937, para sustituirlos en la formula para
flujos Newtonianos y en el Numero de Reynolds, respectivamente. Cabe mencionar
que el término de “estrés de rozamiento” que resulta de la traduccién del término
en inglés “shear stress”, desde el punto de vista fisico estd equivocado (Young,
1805).

Viscosidad

La mayoria de los estudios donde se reportan valores de la fuerza de rozamiento o
“shear stress”, asumen que la viscosidad del medio es igual a la viscosidad del
agua a 37°C (~0.7 centipoises, cP), sin realizar ningun tipo de medicién (Haier, et
al. 1999). Para eliminar cualquier tipo de error en la estimacion de los valores de la
fuerza de rozamiento o “shear stress”, y dada la accesibilidad a un instrumento que
permite determinarla —por medio de un reometro-, se evalu6 la viscosidad del
medio RPMI-1640 (+10% ST) con y sin células US37 (3x10° células/ml), a
diferentes temperaturas, ya que la viscosidad de cualquier fluido (Newtoniano o no
Newtoniano) es inversamente proporcional a la temperatura. El limite de deteccion
del reometro empleado fue de 0.9 cP, por lo que no se pudieron medir viscosidades
por debajo de este valor. Debido a ello se trazo una curva de tendencia para
aproximarse al valor real de la viscosidad del medio a 37°C. Los valores obtenidos y
extrapolados por regresion exponencial —en ausencia de células- se muestran en la
tabla 1 y figura 8.

Como se puede observar, el coeficiente de viscosidad del medio RPMI-1640 vario
con la temperatura, disminuyendo a medida que la temperatura aumentaba. Al
realizar la extrapolacion de los datos para 37°C, los valores de la viscosidad del
medio RPMI-1640 (en ausencia de células U937) fueron de 0.74 cP.

Estos resultados sugieren que el medio RPMI-1640 es ligeramente mas viscoso que
el H,0. Este pequeno, pero significativo incremento, puede deberse a los

componentes del medio, tales como suero, sales y glucosa, principalmente.
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Temperatura (°C) Viscosidad u (cP)
8~ ‘ 1.7%x0.1
10" 1 1.8x0,1
14~ W = G |
- 227 f 1.4%0.1
267 1.2%+0.1
30° | 1.0x0.1 B
35 (H,0) ! 0.72-0.74
35 At 0.82
37 [ 0.74

Tabla 1 | Valores obtenidos (+) y extrapolados (**} de la viscosidad del medio
RPMI-1640, en ausencia de células, a diferentes temperaturas. Se indican los
promedios de 10 lecturas de 3 experimentos independientes.

1.8 o e
1.6 Reg Exp Decl
4 - - = Interpolate/Extrapoiate
1.4 -
= 4
o 12
= 4
1.0 < ~
Model: Exp Decl ~ N
i Equation: y = Al‘exp(-x/tl) + y0 ~
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' R~ 2 = 097896 @
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~
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Temperatura (°C)

Figura 8 | Regresion exponencial de primer orden de la viscosidad del medio RPMI-1640, an
ausencia de células, a diferentes temperaturas. La linea continua indica la regresién expcnercial,
mientras que la linea punteada indica los datos inter- y extrapolados. El circulo indica la ubicacion

del valor relevante en nuestro sistema. El inserto inferior indica la ecuacién y el tipo de modeio
utilizado en la regresion.
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Posteriormente, se determino la viscosidad del medio RPMI-1640 en presencia de
células (3x10° células/ml). Los valores obtenidos y extrapolados por regresién
exponencial empleando el programa descrito en “Materiales y Métodos”, se

muestran en la tabla 2 y figura 9.

Temperatura (°C) l Viscosidad u (cP)

93" | 16=0.04

13.3* | 1.320.1

174" i 1.2+0.1

24.7° ' 1.1x0.1

28.5° 10201
. 35 (H,0) - 0.72-0.74 |
354 | 0.92

377 ; 0.9

Tabla 2 | Valores obtenidos (+) y extrapolados (**) de la viscosidad del medio RPMI-
1640, en presencia de células (3x10° células/ml), a diferentes temperaturas. Se
indican los promedios de 10 lecturas de 3 experimentos independientes.

La viscosidad del medio, en presencia de ceélulas, vario igualmente con la
temperatura, disminuyendo a medida que esta aumentaba. Sin embargo, los
resultados indican claras diferencias en el comportamiento de la viscosidad del
medio RPMI en presencia (3x10° células/ml) o ausencia de células.

En presencia de células, la viscosidad (0.903 cP) se incrementd en un 21.2% con
respecto al medio RPMI-1640 que no contenia células (0.745 cP). Esto puede ser de
gran importancia, ya que se veria reflejado directamente en los valores de la fuerza
de rozamiento, y en el régimen de flujo definido por numero de Reynolds como
laminar o turbulento. Hay que tener en cuenta que, la fuerza de rozamiento o
“shear stress” sera mayor mientras mas viscosa sea la sustancia, y mas rapido se
desplace el flujo. Es decir, la magnitud de la fuerza de rozamiento es directamente

proporcional al flujo v a la viscosidad.
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Figura 9 | Regresion exponencial de primer orden de la viscosidad del medio RPMI-1640, en
presencia de células (3x10° células/ml), a diferentes temperaturas. La linea continua indica la
regresion exponencial, mientras que la linea punteada indica los datos inter- y extrapolados. El
circulo indica la ubicacion del valor relevante en nuestro sistema. El inserto inferior indica la
ecuacion y el tipo de modelo utilizado en la regresion.

Densidad

Como ya hemos dicho, el nimero de Reynolds proporciona informacién acerca del
régimen de un fluido viscoso —laminar o turbulento- que se presenta en el interior
de estructuras cilindricas; por ello fue necesario determinar los valores de la
densidad p del medio RPMI-1640 para sustituirlo en la formula: N, = pDv/p (Sears
and Zemansky, 1979). Para ello se determino el peso de 1 cm’ de medio RPMI-
1640 a temperatura ambiente, y los datos fueron sustituidos en la relacion p = m/v
(la densidad de un material homogéneo se define como su masa por unidad de

volumen). Los resultados se expresaron en gramos por centimetro ciibico.
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f Fluido j g/cm® |
1\ H,0 | 1.00 A|
| RPMI-1640 | 101001 o

RPMI-1640 suplementado con 10% ST 1.012%0.01 ‘

Tabla 3 | Densidad del medio RPMI-1640 con y sin 10% de suero de ternera. Se
indican los promedios * SD de 3 mediciones independientes

Al realizar las mediciones con y sin suero de ternera, los valores de la densidad del
medio RPMI-1640 fueron de 1.012 y 1.01 g/cm?, respectivamente. Estos resultados
sugieren que el medio RPMI-1640 es ligeramente mas denso que el H,0, debido —
quizas- a los componentes del mismo, tales como sales, glucosa y suero,

principalmente.

FUERZA DE ROZAMIENTO (“SHEAR STRESS")

Originalmente, las células endoteliales fueron consideradas como una barrera
inerte; sin embargo, en la actualidad se reconoce que estas celulas tienen una
participacion activa en la regulacion de un gran numero de procesos fisiologicos y
patol6gicos.

El flujo pulsatil de la sangre, a través de la red tubular del sistema circulatorio,
genera fuerzas biomecanicas que actuan sobre los vasos sanguineos para modular
su funciéon y estructura intrinseca. Estas fuerzas hemodinamicas, que incluyen
presién hidrostatica, tensién ciclica, y fuerza de rozamiento o "shear stress”,
constituyen una categoria especial de estimulo biofisico, que puede evocar
importantes respuestas bioldgicas en las células que componen la pared de los
vasos sanguineos. Debido al papel central que juegan las células endoteliales en la
homeostasis de los vasos, las respuestas inducidas hemodinamicamente tienen
efectos tanto fisioldgicos como patoldgicos (Resnick and Gimbrone, 1995).

El endotelio vascular responde a dos fuerzas hemodindmicas importantes, la
presion perpendicular transmural y el flujo sanguineo (Malek and Izumo, 1994),
que generan dos fendmenos tensores: (i) el estrés perpendicular biaxial y, (ii) la
fuerza de rozamiento. En anos recientes se ha puesto mucha atencion a esta ultima

fuerza, ya que puede modular diferentes aspectos de la estructura y funcion
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endotelial. Al parecer algunos de estos efectos resultan de la regulacién en la
expresion de ciertos genes endoteliales (Resnick and Gimbrone, 1995). El rango
fisiolégico de la fuerza de rozamiento o "shear stress” varia desde valores cercanos
a 0 hasta mas de 30 dinas/cm®. Estudios in vitro han demostrado que si se varia la
fuerza de rozamiento se obtienen diferentes respuestas endoteliales (Resnick and
Gimbrone, 1995). Por todo lo anterior, al montar un sistema de perfusion de la
vena umbilical humana, con el proposito de analizar las respuestas endoteliales en
esta preparacion, consideramos de importancia hacer un esfuerzo por determinar
la magnitud de la fuerza de rozamiento o "shear stress” que se presenta en el
interior de la vena umbilical en los experimentos de perfusion. Para esto se empleo
la formula para flujos Newtonianos: T = BuQ/Fw = (6 #'w) Q, donde:

T = la fuerza de rozamiento o "wall shear stress” (dinas,/cmz)

= viscosidad dinamica del fluido (0.745 cP; 0.903 cP)

velocidad de flujo (900+100 pl/min)

= altura de la vena (1.3 mm)*

S 7T 0O F
Il

= ancho de la vena (1.3 mm)*

*: valores promedio obtenidos de 20 venas individuales

Al sustituir los valores de la viscosidad, velocidad de flujo, altura y ancho de la

vena, se obtuvieron los siguientes valores para la fuerza de rozamiento o “shear

stress”.

Condicién |  Fuerza de rozamiento o “shear

stress” (dinas/cm?)

Ausencia de células 1.8+£0.2

CENE) -

Presencia de células J 2.2x0.2 i

Tabla 4 | Valores de fuerza de rozamiento o "shear stress” en presencia o ausencia
de células (3x10° células/ml) U937. Los valores fueron obtenidos empleando la
formula para flujos Newtonianos: T = (B /) Q.
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Como se indica en la tabla 4, en ausencia de células, la fuerza de rozamiento o
“shear stress” tuvo un valor de 1.8 dinas/cm?; mientras que en su presencia, fue de
2.2 dinas/cm®. Estos valores son comparables a los encontrados en vénulas
humanas de 1 mm de didmetro (2 dinas/cm?), y en vénulas post-capilares donde se
propone que ocurre la interaccion célula tumoral-endotelio (Ley er a/, 1991;
Brenner et al/, 1995). Al realizar un analisis de varianza seguido por una
comparacion multiple de medias (prueba de Tukey), se detecto que no existen
diferencias significativas —en los valores de fuerza de rozamiento o "shear stress”-
tanto en presencia como en ausencia de células (P<0.05). No obstante, esta
pequena diferencia, no significativa desde el punto de vista estadistico, podria
tener repercusiones a nivel fisioldgico, ya que la fuerza de rozamiento actua sobre
componentes celulares adherentes (Haier and Nicolson, 2001).

Por otro lado, estos valores de fuerza de rozamiento o “shear stress” difieren en
funcion de la viscosidad del medio RPMI-1640. De manera que, la magnitud de la

fuerza de rozamiento es directamente proporcional a la viscosidad.

NUMERO DE REYNOLDS

La experiencia indica que hay una combinacion de cuatro factores que determinan
cuando el régimen de un fluido viscoso a través de un tubo es laminar o
turbulento. Esta combinacion se denomina numero de Reynolds, N, y se define
mediante la expresion: N; =pDv/u. El numero de Reynolds es un numero
adimensional, y, por tanto, su valor numeérico es el mismo en cualquier sistema
coherente de unidades. Cuando el nimero de Reynolds se encuentra entre O y
2000 el régimen de un fluido viscoso es laminar, mientras que por encima de 3000
el régimen es turbulento. Entre 2000 y 3000 hay una zona de transicion en la cual
el régimen es inestable y puede pasar de un tipo a otro (Vogel, 1996).

Por otro lado, estudios in vitro indican que dependiendo del régimen de flujo se
pueden modular diferentes aspectos de la funcién endotelial. Por ejemplo, la
aplicacién de un flujo "laminar” a células endoteliales tiende a suprimir la
replicacion celular, sin embargo, induce la activacién de los genes de la sintetasa
de oxido nitrico endotelial (eNOS), de la ciclooxigenasa (COX)-2 y de la superoxido

dismutasa (SOD), mientras que un flujo “"turbulento” ocasiona que las células se
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dividan, y no expresen COX-2 ni SOD (Resnick and Gimbrone, 1995; Topper et al.,
1996).

Para determinar el réegimen de flujo que se presenta al interior de la vena umbilical
perfundida se obtuvo el numero de Reynolds. Los valores de velocidad, viscosidad,
didmetro y densidad se sustituyeron en la formula: N, =pDv/u, donde:

N, = numero de Reynolds

p = densidad del fluido (1.012 g/cm’)

v = velocidad media (900=£100ul/min)

p = coeficiente de viscosidad (0. 745 cP; 0.903 cP)

D = diametro de la vena (1.3 mm)

Condicién Ny i

Ausencia de células 1589.3+176.5

1311.2+145.6 |

Presencia de células

Tabla 5 | Numero de Reynolds en presencia o ausencia de células U837 (3x10° células/mi).

Como se muestra en la tabla 5, tanto en ausencia como en presencia de células
U937, el N, fue < 2000, lo cual indica, que en el interior de la vena umbilical -

durante los ensayos de perfusion- se presenta un régimen de tipo laminar.

ELIMINACION DE LOS CONTENIDOS ENDOGENOS DE LA VENA

Con los propositos de lavar la vena de residuos de sangre y de codgulos estudiamos
el liquido eluido de la misma. Para ello se perfundieron 10 muestras con medio
RPMI-1640 libre de suero durante 20 min, recuperando alicuotas de ~1 mi de
medio, cada min. Cada muestra (diluida 1:10) fue medida a diferentes longitudes
de onda (200-700 nm) (Fig. 10).

El espectro de absorcién obtenido durante los primeros min de lavado mostro tres
picos de diferentes longitudes de onda (270, 410 y 558 nm) (Fig. 10, inserto),
mismos que descendieron —de manera diferencial- a niveles similares al control

(medio RPMI libre de suero), dentro de los primaros 8-9 min de lavado.
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500 700

2.5 A 558 nm

—8®— 410 nm
-=-0 - 270 nm

Figura 10 | Absorbancia del eluado a 270, 410 y 558 nm analizada cada min. Experimentos para
definir el tiempo y volumen necesarios para limpiar la vena umbilical canulada como se describe
en "Material y Métodos”. Cada muestra (Dil. 1:10) fue medida a diferentes longitudes de onda
(200-700 nm). El inserto representa el espectro de absorcién representativo obtenido durante el
primer min de elusion. Cada valor representa el promedio * SE de la perfusién de 10 cordones
independientes.

El pico con menor absorbancia y, el que alcanzé mas rapido los valores basales (~4-
5 min), fue el de 558 nm; mientras que los dos picos con mayor absorbancia (270 y
410 nm) descendieron a los valores basales ~4 min mds tarde que el primero.

Por otra parte, los tres picos de absorbancia presentaron una gran variacién —
reflejada en el error estandar, SE- con respecto al control, lo que sugiere una gran
variabilidad en los elementos contaminantes que absorben a estas longitudes de

onda, probablemente coagulos y sangre.
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De manera paralela, el eluido de cada min fue centrifugado en tubos de 1.5 ml. El
volumen diferencial de las pastillas formadas por los componentes sanguineos (Fig.
11), coincidié exactamente con la disminucién en la absorbancia registrada. Estos
resultados en conjunto, permitieron definir que el tiempo y volumen de lavado
minimos requeridos para eliminar los componentes endégenos de la vena son de 9-

10 min y 10 ml, respectivamente.

Figura 11 | Contenido enddgeno de la vena umbilical. Los nimeros indican el
tiempo (min) en que se alicuotaron los eluidos de la vena umbilical.

Para confirmar la eliminacién de los componentes endogenos, la vena fue fijada a
los 60 seg y 10 min después del lavado, y procesada para microscopia electrénica
de barrido (Fig. 12). La imagen de la microscopia de barrido indica que aun
después de 1 min de lavado existe una gran cantidad de residuos fibrilares
(posiblemente complejos proteicos) localizados en la cara luminal de las células
endoteliales, asi como eritrocitos (inserto de la figura 12A), mismos que
desaparecen después de 10 min de lavado. Con base en estos datos, concluimos
que todos los cordones, antes de emplearlos para experimentos de perfusion,

deben ser lavados con un volumen de ~10 ml de medio RPMI-1640 libre de suero y

con un flujo de 900 pl/min, lo que ocurre en aproximadamente 10 min.
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Figura 12 | Eliminacion de los componentes endégenos de la vena umbilical. El tejido fue fijado, y
procesado para microscopia electronica de barrido. A) Vena después de 60 seg de lavado. Nétese la
gran cantidad de complejos proteicos. El inserto muestra un eritrocito. B) Vena después de 10 min
de lavado. Las células endoteliales se encuentran desprovistas de complejos proteicos y eritrocitos.

DETERMINACION DEL TIEMPO DE PERFUSION DE LA VENA CON TNF-a Y
CELULAS TUMORALES U937

Para poder evaluar el tiempo 6ptimo de perfusion de la vena con TNF-a y células
tumorales U937 se realizaron diferentes ensayos de adhesion in vitro, con el fin de
tener valores comparativos. El ensayo de adhesion in vitro que se realiza en el
laboratorio requiere de 3 h de activacion endotelial por TNF-a, seguido por 3 h de
co-incubacion con células tumorales U937 (“esquema 3+3”). La idea de mantener
la preparacion de vena umbilical por 6 h nos enfrentaba a problemas de
contaminacion bacteriana. Con el propésito de reducir al minimo la duracion del
ensayo de adhesion acortamos los tiempos de estimulacion con TNF-a,
sedimentamos las células U937 por centrifugacién “SC” y acortamos el tiempo de
co-incubacion (Fig. 13A y 13B).

La adhesién inducida por el “esquema 3+3” por gravedad ("SG") alcanzé un valor

maximo de ~60% y fue nuestro control positivo. En la figura 13A se aprecia que
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ningun grupo sometido a centrifugacion ("SC"), incrementd de manera significativa
los porcentajes de adhesion con respecto a su propio control (P>0.05). Sin
embargo, la adhesion se ve incrementada significativamente (~30%) a partir de
1.5 h de estimulacién, y 1 o 2 h de co-incubacién celular (Fig. 13B). No obstante,
este porcentaje es mucho menor (P<0.05) con respecto al maximo de adhesion

observado por “sedimentacion por gravedad” (control positivo).
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Figura 13A | Ensayo de adhesidn con centrifugacién. “"SG” indica ensayo de adhesién por
gravedad, y "SC” indica ensayo de adhesién con centrifugacién. El * indica diferencias
significativas respecto a su propio grupo control (P<0.05). Se muestra el promedio = SD de 4
experimentos independientes.

La adhesion inducida por el "esquema 3+3" por gravedad ("SG") alcanzé un valor
méaximo de ~60% y fue nuestro control positivo. En la figura 13A se aprecia que
ningun grupo sometido a centrifugacion (*SC”), incrementé de manera significativa
los porcentajes de adhesién con respecto a su propio control (P>0.05). Sin
embargo, la adhesion se ve incrementada significativamente (~30%) a partir de
1.5 h de estimulacién, y 1 o 2 h de co-incubacién celular (Fig. 13B). No obstante,
este porcentaje es mucho menor (P<0.05) con respecto al maximo de adhesion
observado por “sedimentacion por gravedad” (control positivo). Con 2 h de

activacion y 1 h de co-incubacion, se alcanzaron niveles de adhesion similares al
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control positivo (~60%); los cuales no aumentaron aun cuando los tiempos de
activacién y co-incubacion se incrementaron.

Estos resultados en conjunto indican que: (i) con 2 h de estimulacién por TNF-a y 1
h de co-incubacion celular, son suficientes para alcanzar el maximo de adhesion
con respecto a un ensayo de adhesion ordinario ("sedimentacion por gravedad”); y

(ii) la adhesion intercelular es dependiente del tiempo.
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Figura 13B | Ensavo de adhesion con centrifugacion. "SG” indica ensayo de adhesién por
gravedad, y “SC” indica ensayo de adhesién con centrifugacién. El * indica diferencias
significativas respecto a su propio grupo control (P<0.05). Se muestra el promedio * SD de 4
experimentos independientes.

LA PERFUSION NO ALTERA NI LA INTEGRIDAD NI LA ARQUITECTURA
ENDOTELIAL

Con la finalidad de determinar si la perfusiéon per se ocasionaba algun tipo de
alteraciéon a la membrana y arquitectura endotelial, se realizaron diferentes
aproximaciones, a través del uso de colorantes vitales, ensayos enzimaticos,

técnicas histologicas y de microscopia (electrénica y de fluorescencia).
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Viabilidad Endotelial

a) Integridad Membranal por Tinciones Vitales

Para evaluar la localizacion de posibles alteraciones espaciales y temporales —
ocasionadas por las condiciones de perfusion- en el endotelio wvascular, se
emplearon dos tinciones vitales: el ioduro de propidio (IP) y el diacetato de
diclorofluoresceina (H,DCFDA), que se evaluaron bajo condiciones de microscopia
de fluorescencia.

Inicialmente, la vena umbilical fue perfundida a diferentes tiempos, al final de los
cuales se adiciono [P (0.5 pM) al medio de perfusién. Posteriormente, se lavo el
interior de la vena, e inmediatamente después se disecté de manera longitudinal v,
se realizo un barrido de toda la preparacion bajo microscopia confocal.

En todas las regiones analizadas —de ocho venas perfundidas- nunca se detecto
fluorescencia nuclear “"roja” asociada a I[P (Fig. 14A). Estos resultados se
contrastaron con venas permeabilizadas con glutaraldehido, en las cuales se
observo una gran cantidad de nucleos positivos para [P, identificados como
manchas "rojas”, en todas las regiones de la vena (Fig. 14B). Con estos ultimos
ensayos se realizaron observaciones en diferentes planos focales, lo que permitio
observar nicleos tanto de células endoteliales como de musculo liso en un plano
superior e inferior, respectivamente. Los nucleos endoteliales presentaron una
gran irregularidad en su morfologia, ya que en ciertas zonas aparentan ser algo
elongados, mientras que en otras parecen ser ovoides.

De manera paralela se empleo la tincion con diacetato de dicloro-dihidro-
fluoresceina. Después de 15 min de incubacion, H,DCF tifio la mayor parte del
endotelio vascular y, en algunas zonas también musculio liso, en un plano superior
e inferior, respectivamente.

En todas las venas perfundidas y no-perfundidas se detecté fluorescencia asociada
a H,DCF, la cual fue identificada como “"manchas verdes” que corresponden a
citoplasmas de células viables (Fig. 15A y 15B). Ademds, estos resultados se
contrastaron con venas permeabilizadas con glutaraldehido, en las cuales nunca se

detecto fluorescencia de H,DCF (Fig. 15C).
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Figura 14 | Integridad membranal evaluada por ioduro de propidio. A) Imagen representativa de
la vasculatura perfundida durante 3 h, sin ningin dano aparente. B) Vena permeabilizada con
glutaraldehido 4%. Las "manchas rojas” corresponden a ntcleos celulares. ML, musculo liso; EC,
células endoteliales. X10 (X10 Zoom 1).

Figura 15 | Integridad membranal evaluada por diacetato de diclorofluoresceina. A) Vena no
perfundida. Las "manchas verdes” corresponden a citoplasmas celulares. X10 (X10 Zoom 1). B) Vena
perfundida durante 3 h (2 h con TNF-a y 1 h con RPMI-1640). Las "manchas verdes” corresponden a
citoplasmas celulares. X20 (X10 Zoom 2). C) Vena permeabilizada con glutaraldehido. No se detecto
fluorescencia verde asociada con células metabolicamente activas X10 (X10 Zoom 1). ML, fibras de

musculo liso; EC, células endoteliales.

Estos resultados sugieren que las condiciones de perfusion (por ejemplo, medio de
perfusion, tiempo y fuerza de rozamiento o"shear stress”, entre otros) no ocasionan
alteraciones en la integridad estructural de la membrana endotelial, ya que las
células observadas —con un citoplasma verde- corresponden a células vivas y
metabodlicamente activas, lo que se confirma con la falta de tincién roja asociada a

los nucleos celulares.
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b) Integridad Membranal por Lactato Deshidrogenasa

Paralelamente, se determino la posible liberacion de enzimas de escape como la
lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio de perfusion. Estas enzimas se localizan
en el citoplasma de todas las células, pero si la membrana se dafna las enzimas
citosolicas son liberadas al medio, donde pueden detectarse.

Durante la determinacién de LDH, se emplearon fibroblastos murinos de la linea
L929-P6 como control positivo. Estas células son sensibles al TNF-a, por lo que

después de 24 h sufren dano celular, liberando LDH al medio de cultivo (Tabla 6).

| % de LDH liberada '

i. : Control TNF-a
| [} ! J
: 1929 P6 144 +07 ‘ 42.7+586 |
| U937 | 1h Cultivo 1 h Perfusién |
' - : !
1 | }
| 8.04 + 0.6 . 34.48 + 0.1° i
i Cultivo ! 2 h RPMI | 2 h TNF-a |
| | i
' HUVECs } 15.4 £ 0.1 l 33+01°
HUVECs + 1 h U937 | 11.4 £33 i 11.2 3.1 {
i \
| Perfusién 1 2 h RPMI | 2 h TNF-a
| J
| |
; Vena \ 14.7 = 6.1 | 5.87+ 0.9° r
i s | :
] 38.1 £ 2.2 .

| Venma +1hU937 | 382 =24

Tabla 6 | Actividad de LDH en el medio de perfusion y/o de cultivo. El *
indica diferencias significativas respecto a su propio control (P<0.05). Se
indican los promedios = SD de al menos 4 experimentos independientes.

Se evalud la actividad de LDH en el medio de perfusion de venas umbilicales
perfundidas con o sin TNF-a durante 2 h, al cabo de las cuales se adicionaron
células tumorales U937 durante 1 h mas. Al término de cada uno de estos periodo

de perfusion (2 y 1 h), el medio fue colectado, centrifugado y almacenado a -70°C.
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También se perfundieron células U937 (3x10° células/ml), en ausencia de vena
umbilical, con el propdsito de valorar su posible contribucién a la actividad de LDH
detectada en el liquido de perfusiéon. Ademas, se analizo la liberacién de LDH en el
medio de cultivo de células U937 y HUVECs —obtenidas de un fragmento de 5 cm
del mismo cordén empleado en las perfusiones-, para comparar los porcentajes
respecto a la liberada en el medio de perfusion. ‘

Bajo condiciones de cultivo el porcentaje basal de la actividad de LDH de células
1929 y U937 fue de ~14 y 8%, respectivamente (Tabla 6). No obstante, la simple
perfusion de células U837 —durante 1 h, sin vena- ocasiona que la actividad se
incremente entre 4 y 5 (—34%). Posteriormente, con el fin de determinar cual era
el tiempo critico de esta liberacidn, se tomaron alicuotas a los 0, 15, 30, 45 y 60
min de perfusién y, se determino la actividad de LDH. Como se indica en la figura
16, la liberacion de LDH presentd un comportamiento tipo sigmoidal, siendo entre
0-15 y 45-60 min, los tiempos mas sensibles a la perfusion. Estos resultados
indican que la recirculacion per se ocasiona un dafno significativo a este tipo

celular.
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Figura 16 | Curva de liberacién de LDH de células U937 perfundidas durante 60 min. Las flechas
indican los tiempos mas sensibles a la perfusion. Se indican los promedios = SD de 4
experimentos independientes.
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Bajo condiciones estaticas in vitro el porcentaje basal de actividad de LDH de
HUVEGs fue de ~15% (tabla 6). Interesantemente, este porcentaje disminuyo
significativamente en presencia de TNF-a (~3%) (P<0.05). Resultados similares
fueron obtenidos en el medio de venas perfundidas con o sin TNF-a: ~5 y 14% de
LDH, respectivamente (P<0.05). Al realizar un analisis de varianza entre los
porcentajes obtenidos /n vitroy ex vivo, no se detectaron diferencias significativas
(P>0.05). Estos resultados sugieren que: (i) la perfusion per se no ocasiona un dano
significativo a la membrana endotelial; y (ii) el TNF-a afecta al ensayo de LDH.

Por otro lado, la actividad de LDH determinada en el medio de cultivo, cuando se
adicionaron células tumorales U937 a HUVECGs, fue de ~11%. Este porcentaje fue
significativamente mayor que en presencia de TNF-a (P<0.05), sin embargo, es
muy probable que este incremento se deba a la liberacién de LDH por parte de las
céelulas U937.

En experimentos de venas perfundidas con células U937, el porcentaje de la
actividad de LDH fue de ~38%. Este porcentaje es significativamente mayor que
en ausencia o presencia de TNF-a (P<0.05), sin embargo, como ya se menciono, la
perfusion ocasiona un dano significativo a las células U937 (liberan ~34% LDH).

Esto sugiere que la mayor contribucién en la actividad de LDH proviene de las

células US37 y no del endotelio vascular.

Identificacion de las Estructuras del Vaso

Todos los vasos sanguineos presentan un plano general comun de construccion

(Bruns and Palade, 1968), consistente de tres capas o tunicas consecutivas. En las

venas umbilicales pudimos identificar, por tincion H-E, estas tres estructuras antes

y despues de las sesiones de perfusion (Fig. 17):

a) La "tunica intima” consiste de una capa continua de células endoteliales
(apenas visible en la figura 17), cuya superficie luminal o interna esta en
contacto con la circulacion sanguinea, mientras que la superficie externa o
abluminal (de cara al tejido) esta cubierta por la lamina basal que no se aprecia

en la figura 17. Subyacente a ésta, se encuentra una estructura laminar
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fenestrada, conocida como lamina elastica interna, formada por una membrana
tubular y perforada, de sustancia eldstica, que tampoco se visualiza.

b) La “tinica media” estd formada principalmente por fibras musculares lisas, las
cuales estan entremezcladas con fibras de colagena y una red de fibras elasticas
(claramente visible en la figura 17). En esta capa también se localizan células
de apoyo o pericitos, que contribuyen a la estabilidad de los vasos.

c¢) La "tunica externa o adventicia”, es una capa discontinua de tejido conjuntivo

que comprende elementos celulares (por ejemplo, fibroblastos) y extracelulares

(colagena y fibras elasticas), claramente visible en la figura 17.

Figura 17 | Identificacion de las estructuras clésicas de la vena umbilical humana en un corte
transversal. TI, tinica intima; TM, tinica media; TA, tinica adventicia. Tincién con H-E. X10.

d) Estudios Morfolégicos por Inmunofluorescencia

Para evaluar la integridad estructural de la monocapa endotelial y del vaso
sanguineo después de las sesiones de perfusién, se examind por
inmunofluorescencia la expresién del factor asociado al factor VIII de coagulacion

“factor von Willebrad (FVW)” y de B-sarcoglicano en la vena umbilical antes y
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después de ser perfundida. El FVW, una glicoproteina multimérica, esta
almacenado en "vesiculas atracadas” adosadas a la membrana apical de las células
endoteliales, también denominadas “cuerpos de Weibel-Palade”. La activacién
endotelial lleva a la fusiéon de las vesiculas a la membrana vaciando su contenido
en sitios de dano. El FVW actua como una proteina acarreador para el factor VIII,
un cofactor requerido en la coagulacion, y promueve la adhesién y agregacion
plaquetaria (Fischer, et al. 1996). Por otro lado, la glicoproteina transmembranal -
sarcoglicano es un miembro del complejo distrofina, que forma un complejo con
otras dos proteinas denominadas a- y Yy-sarcoglicano, el cual se localiza en la
membrana celular de las fibras de musculo liso, cardiaco, y esquelético, y esta
ausente de las células endoteliales (Ueda, er a/ 2001, Barresi et al, 2000).
Empleando anticuerpos contra estas dos proteinas se puede distinguir facilmente al
endotelio vascular del musculo liso.

Las diferentes secciones de venas perfundidas y no perfundidas fueron tratadas
con anticuerpos contra FVW y B-sarcoglicano, y examinadas por microscopia de
fluorescencia. En concordancia con los estudios anteriores de viabilidad, la
inmunofluorescencia para FVW siempre remarcé un endotelio continuo en la zona
marginal de venas perfundidas con o sin TNF-a por 2-4 h (Fig. 18A y 19).

En la figura 18B, se muestran células musculares positivas para B-sarcoglicano
(fluorescencia roja), v en la zona marginal no tenida se pueden observar ntcleos
celulares que muy probablemente corresponden a celulas endoteliales posicionadas
en esta zona.

En todas estas imdgenes, se pueden observar nucleos tenidos en color azul con
DAPI. En general los nucleos de las células musculares aparecen elongados y
aplanados, mientras que los nucleos endoteliales presentan una forma irregular,
consistentes con descripciones previas de la literatura.

Estos resultados confirman que las condiciones de perfusion no alteran la

estructura continua de la monocapa endotelial.
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Figura 18 | Inmunofluorescencia de la vena umbilical humana perfundida durante 3 h. Después de 2
h de estimulacién con TNF se prefundieron células U937 (3x10° células/ml) por 1 h mas. A) Células
endoteliales (EC) positivas para FVW (fluorescencia roja) en la zona marginal del vaso. Las flechas
indican nucleos celulares tefnidos en azul con DAPI. X10. B) Células musculares (ML) positivas para
B-sarcoglicano (fluorescencia roja) en la tinica media y adventicia. Las flechas indican ntcleos de
células endoteliales en la zona marginal del vaso. X40.

Figura 19 | Triple tincién. Células endoteliales (EC) (fluorescencia verde) y de
musculo liso (ML) (fluorescencia roja) fueron positivas para FVW y B-sarcoglicano,
respectivamente. Nucleos celulares tenidos en azul con DAPIL. X20.
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Estudios Morfolégicos por Microscopia Electrénica de Barrido

Finalmente, la integridad estructural de la monocapa endotelial fue estudiada por
microscopia electrénica de barrido (SEM). En la figura 20, se aprecia que aun
después de 3 h de perfusion, las células endoteliales continian formando una
monocapa continua e integra.

La morfologia de la monocapa endotelial vario entre diferentes zonas de una
misma vena y, también, en distintas venas umbilicales. En ciertas zonas, las células
endoteliales presentaron un acoplamiento tipo “cable” -formando un sincicio
anatomico- (Fig. 20B y 20C), en direccion paralela al flujo sanguineo. Mientras que
en otras zonas, se distinguen células endoteliales “individuales” que presentaron
una forma elongada, hexagonal y fusiforme (Fig. 20A). Tipicamente, las células
endoteliales “individuales” presentaron de cuatro a ocho células endoteliales
vecinas (Fig. 20A) y las dimensiones de las células variaron ampliamente (3-8.8 x
10-27 pm) (Tabla 7). Longitudinalmente, las células mas pequefias presentaron
medidas de 4.7 x 10 um, mientras que las mas grandes tuvieron medidas de 3 x 27
pm. Estas dimensiones son comparables a las reportadas para vasos sanguineos de
otros mamiferos (principalmente murinos, ~10 x 30 pum) (Bruns and Palade, 1968;
Wenk et al.,, 1974).

Esta heterogeneidad morfoldgica del endotelio —en distintos sitios anatémicos- ha
sido observada desde los anos 1970s (Majno and Joris, 1978). Sin embargo, en la
actualidad se desconocen —ampliamente- las bases moleculares de este fenomeno.
Romanov et al. (1995) propusieron que este polimorfismo morfolégico podria

deberse a la heteroploidia e hipertrofia de parte de las células mononucleadas y

multinucleadas.

Ancho i Largo

‘ Dimensiones de las células endoteliales individuales
| 6.3 1.3 pm 20.0 £ 49 uym
|
|

Tabla 7 | Dimensiones de células endoteliales individuales de venas perfundidas
durante 3 h. Se indican los promedios * SD del ancho y largo de las células.
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Figura 20 | Heterogeneidad
morfolégica de las células
endoteliales de venas perfundidas
durante 3 h. El endotelio vascular
aparece integro e intacto. Las células
endoteliales se presentaron como
ceélulas “individuales” (A) o con una
apariencia tipo "cable” (B y C). En (B)
se aprecia un endotelio con una
superficie relativamente “lisa”,
mientras que en (C) se observa una
superficie “rugosa”.

Las flechas indican la direccion del
flujo.
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Por otra parte, la superficie luminal de las células endoteliales vario de lisa a
rugosa (Fig. 20B y 20C). Llama la atencién, que en muchas instancias dicha
superficie esta revestida por una cubierta molecular (el glicocalix) (Fig. 21). Wenk
et al. (1974), reportaron observaciones similares en células endoteliales altas
(HEV). Empleando microscopia electrénica de transmision (TEM), describieron que
este revestimiento —con un espesor de ~150 A- esta compuesto por un fino
material filamentoso y de granulos gruesos. Ambas caracteristicas fueron
observadas en distintas zonas del endotelio umbilical (Fig. 21).

Estos resultados sugieren que esta “"cubierta” no es exclusiva de vénulas post-
capilares de nodulos linfoides, ya que también se observo en el endotelio vascular

de venas umbilicales humanas perfundidas.

Figura 21 |La superficie luminal del endotelio esta revestida de una cubierta molecular, el
glicocalix. A) Se aprecia un revestimiento celular formado por filamentos y granulos. En (B)y (C)
se muestran granulos asociados al glicocalix. El tamano de estos granulos vario ampliamente (rango
de ~0.1-0.6 pm). C) Las flechas indican un tipo de material filamentoso, mientras que la punta de la
flecha indica un prominente granulo.
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EL ENDOTELIO VASCULAR PERFUNDIDO RESPONDE A LA ESTIMULACION POR
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a)

A continuacion nos propusimos definir si el endotelio vascular presente en la vena
perfundida era capaz de responder a estimulos fisiolégicos adicionados en forma
externa durante la perfusion. Por tanto, se evalud la produccion de nitratos/nitritos
en el medio de perfusiéon, como una medida indirecta de la produccion de 6xido
nitrico endotelial en respuesta a su activacion con TNF-a.

Las células endoteliales producen sustancias vasodilatadoras como el 6xido nitrico,
y la prostaciclina. El oxido nitrico (NO), un radical diatémico, juega una variedad de
funciones reguladoras in vivo, incluyendo vasodilatacion,
neurotransmision/neuromodulacidn, y actividad citotéxica (Ignarro et a/,, 1999). Se
ha identificado mds de una isoforma de la sintetasa de 6xido nitrico (NOS), que
normalmente estd constituida por subunidades homodiméricas con pesos
moleculares entre 125 y 155 KDa: (i) hay dos isoformas que se expresan en forma
constitutivas y que son calcio-dependientes; la endotelial (eNOS) o tipo III y la
neuronal (nNOS) o tipo I, presentes en diferentes tejidos (células endoteliales,
neuronas, neuroglias, entre otros) que producen concentraciones fisiolégicas de NO
al actuar como molécula de senalizacion intracelular; y (ii) una isoforma calcio-
independiente o tipo II, la NOS inducible (iNOS), la cual se expresa en una variedad
de tipos celulares como macroéfagos, hepatocitos, neutrofilos, y células endoteliales

en respuesta a diferentes estimulos inmunoldgicos tales como IFN-y, IL-1, o TNF-

a, y lipopolisacarido bacteriano (LPS). Una vez que se expresa la iNOS, se pueden
generar altas concentraciones de NO por periodos prolongados de tiempo (Ignarro
et al., 1999).

El NO es una molécula inestable y reacciona con especies de oxigeno y moléculas
bioldgicas para formar diferentes productos finales in vivo, que incluyen nitratos
(NOjy) y nitritos (NO,). El mejor indice de la produccién de 6xido nitrico total es la
suma de ambos productos, debido a que la proporcion relativa de cada uno de ellos
dentro de una misma muestra resulta variable (de Assis et a/., 2002).

La concentracion de nitratos/nitritos en el medio de perfusién y, en el
sobrenadante de células cultivadas (control positivo) fue determinada por un

ensayo colorimétrico basado en la reacciéon de Griess (Green et a/, 1982). En la
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figura 22 se muestra la curva estdndar, que presentd un rango linear entre 5 y 50

MM de KNO,, con un coeficiente de regresion lineal r* de 0.997.
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Figura 22 | Curva estandar para la deteccion de nitratos por la reaccion de Griess. Estandares
de KNO, (5-50 uM) fueron preparados. 500 ul de muestra se incubaron con Cd, y
posteriormente se adicionaron 1.5 ml del reactivo de Griess para formar un color azo-purpura.
El color del producto se desarrollé a temperatura ambiente, y se determind su absorbancia a
548 nm. Los resultados se corrigieron de acuerdo a la cantidad de nitratos presentes en el
medio de perfusion RPMI-1640. La linea continua indica la regresion lineal, mientras que la

linea punteada indica los datos inter- y extrapolados.

Para medir nitratos/nitritos en el medio de perfusion, la vena umbilical fue

perfundida con o sin TNF-a durante 2 h. Al término de este periodo, el medio fue

colectado, centrifugado y almacenado a -70°C. De manera paralela, se analizo la

liberacién de nitratos/nitritos en el medio de cultivo de HUVECs obtenidas de un

fragmento de 5 cm de vena umbilical del mismo cordén empleado en las

perfusiones como control positivo.

Como se puede observar (tabla 8), bajo condiciones de cultivo la concentraciéon

basal de nitratos/nitritos de HUVECs fue de 9.03 uM. Sin embargo, la presencia de

TNF-a (1 ng/ml), ocasiono un incremento significativo en mas del 50% respecto a

la basal (15.67 uM) (P<0.05). Estos resultados sugieren que el TNF-a pudo haber

estimulado la produccion de NO mediante la activacion de la iNOS.
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; Nitratos/Nitritos (uM) |
|

. : . !
l In vitro . 2 h RPMI \ 2 h TNF-a |
! | |

HUVECs [ 9.03 = 1.1 l 15.67 = 1.4°

| Nitratos/Nitritos (uM)

- Perfusién (ex vivo) | 2 h RPMI ] 2 h TNF-a
|

[ Vena l 23.24 £ 6.7" [ 39.27 £ 4.1*"

Tabla 8 | Produccion de nitratos/nitritos por células endoteliales ex vivo e in vitro.
RPMI, indica la produccidn basal de NO,/NO,; v TNF, la produccién inducida por el
TNF-a. El * indica diferencias significativas respecto a su propio control (2 h
RPMI), v~ indica diferencias significativas respecto a HUVECs (P<0.05). Se
indican los promedios £ SD de al menos 4 experimentos independientes.

Bajo condiciones de perfusién, la concentracién basal de nitratos/nitritos en el
medio de venas perfundidas fue de 23.24 pM. De manera similar a lo que ocurrio

in vitro, el TNF-a incrementd las concentraciones de nitratos/nitritos de manera
significativa (P<0.05). Interesantemente, tanto las concentraciones basales de
nitratos/ nitritos como las inducidas presentes en el medio son muy diferentes. Al
aplicar un analisis de varianza entre las diferentes concentraciones, se detectaron
diferencias significativas (P<0.05).

Estos resultados sugieren que el endotelio vascular perfundido no solo es viable
sino que ademas conserva la capacidad de responder a estimulos externos, como el

del TNF-c.

ADHESION /N VITRO POST-PERFUSION

Habiendo encontrado que la perfusion per se ocasiona dafio significativo a las
células U937, se realizaron ensayos de adhesion in vitro con células que habian
sido perfundidas durante 1 h, con el propésito de definir si las células U937
retenian su capacidad de adhesién aun después de ser sometidas a flujo.
Interesantemente, después de ser perfundidas durante 60 min, més del 90% de las
células recirculadas que se recuperaron fueron viables. Esto se determind por

tincion la exclusion de azul de tripano como indice de deteccion de las células
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muertas. Al término de los ensayos de adhesién in vitro las células fueron fijadas,

tenidas con ioduro de propidio y analizadas por microscopia confocal.

Figura 23 | Las células U937 retienen su capacidad de adhesién atin después de haber
sido re-circuladas en el sistema de perfusién. Imagen virtual: superposicion de la
imagen de transmisién (azul) y la de fluorescencia del ioduro de propidio (rojo). Ensayo
de adhesion /n vitro post-perfusion. Las células U937 fueron perfundidas durante 60
min. Las flechas amarillas indican nucleos de células endoteliales (EC), mientras que
las blancas pequenas indican nucleos de células U937, Las flechas blancas grandes
indican nucleos de celulas EC y U937 que interactian. Los “circulos” indican mas de
una célula tumoral por EC. X25 (X10 Zoom 2.5).

Los resultados muestran células tumorales U937 adheridas a HUVECs —activadas
por TNF-o- después de ser re-circuladas a través del sistema de perfusion (Fig.
23). En el plano superior se distingue a los nuicleos de las células tumorales U937
con una tincién intensa mientras que en el plano inferior se observaron los nucleos
de las células endoteliales (EC) méas elongados y con una tincién menos intensa.
Estos resultados muestran que las células tumorales U937 retienen su capacidad

de adhesion a HUVECs aun después de ser perfundidas durante 60 min.
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MARCAJE DE CELULAS TUMORALES U937

En estudios de microscopia intravital, la aproximacién mas reciente para contrastar
y visualizar las interacciones entre células tumorales y la microvasculatura /n vivo,
es el empleo de diferentes marcadores fluorescentes. En estos ensayos se
recomienda que el marcaje de las células tumorales sea citopldsmico y no nuclear,
ya que se ha observado que la tincion con naranja de acridina produce ruptura de
membranas y lisis celular dentro de los primeros min después de ser inyectadas a
la circulacién. Ademas, se ha reportado que este colorante puede modificar la
expresion de la integrina P2 (Abbitt er a/, 2000). En contraste, tinciones
citopldsmicas con calceina-AM o con micro-esferas fluorescentes, la integridad de
la membrana se preserva (Chambers et a/, 1995).

Debido a estos antecedentes y con el propdsito de visualizar la adhesién de células
tumorales U937 al endotelio de la vena perfundida in ex vivo, se realizaron las
siguientes aproximaciones: (i) marcar células U937 con el fluorocromo PKHZ26; v (ii)

tenir vasculatura con H,DCFDA.

Tincién de células U937 con PKH26

El colorante PKH26 (Kit PKH26-GL, Sigma Co.), un fluorocromo rojo que tiene una
excitacion a 551 nm, emitiendo a 567 nm, se incorpora dentro de la membrana
celular como una molécula alifatica. De acuerdo con las especificaciones del
proveedor este fluorocromo tine ceélulas vivas por periodos de hasta 100 dias, sin
ningun efecto téxico aparente. Entre las principales aplicaciones in vivo de este
colorante destacan: migracion, “homing” de leucocitos, proliferacion,
diferenciacion, control del crecimiento, embriogénesis, inmunidad antitumoral,
presentacion de antigenos, e interesantemente adhesion (Horan and Slezak, 1989).
Debido a ello, se decidié emplear este fluorocromo para hacer visibles a las células
U937, y posteriormente realizar un ensayo de adhesion /n vitro con valuar su
posible interferencia con la adhesién al endotelio, dado que este fluorocromo se
inserta en la membrana celular.

Como se puede apreciar (Fig. 24), la tincién de células U937 con el fluorocromo
PKH26 no afecto la morfologia celular, sin embargo, su incorporacién a la

membrana celular no fue homogénea, ya que la membrana de algunas células se
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tiné con mayor uniformidad e intensidad que otras. La tincion fue evaluada durante
cinco dias, a través de los cuales la intensidad de la tincién disminuy6, perdiéndose

de manera definitiva después 3 a 5 dias post-marcaje (datos no mostrados).

Figura 24 | Células U937 tenidas con el Figura 25 | La adhesién in vitro de células
fluorocromo PKHZ26. Imagen virtual que tumorales U937 a células endoteliales no se afecta
superpone la imagen de transmisién (azul) y lade  por el fluorocromo PKHZ26. Imagen virtual que
fluorescencia (roja). La fluorescencia fue evaluada superpone la imagen de transmision (azul) y la de
60 min post-tincién. Nétese que la tincién no es  fluorescencia (roja). Ensayo de adhesion in vitro
homogénea. X10 (X10 Zomm 1). con células U937 tenidas con PKHZ6. X256 (X10
Zoom 2.5).

Una vez tenidas, las células U937 se emplearon en ensayos de adhesion in vitro. En
la figura 25, se muestra que la tincién —con el fluorocromo PKH26- no interfiere
con la adhesion entre células tumorales U937 y HUVECs bajo condiciones estaticas
in vitro. Por lo tanto, procedimos a emplear las células U937 tenidas con este
fluorocromo en ensayos de perfusién ex vivo, y analizar mediante microscopia

confocal la adhesién entre células tumorales U937 y el endotelio vascular in situ.
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ADHESION DE CELULAS TUMORALES A LA VASCULATURA DE LA VENA
UMBILICAL HUMANA PERFUNDIDA

La habilidad de células tumorales U937 para desarrollar interacciones adhesivas
firmes con el endotelio vascular —-bajo condiciones de flujo-, fue examinada usando
un nuevo modelo ex vivo de vena umbilical humana perfundida.

Una suspensién de células U937 (3x10° células/ml) fue perfundida a través de
venas umbilicales pre-tratadas con o sin TNF-a (para descripcion ver “Sistema de
perfusion”, al inicio de esta seccién). La interaccién de estas células con la
vasculatura fue examinada por microscopia optica, de fluorescencia y microscopia
electronica de barrido y transmision.

Diferentes meétodos de cuantificacion han sido exitosamente empleados, tales
como: ensayos de actividad enzimatica, evaluacion por microscopia, y la
cuantificacion de radioactividad o fluorescencia de células previamente marcadas.
No obstante, aunque se requiere una labor mas intensa, la evaluacion directa por
microscopia permite una valoracion cualitativa como cuantitativa mas directa de
celulas unidas; por ejemplo, se puede distinguir la unién de agregados o cumulos

de células de células individuales unidas a la monocapa endotelial.

Evaluacion de la adhesién por tinciéon H-E

Una de las técnicas mas utilizadas en histologia es la tincién hematoxilina-eosina.
La hematoxilina es un colorante basico que tine nucleos, mientras que la eosina es
un colorante acido que tifne citoplasmas.

Los resultados indican claras diferencias entre venas estimuladas y no estimuladas
con citocinas pro-inflamatorias. En general, la estimulaciéon de células endoteliales
con TNF-a fue responsable de la adhesién intercelular de células U937 a la
vasculatura en experimentos de flujo, mientras que en venas perfundidas sin TNF-
a nunca se observo adhesion (Fig. 26). No obstante, con esta aproximacion no se
pudo observar si las células tumorales se adhirieron en o cerca de las uniones
intercelulares de la monocapa endotelial. Todas las células adheridas al endotelio
presentaron una morfologia esférica. Ademas en cortes seriados, se pudo apreciar
que en ciertas zonas no se adhirieron células tumorales, mientras que en otras se

presentaron mas de una célula. En la figura 26A, se observa que entre la célula “1”

86



RESULTADOS

y "2" existe una zona considerable desprovista de células (~140 pum), mientras que
en la zona donde se localizaron las células "2” y "3”, el espacio entre ambas fue de

solo ~20 um. Este fenomeno fue observado en distintas zonas de una misma

muestra, y también en diferentes preparaciones.

Figura 26 | Imagenes de células tumorales U937 adheridas a la monocapa endotelial estimulada
con TNF-a. Vena perfundida durante 2 h con TNF, seguido de 1 h de infusion con celulas U937
(3x10° células/ml). Al término, la vena fue incluida en Tissue-Tek y procesada para tincion con

hematoxilina-eosina. A) Las flechas indican tres células U937 adheridas a la vasculatura. X20. By
C) Dos de las tres células visualizadas en (A) observadas a mayor aumento. Notese que ambas
células estan firmemente adheridas a la vasculatura. X100,

Visualizacién de la interaccién célula tumoral-endotelio in situ con tinciones vitales
Con el fin de observar la adhesion a la vena umbilical in situ, se emplearon
tinciones vitales para visualizar tanto la vasculatura como células U937. Para ello la
vena umbilical fue perfundida con o sin TNF-a durante 2 h. Al final de este periodo
la preparacion fue perfundida con medio de perfusion libre de suero adicionado con
H,DCFDA 8 pM durante 15 min. Posteriormente, se adicionaron y perfundieron
células U937 —marcadas previamente con PKHZ6- durante 1 h. Finalmente, la vena
se disecté de manera longitudinal y, se realizé un barrido de toda la preparacién
bajo microscopia confocal. De manera que, la vasculatura fue reconocida por
fluorescencia verde asociada con H,DCF, mientras que las células tumorales fueron

visualizadas en color rojo (fluorescencia asociada con PKHZ26).
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Con esta doble tincion, se observaron interacciones heterotipicas entre células
tumorales y células endoteliales de venas pre-tratadas con TNF-o (Fig. 27A) (la
superposicion de la tincién membranal roja de PKH26 sobre la tincién verde de
H,DCF asociada a la vasculatura, generd fluorescencia amarilla en las iméagenes).
En contraste, en venas perfundidas sin TNF-a, no se observo adhesion (Fig. 27B).
Estos resultados sugieren que H,DCF y PKH26 no afectan la adhesion intercelular

bajo condiciones de flujo.

Figura 27| Imégenes de células tumorales U937 adheridas a la monocapa endotelial estimulada con
TNF-o.. Después de estimular con TNF-a por 2 h se perfundieron células U937 (3x10° células/ml) por
1 h mas. A) Las flechas en blanco indican células tumorales individuales, mientras que los circulos en
rojo indican agregados o cimulos celulares de células U937. Los circulos en amarillo indican
interacciones heterotipicas entre células endoteliales y U937. X10. B) En la vena control no se
observaron células tumorales adheridas a la vasculatura umbilical. X10 (X10 Zoom 1).

Por otra parte, reportes recientes indican que el proceso de adhesién, no solo
involucra interacciones heterotipicas, sino también de tipo homotipico entre células
tumorales, de manera que se forma un agregado celular que puede facilitar la
extravasacion de las células metastdsicas (Glinsky, er al, 2000). En el presente
trabajo se observaron pequenos agregados de células tumorales U937 en los sitios
de firme adhesion en diferentes preparaciones, lo que sugiere que también se dan

interacciones de tipo homotipico entre estas células (Fig. 27A). También, se
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observaron células tumorales adheridas de manera individual (Fig. 27A, flechas
blancas).

De manera similar a lo observado con hematoxilina-eosina, en ciertas secciones de
una misma muestra analizada, y en diferentes preparaciones, se observaron
multiples células tumorales adheridas establemente al endotelio, mientras que
otras regiones permanecieron libres de células neoplasicas. Esto puede sugerir que
existen zonas mas propensas a la adhesion y por ende a desarrollar metdstasis que

otras.

Visualizacién de la interaccién célula tumoral-endotelio por inmunofluorescencia
De manera paralela, se emplearon anticuerpos para reconocer antigenos
especificos de endotelio y de células tumorales U937 en cortes en criostato. Para lo
cual, se perfundieron venas umbilicales con células U937, y se procesaron para
inmunofluorescencia indirecta como se indica en “"Materiales y Métodos”.

Como una primera aproximacion, solo se empleo el anticuerpo anti-FVW que
reconocié un endotelio continuo en la zona marginal de venas prefundidas (Fig. 18
y Fig. 19). Interesantemente, sobre el endotelio —pre-tratado con TNF-a- se
observaron nucleos celulares tefdidos con DAPI, que -muy posiblemente-
corresponden a nucleos de células tumorales U937 (Fig. 28), ya que: (i) presentaron
una forma esférica, a diferencia de los nucleos endoteliales y/o musculares —
aplanados y elongados-; y (i) porque en general las células neopldsicas presentan
un nucleo mas prominente que las células no-neopldsicas (y por tanto una mayor
intensidad de fluorescencia; Fig. 28). En contraste, en venas perfundidas sin TNF-a

nunca se observaron nucleos celulares con tales caracteristicas.

En venas estimuladas con TNF-a, se visualizaron células tumorales individuales, o
en pequenos agregados —de 2 o mas células- haciendo contacto con el endotelio
(Fig. 28A). En algunas zonas se llegaron a presentar cambios en la morfologia
nuclear de algunas células U937, sugiriendo un posible cambio a nivel del cuerpo
celular y, con la posible formacion de protrusiones citoplasmicas requeridas para la

extravasacion vascular (Fig. 28B, flecha blanca).
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Figura 28 | Inmunofluorescencia de la vena umbilical perfundida con células U937. Las células U937
(3x%10° células/ml) se perfundieron por 60 min después de 2 h de haber estimulado al endotelio con
TNF-a. Células endoteliales positivas para FVW (fluorescencia roja) en la zona marginal del vaso.
Nucleos celulares tenidos en azul con DAPL. A) Se observan células U937 individuales o agregadas
sobre el endotelio. B) La flecha blanca sugiere cambios morfoldgicos en una célula U937, X40.

En una segunda serie de experimentos, se emplearon anticuerpos que
reconocieran antigenos para ceélulas tumorales U937. En un trabajo previo de
nuestro grupo (Montes, 2003), se identificé —por inmunocitoquimica- que la
integrina B1 se expresa en células U937 cuando se realizan ensayos de adhesion in
vitro. Sin embargo, nunca se identificaron dichas integrinas en celulas en cultivo.
Por tanto, buscamos visualizar por inmunofluorescencia la presencia de esta
integrina en células U937.

Los resultados indican que las células U937 fueron positivas para la integrina B1
(Fig. 29). La expresion de la integrina B1 se distribuyé ampliamente en la
superficie de las células tumorales U937. Al realizar inmunofluorescencia en venas
perfundidas, se encontrd que no solo la integrina 1 se expresa en las células U937
sino también en las zonas que corresponden a las tunicas media y adventicia del
vaso sanguineo. El endotelio también fue positivo para este antigeno, sin embargo,
la intensidad de fluorescencia fue menor a la observada en las otras estructuras de

la vena (Fig. 30).
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Figura 29 | Distribucién de la integrina 1
en la superficie de células U937. U937
fueron marcadas con anticuerpos anti-

integrina B1. Inmuno-reactividad revelada

por fluorescencia con anticuerpos

Figura 30 | Expresién de la integrina B1 en las
secundarios acoplados a: A) FITC; B) estructuras de la vena umbilical. Inmuno-reactividad

rodamina, Nticleos celulares tefidos con revelada por fluorescencia con anticuerpos
DAPL. X100. secundarios acoplados a FITC. Nucleos celulares
tenidos con DAPI. X20.

Cuando se perfundieron células tumorales a través de venas pre-tratadas con TNF-
o, tanto el endotelio como las células U937 fueron positivas para la integrina B1
(Fig. 31). Con estos ensayos, se visualizaron contactos estrechos entre las
membranas de ambos tipos celulares (adhesiéon heterotipica) o del mismo tipo

celular (interaccion homotipica) (Fig. 31B y 31C).
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Figura 31 | Expresién de la integrina 31 en células U937 v en el endotelio vascular. Vena umbilical
perfundida 2 h con TNF-a y, posteriormente 1 h con células U937 (3x10° células/ml). A) Se observan
células U937 individuales o agregadas sobre el endotelio. X40. B) Dos células U937 interactuando
entre si (adhesion homotipica) y con el endotelio (adhesion heterotipica). X100. C) Interaccién
heterotipica entre el endotelio vascular y una célula tumoral U937. X100.
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Como una caracteristica constante de este trabajo, en cortes seriados se
observaron zonas desprovistas de ceélulas tumorales mientras que en otras se

observaron multiples células neoplasicas adheridas al endotelio (Fig. 31A).

Adhesién de células tumorales a la vasculatura: estudios por microscopia
electrénica de barrido
Finalmente, la adhesidon de células tumorales circulantes a la vasculatura fue

examinada por microscopia electronica de barrido (SEM).

Morfologia de las células tumorales U937

Previo al estudio de la adhesion, se realizo SEM para observar la morfologia de las
células tumorales U937. Los resultados indican que la mayoria de las células son
esféricas y, unas pocas presentaron cierta asimetria o polarizacién (Fig. 32). Sin
embargo, la principal heterogeneidad fue observada en la superficie de las células.
En general se observaron células que exhibieron vesiculas (tipicas de leucemias
megacariociticas), micro-vellosidades y/o crestas ("ruffles”) en su superficie.
Mientras que otras presentaron una superficie relativamente lisa (Fig. 32). El
didmetro promedio de las células tumorales fue de 8.6 = 0.9 pm.

Durante la realizacién de este trabajo se observo una gran cantidad de células con
un nimero variable de microvellosidades en su superficie, ya que ciertas regiones
del cuerpo celular carecieron de microvellosidades (Fig. 32B). Esto Gltimo quizas se
deba al grado de diferenciacion.

Las células des-diferenciadas presentan superficies con pocas microvellosidades.
Esto contrasta con observaciones en linfocitos T y B que expresan un numero
variable de microvellosidades dependiendo de su estado de maduracién, grado de
estimulacién y/o activacion (Bhalla er a/, 1979). En leucocitos la presentaciéon de
estas estructuras es critica para la formacién de contactos estables con el endotelio
vascular (von Adrian et al/, 1995). Por otra parte, la longitud de las micro-
vellosidades —presentadas por las células tumorales U937- varié desde 0.64 hasta
3.52 um; dimensiones comparables a las presentadas por leucocitos (von Adrian et

al., 1995).
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Hetero
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Figura 32 | Heterogeneidad de la superficie de células U937. Cultivo celular asincrénico de 24 h, fijado vy
procesado para microscopia electronica de barrido. A) Se muestran dos células representativas con
diferentes caracteristicas superficiales. Las vesiculas ocupan la mayor parte del cuerpo celular. B) Célula
tumoral que presenta una distribucién heterogénea de micro-vellosidades en su superficie. C) Se
muestran diferentes morfologias superficiales de células tumorales U937. Las flechas indican dos células
con cierta asimetria.
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Visualizacion de la adhesion célula tumoral-endotelio

Sesenta min después de la infusién de células tumorales U937 —a la vena umbilical
pre-tratada con TNF-a-, se evalud su adhesion a la cama vascular. La mayoria de
las células unidas -individuales o en pequenos agregados (Fig. 33A)- mostraron
una forma esférica (Fig. 33B), mientras que otras presentaron una forma aplanada
tipo “disco” (Fig. 33C). Este cambio morfolégico correlacioné con la disminucion de
“estructuras” superficiales en la cara luminal de las células tumorales.
Interesantemente, al parecer estas ceélulas emitieron protrusiones citoplasmicas
dirigidas hacia la cama vascular (protrusiones citopldsmicas heterotipicas, PCHt), o
haciendo contacto entre ellas (protrusiones citopldsmicas homotipicas, PCHm) (Fig.
33D). Sin embargo, el cambio de una forma esférica a una forma aplanada no fue
requisito para que las células U937 emitieran proyecciones hacia la vasculatura,
aunque se observo cierta polarizacion (Fig. 34A y 34B). Las proyecciones
citoplasmicas se prolongaron por varias micras sobre la cubierta celular, y al
parecer penetraron en ella (Fig. 34C y 34D).

Los cambios mencionados arriba, también son observados durante el proceso
inflamatorio, donde los leucocitos sufren cambios morfolégicos, pasando de una
forma esférica a una forma elongada (Owen and Bhalla, 1983). También, se han
observado dos o mas linfocitos adheridos al endotelio y haciendo contacto entre
ellos por medio de microvellosidades (van Ewijk et al, 1975). Estos resultados
sugieren que las células tumorales utilizan mecanismos de adhesion similares, si
no idénticos, a los que ocurren en células no-neoplasicas durante procesos
fisiolégicos tales como el trafico de células inmunes.

Con frecuencia se observaron agregados de dos o mas células en diferentes
segmentos de una misma preparacion y, en diferentes muestras analizadas (Fig.
33A), implicando que este fendmeno no es un evento “raro” sino mas bien
“comun”. Ademds, otros autores han reportado observaciones similares con
distintas lineas tumorales (Glinskii et a/, 2003). Sin embargo, al parecer este
fenomeno no solo estd restringido a células neopldsicas, ya que también los

leucocitos lo presentan (Farr and DeBruyn, 1975; van Ewijk et al., 1975).
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Figura 33 | Adhesién de células tumorales U937 a la vasculatura de la vena umbilical humana
perfundida con TNF-a visualizada por microscopia electronica de barrido. Después de estimular al
endotelio por 2 h con TNF-a se perfundieron células U937 (3x10° células/ml) por 1 h més. A) Se
observan células endoteliales individuales. En algunas zonas se observa un endotelio desprovisto de
células tumorales, mientras que en otras se observan células firmemente adheridas. Las flechas
indican células individuales, mientras que las cabezas de las flechas indican pequenos agregados de 2
o mas células U937. B) Células U937 con una morfologia esférica. Nétese que las células estan
haciendo contacto entre ellas. Aqui el endotelio presentd una apariencia tipo “cable”. C) Cinco células
U937 con una morfologia aplanada. El endotelio esta revestido por el glicocalix. D) Célula U937
haciendo contacto con el endotelio y con otra célula tumoral. Al parecer, su superficie luminal presenta
una disminucion de estructuras “superficiales”. PCHm, proyeccién citoplasmica homotipica; PCHt,
proyeccioén citoplasmica heterotipica.
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Figura 34 | Adhesion de células tumorales U937 a la vasculatura de venas umbilicales perfundidas con
TNF-a visualizada por microscopia electrénica de barrido. Después de estimular al endotelio por 2 h
con TNF-a se perfundieron células U937 (3x10° células/ml) por 1 h mas. A) Célula U937 esférica con

crestas o "ruffles” en su superficie. En su lado basal se observa la emision de una proyeccion
citoplasmica o pseuddpodo que hace contacto con la cubierta molecular; el glicocalix de la vasculatura.
B) Célula U937 asimétrica o polarizada. Su superficie es relativamente lisa en el polo donde no se
emitieron proyecciones, Las flechas indican varias proyecciones que se prolongan mas alla de 5 um. C)
y D) Aumentos de (A) y (B) respectivamente. C) Las flechas punteadas indican un posible
desprendimiento o levantamiento del glicocalix en el sitio donde se posiciono el pseudépodo. D) Los
numeros (1-5) indican el nimero de proyecciones emitidas por la célula tumoral U937. Se aprecia una
gran cantidad de granulos sobre el glicocalix.

Por otro lado, con este tipo de estudios, se observaron células tumorales adheridas
en o cerca de las uniones inter-endoteliales (Fig. 35), donde se propone que las
células tumorales extravasan hacia el interior del tejido blanco. En ciertas regiones

una sola célula tumoral U937 estuvo rodeada por seis células endoteliales (Fig.
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35A), mientras que en otras instancias estuvo rodeada de solo tres células
endoteliales (Fig. 35B). Sin embargo, nunca se observé retracciéon del endotelio en
las zonas de adhesion.

Asimismo, no se observaron células tumorales posicionadas en el “domo” de
células endoteliales individuales, quiza como resultado de disminuir al méaximo las

fuerzas de rozamiento ocasionadas por el flujo laminar (2.2 dinas/cm?® ).

Figura 35 | Adhesién de células tumorales U937 a las uniones inter-endoteliales de la vasculatura
visualizada por microscopia electrénica de barrido. Después de estimular al endotelio por 2 h con TNF-
o se perfundieron células U937 (3x10° células/ml) por 1 h mas. A) Se muestra una célula tumoral
U937 posicionada en las uniones inter-endoteliales. Dicha célula se encuentra rodeada por seis células
endoteliales (EC). B) Otra célula U937 adheridas a la vasculatura. Notese que las células tumorales
nunca se coloraron en el "domo” de las células endoteliales individuales. Ambas células
permanecieron esféricas. No se aprecia un glicocalix prominente.

Estudios cuantitativos fueron realizados contando el nimero de células tumorales
U937 por unidad de 4rea (1 u.a. = 0.2 x 10° cm®). El promedio total de células
adheridas al endotelio de venas pre-tratadas con TNF-a, fue significativamente
mayor (P<0.01) que el alcanzado en venas perfundidas solo con medio RPMI-1640
(Fig. 36 y Tabla 10). Resultados similares han sido obtenidos con HUVECs
estimuladas con citocinas pro-inflamatorias y con diferentes lineas celulares, bajo

condiciones de flujo fisiolégico (Giavazzi et al., 1993; Toézeren et al., 1995).
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| Vena perfundida Ntmero de células U937 |
| |
'| Control (RPMI-1640) 5+ 1 ;
| |
] TNF-a 236 + 63°

Tabla 10 | Nimero de células tumorales U937 adheridas al endotelio vascular. La vena
umbilical fue perfundida con o sin TNF-a (1 ng/ml) durante 2 h, al cabo de las cuales se
adicionaron células tumorales U337 (3x10° células/ml) durante 1 h. Al final de cada
ensayo, las muestras fueron fijadas y procesadas para SEM. Los experimentos fueron
realizados con una t = 2.2+0.2 dinas/cm®. El " indica diferencias significativas
(P<0.01). Se indican los promedios * SD de al menos 5 experimentos independientes.
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Figura 36 | Nimero de células tumorales U937 adheridas al endotelio vascular se
incrementa en respuesta al tratamiento con TNF. La vena umbilical fue perfundida con o
sin TNF-o (1 ng/mi) durante 2 h, al cabo de las cuales se adicionaron células tumorales
U937 (3x10° células/ml) durante 1 h. Al final de cada ensayo, las muestras fueron fijadas

y procesadas para SEM. Los experimentos fueron realizados con una t = 2.2*x0.2
dinas/cm?®. El "* indica diferencias significativas (P<0.01). Se indican los promedios * SD
de al menos 5 experimentos independientes.

En muchas instancias, se observaron multiples células adherentes localizadas en
extensas zonas de la vena umbilical, mientras que el resto del vaso permanecio
libre de células neoplasicas. Interesantemente, la mayor densidad se presento en

“depresiones” de la vasculatura y en el endotelio revestido por el glicocalix. Estas
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observaciones sugieren la existencia de zonas més propensas dentro de la
vasculatura, que presentan una mayor habilidad para albergar células tumorales

que otras (Fig. 37) (Glinskii et al., 2003).

!

Zona
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Figura 37 | Heterogeneidad o zonas més propensas ("hot spots”) dentro de la vasculatura, que
presentan una mayor habilidad para albergar células malignas. La vena umbilical fue perfundida con
TNF-o (1 ng/ml) durante 2 h, al cabo de las cuales se adicionaron células tumorales U937 (3x10°
celulas/ml) durante 1 h. A) Las flechas "punteadas” indican una posible zona de “transicion”, que
presenta un numero disminuido de células U937 adheridas a la vasculatura. Las flechas continuas
indican el inicio de una region totalmente desprovista de células tumorales. B) Imagen representativa
de una zona con “alta densidad” de células adherentes, Se observa la presencia de pequenas
“depresiones” con un nimero significativo de células adheridas. C) Se aprecia que aln dentro de una
misma region, existen zonas desprovistas de células y otras con un gran numero de células adheridas.
Cabe mencionar que esta alta densidad celular correlaciona con una depresion o valle dentro de la
vasculatura. D) Aumento de la region que corresponde a la “depresiéon” observada en (C). Aun dentro
de este “valle” existe una heterogeneidad para albergar células tumorales.
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Al parecer todas las células tumorales U937 se arrestaron en la cama vascular
mediante adhesion al endotelio y no por restricciéon de tamano, ya que las células
residieron en un vaso que excede significativamente el tamano de las células
tumorales individuales (8.6+0.9 um) o en agregados. Esto sugiere —al menos para
este modelo- que la adhesion heterotipica al endotelio, mas que por restriccion de
tamarno, se da como resultado de cambios en la superficie apical del endotelio que

le permite la interacciéon y union firme con las células tumorales U937.

Adhesién y trasmigracién de células tumorales a la vasculatura: estudios por
microscopia electrénica de transmisién

Durante los anos 1960s y 1970s se llevaron a cabo numerosos estudios sobre el
modo de migracion de los leucocitos en venulas post-capilares durante la respuesta
inflamatoria. Actualmente, se acepta que la trasmigraciéon de linfocitos ocurre
entre las uniones intercelulares de las células endoteliales, y no a través de su
citoplasma (el punto de vista que prevalecia en ese tiempo; Marchesi and Gowans,
1964).

Por otro lado, en la seccién anterior se observé —por SEM- la emision de
protrusiones citoplasmicas, por lo que se llevaron a cabo ensayos de microscopia
electrénica de transmision (TEM), con el propdsito de definir el posible inicio de la
trasmigracion de células tumorales a la vasculatura.

En la figura 38A, se muestran dos células tumorales U937 posicionadas encima del
endotelio vascular. Ambas células presentaron una morfologia esférica y, no se
observé la emision de proyecciones citoplasmicas hacia la vasculatura.

Con este tipo de estudios se observaron facilmente las tunicas: intima y media.
Subyacente a la monocapa endotelial y ldmina basal, se localizé una ldmina elastica
interna muy desarrollada. Sin embargo, la ldmina basal, los limites
interendoteliales, y el glicocalix no fueron identificados facilmente.

Por otra parte, se observé una célula tumoral migrando a través de la monocapa
endotelial. Una gran parte del cuerpo celular de esta célula estuvo en contacto con
el endotelio. Interesantemente, se observo la emisién de un pseudépodo, el cual se

bifurco en dos proyecciones de diferente longitud. Una de estas prolongaciones se
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extendio mas alla de 12 um, y correlacioné con una disminucién en el grosor de la

misma (Fig. 38B).

Figura 38 | Adhesién y extravasacién visualizadas por microscopia electrénica de transmision.
Segmento de una vena umbilical perfundida con TNF-a. Después de estimular al endotelio por 2 h
con TNF-u se perfundieron células U937 (3x10° células/ml) por 1 h mas. A) Dos células tumorales

U937 posicionadas sobre el endotelio vascular. La lamina elastica interna esta muy desarrollada.
X2000. B) Una célula tumoral trasmigrando la pared vascular. La flecha punteada indica el sitio de
bifurcacién del pseuddpodo, vy las flechas continuas indican dos prolongaciones del mismo
pseudopodo. Una de estas proyecciones se extendié maés alla de 12 um. X4000. EN, endotelio; LEI,
lamina elastica interna; TM, tdnica media; Ps, Pseudépodo; N, ntcleo celular. Barra = 2 um.

Ademas, el diametro de la célula tumoral se redujo ~2 pm en comparacién con
células adherentes no migrantes (8.6 um), vy el nucleo celular ocupé una gran parte

del cuerpo de la célula (~4 pum).

Observaciones similares han sido realizadas durante el proceso de trasmigracion
leucocitaria, durante la respuesta inflamatoria. (Estos resultados sugieren que las
células tumorales utilizan mecanismos de migracién similares, si no idénticos, a los
que ocurren en células no-neoplasicas durante procesos fisiolégicos tales como el

trafico de células inmunes).
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En conjunto, hemos adaptado técnicas de perfusion de drganos para la perfusion de

la vena umbilical humana y empleando técnicas fisicas para la determinacién de

parametros hemodindmicos, técnicas bioquimicas y diversas variantes de

microscopia Optica, de fluorescencia y microscopia electronica de barrido y de

transmision. Nuestros resultados apuntan a que hemos logrado montar un sistema

de perfusion de la vena umbilical humana que:

- presenta una fuerza de rozamiento o “shear stress” similar al fisiolégico

- presenta flujo laminar

- elimina rapidamente los codgulos y la sangre residual

- mantienen la viabilidad del endotelio vascular por mas de 3 h

- mantiene integra la monocapa endotelial

- mantiene un endotelio capaz de producir ¢xido nitrico en respuesta al TNF-a

- permite perfundir suspensiones celulares como las del linfoma humano U937

- permite la adhesion de las células tumorales humanas U937 a la membrana
apical de las células del endotelio de la vena umbilical y al glicocalix endotelial
cuando este esta presente

- permite a las células tumorales U937 la formacion de pseudépodos vy
lamelipodios tanto en la membrana luminal de las células endoteliales cuando
se encuentra libre del glicocalix, como sobre el glicocalix endotelial

- permite visualizar procesos de extravasacion de las células tumorales U937 a

través de la monocapa endotelial
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DiscusiON

En este trabajo describimos un nuevo sistema de perfusion ex vivo de vena
umbilical humana, el cual permitié observar y estudiar las complejas interacciones
entre celulas tumorales U937 y el endotelio vascular in situ, durante el proceso de
metastasis tumoral en un contexto mas cercano al fisioldgico.

La diseminacion de las células tumorales se la principal complicacion asociada con
desordenes malignos, responsables del ~80% de las muertes ocasionadas por
rumores en humanos. Dado que las metastasis ocurren de manera interna ha sido
dificil estudiar este proceso. Por lo que, es necesario desarrollar modelos que
permitan alcanzar un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares que
regulan el proceso de la metastasis y de las complejas interacciones entre las
células metastasicas y el microambiente del hospedero, con el propésito de
desarrollar mejores terapias que limiten y/o prevengan la expansion de células
tumorales hacia organos distantes.

Se ha postulado que uno evento clave en la diseminacion metastasica es el arresto
de la célula tumoral y su adhesion a la microvasculatura de los 6rganos blanco.
Para estudiar estas interacciones, se han desarrollado diferentes aproximaciones in
vitro e in vivo. Los primeros experimentos que demostraron la adhesion de células
tumorales al endotelio vascular, fueron realizados en sistemas de cultivo estaticos
(Kramer and Nicolson, 1979). No obstante, una explicacion completa de los
mecanismos que median las interacciones entre células tumorales y endoteliales
debe considerar las fuerzas fisicas asociadas al flujo sanguineo, por ejemplo, la
fuerza de friccion o “shear stress”, o la forma parabdlica del flujo laminar que
ocurre dentro de la vasculatura. Desafortunadamente, los ensayos de adhesion en
condiciones estaticas no consideran estos fendmenos, y miden la adhesién celular
como un solo evento, en vez de analizarlo como una consecucién de etapas. Con
modelos de cdmaras de flujo o vasos sanguineos artificiales, que reproducen
condiciones hemodindmicas sanguineas, sugieren que las interacciones entre las
células tumorales y el endotelio involucran un rodamiento o “rolling” como el que

median las selectinas y adhesiéon dependiente de integrinas bajo condiciones de
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flujo (Giavazzi et al., 1993; Patton et al, 1993; Brenner et a/, 1995; Simiantonaki
er al, 2002; Pu er al, 2002). Si bien los cultivos de monocapas de células
endoteliales constituyen un modelo experimental practico, este carece de diversos
aspectos estructurales de los vasos in vivo. El fenotipo endotelial definido en
cultivos /n vitro difiere del que se tiene /n vivo (Augustin et a/,, 1994), al menos en
tres aspectos: (i) En cultivo, las células endoteliales estdn constantemente
estimuladas por factores y mitdégenos del suero impulsando su proliferacion,
contrario al estado quiescente /n vivo en el que se encuentran. (ii) En cultivo, las
células endoteliales no estan expuestas a la fuerza de rozamiento (o “shear
stress”), capaz de regular la expresion génica (Gimbrone, 1997; Chen et a/.,, 2001;
McCormick et al/, 2001) y (ii}) /n vivo, las células endoteliales forman un sincicio
funcional apoyado sobre su lamina basal y otros componentes de matriz
extracelular, con interacciones con células del musculo liso. Indudablemente, todas
estas caracteristicas podrian contribuyen a la funcién endotelial /n vivo. De hecho,
se ha demostrado que en ausencia de una ldmina basal, se afectan diferentes
funciones. Por ejemplo, las células epiteliales de mama, expresan muy poca o nada
de proteinas de leche aun cuando se cultivan con hormonas lactogénicas como la
hidrocortisona y prolactina (Streuli and Bissell, 1990; Streuli et a/, 1991). También
se ha reportado que in vitro, la composicion de la ldmina basal (laminina, coldgena
tipo IV, entactina y proteoglicanos de tipo heparan sulfato) difiere de la encontrada
in vivo (Streuli and Bissell, 1990). Con el fin de superar las limitaciones de los
sistemas de cultivo, en los ultimos anos se han desarrollo sistemas de estudio in
vivo, empleando animales inmunodeficientes o singénicos y aplicando técnicas de
microscopia intravital, para la formacion de metastasis en diferentes o6rganos
(Chambers et al,, 1995; Paris et al, 1999; Yang et a/, 1999; 2002). No obstante,
por limitaciones técnicas estos sistemas proporcionan informacién molecular
limitada de las moléculas de adhesién intercelular relevantes en la metastasis.

Por tal motivo, diferentes grupos han perfundido algunos vasos humanos, como
vena safena, venas y arterias umbilicales, y cotiledones de placentas en término.
En la mayoria de estos estudios se han estudiado los efectos de la fuerza de
rozamiento o “shear stress” sobre la funcién endotelial, la adhesién de leucocitos al

endotelio, o problemas cardiovasculares, tales como, aterosclerosis, preclampsia y
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el origen de venas varicosas (Akar et al., 1994; Wieczorek et al., 1995; Bougelet et
al, 1998; Gan er al/, 1999, 2000a, 2000b; Doroudi er al, 2000; Georgiou er al.,
2001; Crowley ar al, 2002). Sin embargo, ningun grupo ha estudiado las
interacciones entre células tumorales y el endotelio vascular utilizando modelos de
venas humanas.

En el presente trabajo se analizaron las interacciones de células tumorales U937
con el endotelio vascular usando un nuevo modelo ex vivo de vena umbilical
humana perfundida. El uso de este tejido humano presenta ventajas sobre otros
modelos, ya que (i) es un vaso diferenciado que presenta caracteristicas similares —
si no idénticas- a las de la micro-vascular donde ocurre la adhesion de células
metastasicas; (ii) se reproduce el comportamiento laminar del flujo, y los niveles de
la fuerza de rozamiento o “shear stress” encontrados en vénulas post-capilares; (iii)
la integridad membranal y estructural de la monocapa endotelial, y algunas de sus
propiedades funcionales no se encuentran alteradas; (iv) funciona como modelo
para estudiar los procesos de adhesién que ocurren durante la metdstasis; y (v)
permite estudiar las moléculas que participan en la interaccion entre células

tumorales humanas U937 y el endotelio vascular in situ.

ELECCION DEL MEDIO RPMI-1640 COMO SOLUCION DE PERFUSION

La eleccion de un medio de perfusion es un factor critico durante el montaje y
desarrollo de un sistema de perfusion, y depende de numerosas variables. Por
ejemplo, las investigaciones que estan interesadas en funciones metabdlicas
"intracelulares” emplean medios basados en mezclas de glutamato (o aspartato) de
potasio y sacarosa (o taurina), que se asemejan al interior de la célula, mientras
que las interesadas en electrofisiologia utilizan soluciones basadas en fluoruros,
principalmente fluoruro de cesio, ya que el cesio reduce la conductancia del potasio
(Baker, 1984).

Por el contrario, en diferentes preparaciones de “dérganos aislados” perfundidos, se
emplean soluciones fisiologicas salinas, sangre completa o fluidos basados en
plasma. Sin embargo, con este ultimo fluido no se han obtenido resuitados
consistentes (Linask er a/, 1978). El uso de sangre completa ocasiona multiples

complicaciones en el curso de los experimentos, tales como agregacién de
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eritrocitos, precipitacion de proteinas, y la formacion de espuma y codgulos (Ddring
and Dehnert, 1986). El medio de perfusién comunmente empleado en diferentes
preparaciones perfundidas —cardiacas, hepaticas, cerebrales y de la glandula
adrenal- es la solucién salina de Krebs-Ringer (compuesta por sales inorganicas)
(Tabla 11) (Mortimore, 1961; Papaikonomou, 1977; Sibley and Whitehosue, 1979;
Doéring and Dehnert, 1988; Mehvar and Zhang, 2002).

En los anos 1960s y 1970s, se vio la necesidad de formular soluciones mas
complejas si los ensayos de perfusion duraban mas de 60 min, ya que la actividad
de ciertos érganos y/o tejidos disminuia (por ejemplo, la fuerza contractil del
corazon). Estas soluciones (por ejemplo, CMRL-1415) contenian —a parte de las
sales usuales- aminoacidos, coenzimas, piruvato y otros componentes (Linask et
al, 1978). Sin embargo, de acuerdo con Déring y Dehnert (1986), el empleo de
tales soluciones no son requeridas para estudios de perfusiéon que duren <1 h.

Ya que el tiempo optimo de los ensayos de adhesion in vitro (mediante
sedimentacion por centrifugacion) es de 3 h para alcanzar el maximo de adhesion
nos propusimos mantener la preparacion en condiciones funcionales por el mismo
tiempo (Fig. 13). Este periodo supera por mucho el tiempo sugerido por:Doring y
Dehnert (1986). Debido a estos antecedentes, y ya que la presencia de:cationes
divalentes podrian ser necesarios para el mantenimiento de las interacciones entre
células tumorales y el endotelio vascular, probamos diferentes medios de cultivo —
que son mas complejos que la solucion salina Krebs-Ringer-, para definir si estos
favorecian al ensayo de adhesion.

Los resultados obtenidos indicaron que la adhesion heterotipica entre células
tumorales U937 y ceélulas endoteliales -activadas por el TNF-a-, se ve
incrementada de manera significativa en presencia de medio RPMI-1640 con
respecto a los demas medios empleados (DMEM, M199, MEM vy, Krebs-Ringer) (Fig.
7), ya que presentd el mayor porcentaje de adhesién (~60%).

Aunque es dificil de explicar las bases de las diferencias (mayor adhesién en
presencia de RPMI-1640), podemos plantear varias alternativas. La naturaleza de
las células endoteliales y que provienen de diferentes cordones umbilicales puede
contribuir a este hecho. Por esta razon en todos los ensayos se mezclaron células

de diferentes cordones umbilicales. Ademas, en un estudio previo de laboratorio se
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observo que el porcentaje de adhesion no cambia aun si se emplean células
endoteliales derivadas de un solo cordén (Montes, 2003). Otra posibilidad es la
contribucién de cationes divalentes (Ca** y Mg“} a las uniones intercelulares. Las
interacciones de integrinas y selectinas con sus respectivos ligandos, son un
proceso dependiente de cationes, que ocurre con afinidades relativamente bajas
(10° M) (Edelman et a/., 1995). Las concentraciones de Ca** presentes en el medio
RPMI-1640 son 2.3 veces mayores que las encontradas en los demas medios de

cultivo (DMEM, M199 y MEM), y 3.3 en la solucion salina Krebs-Ringer.

Composicion de medios (mM)

| RPMI-1640 | DMEM | M199 | MEM J Krebs-Ringer
NaQl | 1001 | 10851 | 11635 | 11635 | 12491
KCl ; 6.84 ' 5.36 ! 6.84 i 5.36 5 4.75
KH,PO, | - | S — i N ; 12
MgSO, | 0.405 | 0813 | 0813 | 0813 | 1.2
NaHCO, J| 23.8 44.04 28.56 | 28.56 | 24.0
CaCl, | - 1.8 [ 1.8 ! 1.8 I 1.27
| | | J
D-glucosa_j 11.09 | 24.97 ! 55 : 55 | 5.0

Tabla 11 | Composicién de diferentes medios de cultivo. Se indican las concentraciones de diferentes
sales inorganicas. * El medio RPMI-1640 contiene Ca®* en forma de Ca(NO,), 4H,0 (4.23 mM).

Ademas, estudios in vitro indican que modificando las concentraciones de cationes
se obtienen cambios en la afinidad de ciertos receptores para integrinas (Gailit and
Ruoslahti, 1988). Esta Gltima evidencia sugiere que la pequena diferencia en las
concentraciones de Ca’*, pudiera haber contribuido a una mayor adhesién entre

células tumorales U937 y células endoteliales en presencia de medio RPMI-1640

bajo condiciones de cultivo.

ELIMINACION DE LOS CONTENIDOS ENDOGENOS DE LA VENA: POSIBLES
ELEMENTOS CONTAMINANTES

En la mayoria de los modelos de perfusion la eliminacién de los restos sanguineos,

es importante para que los resultados no se alteren por liberacién accidental de
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estos componentes (Al-Mehdi et al., 2000; Glinskii et a/., 2003; Babbs, 1994). En
pulmones de rata prefundidos, por ejemplo, se requiere un volumen ~100 ml para
que lleguen a estar libres de sangre, que va acompanado de un cambio de color del
organo de rojo a un tono blanquecino (Babbs, 1994). A diferencia de otros modelos
de perfusion, en estudios de vasos sanguineos humanos (por ejemplo, vena
umbilical), no mencionan el volumen ni el tiempo requerido para eliminar cuagulos
y restos sanguineos (Bougelet er a/, 1998; Gan et al, 1999). Por tanto, una de
nuestras primeras tareas fue definir el tiempo y volumen de lavado necesarios para
eliminar los componentes endogenos de la vena umbilical.

Los resultados indicaron una gran variaciéon de los contenidos enddgenos de la
vena, lo que sugiere una gran variacion de la cantidad de contaminacion entre las
diferentes venas umbilicales (Fig. 10). Sin embargo, después de 10 min de lavado y
utilizando ~10 ml de medio RPMI-1640 libre de suero, los restos sanguineos de las
venas fueron eliminados casi en su totalidad. Lo anterior fue confirmado mediante
estudios por microscopia electrénica de barrido, que demostré que después de
lavado la vena umbilical se encontraba desprovista de coagulos y restos sanguineos
(Fig. 12).

En respuesta a (cudlgs podrian ser los posibles candidatos que pudieran estar
absorbiendo a las longitudes de onda detectadas (270, 410 y 558 nm) en el liquido
de lavado?, podemos proponer lo siguiente. La hemoglobina —contenida en los
eritrocitos- es seguramente un contaminante de la vena umbilical. Tanto su estado
de oxidacion, como la presencia o ausencia de oxigeno molecular, se traducen en
cambios en su espectro en la zona del visible, la zona caracteristica de su grupo
prostético, el grupo hemo. En la figura 39, se muestra el espectro de absorcién de
las hemoglobinas oxigenada y desoxigenada. Como se puede observar, la
oxihemoglobina (o hemoglobina oxigenada) presenta dos picos de absorcién: uno a
540 nm y otro a ~575 nm; mientras que la desoxihemoglobina (o hemoglobina
desoxigenada) absorbe muy cerca de los 558 nm.

Los grupos hemo de los citocromos reducidos [Fe(II)] tienen espectros detectables

de absorcion visible, que constan de tres picos: las bandas @, B y y (Voet and Voet,
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1995). La longitud de onda del pico a, es util para diferenciar los distintos

citocromos (Fig. 40).

Absorbancis relsiiva
@

Longitud de onda (nm)

Figura 39 | Espectros de absorcién de oxi- y desoxihemoglobina. Ambas corresponden a los diferentes
estados de oxigenacion de la variante reducida (Fe®"). Tomado de Voet and Voet (1995).

Citocrome C

Absorbancia relatva

00 400 500 B00

Longitud da onda (nm)

Figura 40 | Espectro de absorcién visible del citocromo ¢ reducido que muestra sus bandas de
absorcién caracteristicas «, f, y y. Tomado de Voet and Voet (1395).

T
Citocromo a | 439 ‘ ! 600
Citocromo b __} 429 ! 532 i 563
Citocromo ¢ ‘ 415 l 521 ; 550 ?
Citocromo c, i 418 F 524 ' 554

Tabla 12 | Absorbancia maxima de los citocromos a, b, ¢, y ¢,. Tomado de Voet and
Voet (1995).
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Como se indica en la tabla 12, los citocromos cy, ¢, @ y ¢, Y, (subrayados y en
negritas), absorben a longitudes de onda muy cercanas a las registradas en el
eluido de la vena umbilical.

Por otro lado, las transaminasas, constituyen un grupo muy importante de enzimas
de escape. En este caso el grupo prostéetico es la vitamina B6, en sus dos versiones,
tanto en su forma de fosfato de piridoxal (PLP), como de fosfato de piridoxina
(PMP). La primera de ellas es de un color amarillo muy intenso, lo que se traduce
en la presencia de bandas de absorciéon centradas sobre los 360 y 420 nm. La
segunda especie enzimatica, la que contiene PMP, solo absorbe a los 330 nm (Voet
and Voet, 1995).

Por lo tanto, en base a esta evidencia —aunque obviamente se necesitan mas
estudios-, se pueden proponer a estas proteinas y a la hemoglobina —presentes en
el interior de las células- como los posibles elementos que absorben a las
longitudes de onda registradas en el eluido de la vena umbilical. Es muy probable
que la mayor parte de la absorbancia registrada a 558 nm se deba principalmente a
la hemoglobina, y no a los citocromos, ya que la cantidad de hemoglobina presente
en sangre completa es ~150 mg/ml. Sin embargo, esto no explica la absorbancia

registrada a 410 nm. Es probable que lo que estemos observando sea el efecto

sinergico de los citocromos cy, c,y, y PLP —u otras moléculag-, ya que ambos
citocromos v la transaminasa absorben a longitudes de onda muy cercanas entre si.
Como era de esperarse se registro un pico de absorbancia alrededor de los 270 nm,
ya que tanto las proteinas como los acidos nucleicos absorben principalmente
entorno a los 260-290 nm. La caracteristica mas significativa de las proteinas es
una banda de absorcién centrada sobre los 280 nm debida a los residuos de
fenilalanina, tirosina y triptéfano, donde este ultimo es el residuo que presenta
mayor coeficiente de extincion, y el que contribuye mas a la absorcion a 280 nm.

Por el contrario, las bases nitrogenadas, adenina y guanina, absorben alrededor de
los 260 y 280 nm, respectivamente. Sin embargo, la formacién del enlace C-N
entre el anillo de la ribosa/desoxirribosa y las bases nitrogenadas (nucledsido)
distorsionan la distribucién electrénica de éstas, y altera ligeramente sus espectros

de absorcion. Como resultado de ello, la caracteristica mas significativa de los
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acidos nucleicos es una banda de absorcién centrada sobre los 260 nm (Voet and
Voet, 1995).

LA PERFUSION NO ALTERA LA INTEGRIDAD MEMBRANAL Y ARQUITECTURA
ENDOTEUAL /N SITU

Una de las principales técnicas que valora la funcionalidad de la membrana es la
que utiliza ioduro de propidio (IP) y diacetato de diclorofluoresceina (H,DCFDA),
bajo condiciones de microscopia de fluorescencia. El IP es un fluorocromo que se
intercala entre las bases del DNA incrementando sensiblemente su fluorescencia
cuando se excita a 480 nm. La membrana de células viables no permite su paso al
interior del citoplasma, de manera que Unicamente se tefiirdn nucleos de células
no viables que tengan alterada y/o danada su membrana celular (celulas muertas)
(Sauch et al, 1991; Suematsu et a/, 1991). Por el contrario, el H,DCFDA es un
componente que puede difundir hacia el interior de las células, donde es
hidrolizado por esterasas intracelulares. El componente resultante,
diclorofluoresceina (H,DCF), puede ser oxidado por hidroperéxidos orgdnicos e
inorganicos para producir H,DCF fluorescente, cuando se excita a 488 nm. De
manera que, con esta técnica, unicamente se teniran células viables y funcionales
con un citoplasma en color verde (Suematsu et al., 1991; LeBel er a/, 1992; Royal
and Ischiropoulos, 1993).

En el presente estudio, cuando se emplearon ambas tinciones antes y después de
las sesiones de perfusion, solo se visualizaron células funcionales con un
citoplasma verde frente a la ausencia de células muertas con un nucleo rojo (Fig.
14 vy 15). Estos resultados sugieren que las condiciones de perfusion utilizadas en
este trabajo, no ocasionaron alteraciones en la integridad estructural de la
membrana endotelial.

El H,DCFDA ha sido utilizado ampliamente en estudios de estrés oxidativo, ya que
la intensidad de su fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion
de especies reactivas de oxigeno presentes en el interior de las células (LeBel er al.,
1992). No obstante, aqui solo se empleo como una herramienta para evidenciar

células viables con una membrana integra.
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Es interesante mencionar que existe evidencia que indica que la adhesion y
migracion de leucocitos al endotelio provoca un incremento en los niveles de estrés
oxidativo (Suematsu et a/. 1993; Anasagasti et al. 1996). Por tanto, en nuestro
modelo se podria comprobar si la adhesion de células tumorales U937 al endotelio
vascular, ocasiona un incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno.

Interesantemente, se ha reportado que la exposicion de células endoteliales a
niveles submilimolares de H,0, o hidroperéxidos lipidicos conduce a la expresion
de moléculas de adhesion (Lewis et a/., 1988; Gasic et a/l., 1991; Patel er a/,, 1991).
Anasagasti et al. (1997) observaron que el H,0, promueve la adhesién de células
de melanoma B16 al endotelio por un mecanismo dependiente de VCAM-1/VLA-4
(integrina a4P1). Ademas, se ha demostrado que ciertas lineas tumorales (por
ejemplo, Waiter 256) producen especies reactivas de oxigeno (Szatrowski and
Nathan, 1991; Soares er a/, 1994; Shaughnessy er al., 1989; Offner er a/, 1996).
La muerte endotelial por estrés oxidativo durante la diseminaciéon metastasica
dejaria expuesta la lamina basal de los vasos sanguineos y facilitar la invasion.
Cabe restar que en general, los componentes de ECM sub-endotelial parecen ser
un mejor sustrato para la adhesion de muchas células tumorales que la superficie
apical de las células endoteliales (Kramer et a/., 1980; Haier er a/, 1999).

La actividad de LDH corrobora los datos obtenidos mediante el uso de tinciones
vitales. La perfusion per se de la vena umbilical durante 3 h, no altera
significativamente la integridad de la membrana endotelial, ya que los porcentajes
de actividad de LDH, presentes en el medio de cultivo y de perfusién fueron
comparables (Tabla 6).

Con respecto a las células tumorales, existen controversias acerca de los efectos
que ejercen sobre ellas las fuerzas hemodinamicas. Mientras algunos autores
reportan una viabilidad mayor al 80% de células de melanoma B16 inyectadas a la
circulacion de animales inmunodeficientes o singénicos (Morris er al, 1993;
Chamber et al., 1995; Koop er al, 1995), otros, reportan que el 70% de las mismas
células son destruidas dentro de la primera hora al estar sometidas a la fuerza de
rozamiento o “shear stress” (Brooks, 1984). En el presente trabajo encontramos

que el 34% de las células del linfoma humano U937 parecen ser afectadas por las
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condiciones de perfusién y/o recirculacion (flujo y “shear stress” de 900 ul/min y
2.2 dinas/cm®, respectivamente). Interesantemente, mas del 90% de estas células
sobrevivo bajo condiciones de cultivo, y retuvo su capacidad de adhesion a células
endoteliales (Fig. 29). La pérdida de viabilidad celular bajo flujo podrian deberse a:
(1) un dano mecanico a la membrana celular por las fuerzas de rozamiento; (ii) dano
mediado por el metabolismo de oxigeno; (iii) un trauma mecanico asociado a la
deformacion celular; y/o (iv) a variaciones en la presion (Weiss, 1989; Barbera-

Guillem and Weiss, 1993; Albertsson et al., 1995).

Integridad de la Monocapa Endotelial: Estudios Morfoldgicos

Una meta importante al desarrollar este sistemas de perfusion ex vivo, fue la
preservacion de la integridad del recubrimiento endotelial.

En algunos modelos de perfusidon ex vivo donde se ha reportado la presencia de
una tunica media intacta, la superficie intima se encontré desprovista de células
endoteliales (Mangiarua et a/, 1992). Ademas, en algunas preparaciones la
formacion de edema parece ser acompanada por una contraccién radial y/o
longitudinal del endotelio (las celulas endoteliales presentan una forma tipo “gota”)
(Mohammad, 1995). En el presente estudio, no se observaron tales caracteristicas y
el aspecto estructural de las células endoteliales perfundidas fue semejante al
encontrado en fragmentos de vena no perfundida de la misma vena (Fig. 18, 19 y
20). Estos datos sugieren que aun después de 3 h de perfusion, las células

endoteliales continuan formando una monocapa continua e integra.

EL ENDOTELIO VASCULAR PERFUNDIDO RESPONDE A LA ESTIMULACION POR
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a)

Ademas de analizar la integridad de la monocapa endotelial, se evalud si el
endotelio perfundido respondia a estimulos externos, como el del TNF-a, que

induce —entre otros efectos- la producciéon de éxido nitrico mediante la activacién

de la sintetasa de 6xido nitrico inducible (INOS) (Beck er a/., 1999).
El éxido nitrico (NO) es un radical libre no cargado con un electrén no pareado

compuesto por un atomo de nitrégeno y otro de oxigeno, altamente reactiva con
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compuestos bioldgicos reducidos, que difunde libremente a través de las bicapas
lipidicas de las membranas bioldgicas (Ignarro er al., 1999). El NO posee una vida
media corta (3-5 seq), después de la cual se degrada a compuestos de desecho
como nitratos y nitritos, por lo que el mejor indice de la produccion ceular de NO es
total es la suma de ambos productos (de Assis et a/,, 2002).

El NO es sintetizado por una familia de enzimas denominadas sintetasas de oxido
nitrico (NOS), que catalizan la reaccién del oxigeno molecular con el aminoacido L-
arginina para producir NO y L-citrulina. Las células endoteliales presentan dos
isoformas de la NOS: la constitutiva (eNOS), que es calcio-dependiente, cuya
funcion es producir NO que regula el tono vascular basal, y la forma inducible o
iNOS, cuya actividad depende de Ca®" y cuya expresién depende de citocinas pro-

inflamatorias, como el TNF-a (Ignarro et a/., 1999).

Cuando las venas umbilicales fueron perfundidas con TNF-a, y se cuantifico la
concentracion de nitratos/nitritos en el medio de perfusion encontramos un
incremento significativo (69%; P<0.05) respecto a venas perfundidas solo con
medio RPMI-1640 (Tabla 8). Resultados similares fueron obtenidos en el medio de
HUVEGs in vitro. La produccion basal de nitratos/nitritos in situ e in vitro, sugieren
que la isoforma constitutiva (eNOS) se encuentra activa, y los resultados en
presencia de TNF-a que la isoforma inducible (iNOS) se activa. -
La concentraciéon basal de nitratos/nitritos de venas perfundidas fue
significativamente mayor (P<0.05) a la detectada en cultivo (mas del 200%) (Tabla
8). Se sabe que la fuerza de friccién o "shear stress”, generado por el flujo laminar
estimula la produccion de NO a través de la activacion de la eNOS por un
mecanismo independiente de Ca?*. Al parecer, la fosforilacién de la eNOS en los

1179w

residuos de Ser®® y Ser en forma dependiente de la cinasa de proteinas tipo A

(PKA) juega un papel muy importante en la regulacion de la activacion de la
enzima en respuesta al "shear stress (Boo er a/. 2000a; 2000b).

Por tanto proponemos que la concentracion basal de nitratos/nitritos en el medio
de venas perfundidas, en ausencia de TNF-a, se debe a la activaciéon de la eNOS
por la fuerza de rozamiento o “shear stress”, mientras que en presencia de TNF-a,

la concentracion de nitratos/nitritos resulta de la suma de la contribucién de NO
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producido por la eNOS y la iINOS. Wieczorek er a/ (1995), reportaron resultados
similares en cotiledones de placentas humanas prefundidas ex vivo.
Estos datos sugieren que el endotelio vascular prefundido responde tanto a

estimulos fisioldgicos ("shear stress”) como externos (TNF-a).

VISCOSIDAD: REPERCUSIONES FISIOLOGICAS Y PATOLOGICAS

La viscosidad de la sangre es un elemento de gran importancia en el flujo
hemodindmico, ya que relaciona la cineméatica del movimiento de un fluido con las
fuerzas hidrodinamicas, que son experimentadas por objetos que estan en contacto
con el fluido. Por tanto la viscosidad del liquido de perfusion es de gran
importancia en el desarrollo y uso de modelos hidrodinamicos ya que ademas,
afecta la funcion endotelial (Pries et a/.,, 1992).

La viscosidad sanguinea y plasmatica son dos pardmetros que caracterizan las
propiedades del flujo sanguineo. La viscosidad plasmatica depende de la
concentraciéon de proteinas del plasma, principalmente, de macromoléculas como
el fibrinogeno, que juega un papel mas importante que las inmunoglobulinas,
lipoproteinas o incluso que la albumina. A la viscosidad sanguinea contribuyen la
viscosidad plasmatica, la densidad de los componentes celulares (hematocrito) y las
deformaciones y agregaciones de gldbulos rojos (Chien, 1987; Alonso et a/., 1995).
La agregacion de eritrocitos es dependiente del fibrinégeno que forma un puente
entre las membranas de los eritrocitos (Alonso et a/, 1993; 1995).

Cabe mencionar que el flujo sanguineo es no-Newtoniano, es decir, la viscosidad de
- la sangre varia en funcién de la velocidad de flujo y del "shear rate”. El incremento
en la viscosidad sanguinea a bajo “shear rate” se atribuye a la formacién de los
agregados eritrocitarios y al incremento asociado del "volumen efectivo de
particulas” (Alonso et a/., 1993).

En el presente trabajo, la viscosidad del medio RPMI-1640 (+10 % ST) a 37°C fue
de 0.745 cP, valores comparables a los obtenidos por otros autores (Taylor et al.,
1996; Rinker et a/, 2001). Cuando la viscosidad del medio se determin6é en
presencia de células tumorales U937, sus valores se incrementaron de manera
significativa en un 21.2% (0.903 cP). En contraste, Giavazzi et a/. (1893) obtuvieron

valores de 0.8 cP en presencia de células. Esta discrepancia pueden atribuirse a
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una diferencia en las densidades celulares: 1x10° células/ml contra 3x10°
células/ml empladas por ellos y nosotros respectivamente. Cabe mencionar que la
sangre, con un hematocrito normal del 45%, presenta viscosidades de ~4.7 cP. La
viscosidad del plasma y del suero son 1.8 y 1.6 cP, respectivamente. Estos valores
superan por mucho el coeficiente de viscosidad del medio RPMI-1640 tanto en
ausencia como en presencia de células.

Por otra parte, a nivel de los vasos, en donde el flujo sanguineo es lento (por
ejemplo, en vénulas), debido a la formacion de los agregados eritrocitarios, la
viscosidad sanguinea se incrementa, lo que puede tener repercusiones importantes
en la formaciéon de metdstasis, al incrementar la probabilidad de que las células
metastasicas interaccionaran con la pared vascular. Estudios recientes apoyan esta
idea. Rinker er al. (2001), incrementaron la viscosidad del medio RPMI-1640 (1.4-
7.3 cP) mediante el uso de dextran para incrementar el la fuerza de rozamiento o
“shear stress” (y la fuerza neta sobre las células), independientemente del “shear
rate”. -Ya que este medio, al igual que el H,O, se comporta como un flujo
Newtoniano, es decir, la viscosidad no depende de la velocidad de flujo-. Sus
observaciones indicaron que el incremento en la viscosidad y “shear stress”
correlaciond directamente con: (i) una disminucién en las velocidades de *rolling”;
(i) una mayor frecuencia de adhesion de leucocitos v, (iii) una mayor duracion del
arresto leucocitario. Esto resalta la importancia de la viscosidad y del “shear stress”
en los procesos de adhesién intercelular.

Ya que en el nuestro sistema, la viscosidad del medio RPMI-1640 se manuvo
constante no se afectd la adhesion. Seria interesante explorar el efecto del
incremento de la viscosidad por dextran, en el numero de células tumorales
adheridas al endotelio vascular tanto en presencia como en ausncia de TNF-a.

Por otro lado, que la magnitud de la fuerza de rozamiento es directamente
proporcional a la viscosidad (Sears and Zemansky, 1979), la viscosidad del medio
RPMI-1640 si afectd los valores del “shear stress”.

En pacientes con cancer la hemodindmica de la sangre puede ser alterada por
cambios en la viscosidad sanguinea y propiedades de coagulacién. Por ejemplo, en
un estudio realizado a 31 pacientes con diferentes carcinomas viscerales, se

determiné que la viscosidad de la sangre fue significativamente mayor en
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comparacion con pacientes normales. El factor que determind este incremento fue
la viscosidad plasmatica elevada (Tietjen et al, 1977). Al parecer, existe una
correlacion en el incremento de la viscosidad sanguinea con una mayor
probabilidad de desarrollar trombosis en pacientes con alguna malignidad (von
Tempelhoff er a/, 1998; 2000). Recientemente, se encontro un incremento
significativo en los principales determinantes de la viscosidad sanguinea cuando
las metastasis fueron clinicamente detectables (Millar and Heilmann, 1988; von
Tempelhoff et a/,, 2003). De hecho un nuevo parametro en el diagnostico de la fase
mastasica es precisamente el incremento en la viscosidad plasmatica y en la
formacion de agregados eritrocitarios (von Tempelhoff ez a/. 2002 y 2003).

Finalmente, estudios recientes indican que el porcentaje del hematocrito puede
modular la adhesién entre leucocitos y células endoteliales. Munn et al. (1996),
Abbirtt y Nash (2003), mostraron que la adhesion de linfocitos a células endoteliales
es promovida por la adicion de eritrocitos. El nimero de leucocitos adheridos se
increment6 significativamente cuando el hematocrito aumenté entre 10 y 30%,
permaneciendo constante de 30 a 50%. Al parecer, la coalicion entre leucocitos y
eritrocitos ocasiono una dispersion de los primeros hacia la pared vascular donde
formaron uniones estables con el endotelio. Ademas, existe evidencia que indica
que los eritrocitos promueven la adhesion modificando la velocidad de flujo vy la
fuerza de rozamiento o “shear stress” cerca de la pared vascular (Abbitt and Nash,
2003). Esto es interesante para nuestro modelo, ya que se podria comprobar si la
concentracion celular de la sangre (hematocrito), también modula las interacciones

entre células U937 y el endotelio vascular durante la metastasis tumoral.

ADHESION DE CELULAS TUMORALES A LA VASCULATURA DE LA VENA
UMBILICAL HUMANA PERFUNDIDA

En el presente estudio, las interacciones de células tumorales U937 con el
endotelio vascular perfundido fueron investigadas en presencia de flujo laminar (N
<2000) y niveles de fuerza de rozamiento o “shear stress” de 2.2 dinas/cm’
condiciones similares a las encontradas en venas humanas de pequeno calibre,
tales como vénulas de 1 mm de diametro, y vénulas post-capilares (Ley er al,

1991; Brenner er a/, 1995). Cabe mencionar que, bajo condiciones fisiologicas
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normales, el flujo de la sangre dentro de los vasos sanguineos se comporta como
un flujo laminar. Sin embargo, cuando se realiza ejercicio o la sistole se encuentra
elevada, se presenta un régimen de tipo turbulento (Nerem, 1993).

En muchas instancias, se observaron células U937 con una forma esférica
mientras que otras presentaron una forma aplanada tipo “disco”, las cuales
emitieron protrusiones citoplasmicas dirigidas hacia la cama vascular o haciendo
contacto entre ellas (Fig. 33). El cambio a una morfologia aplanada puede ser un
mecanismo para evitar al méximo las fuerzas de rozamiento sobre la superficie,
pues la deformacion celular reduce la energia del fluido sobre el cuerpo celular.
Ademas, este cambio ocasiona una disminucion de la altura de las células, al
incrementar la superficie de contacto con el endotelio. Este tipo de deformacioén
celular, resulta en una mayor area de contacto leucocito-endotelio, que conduce a
una mavor energia de adheswn necesaria para la formacion de la unién receptor-
ligando y por tanto reulta e una adhesion firme (Dong and Lei, 2000).

Los ensayos de adhesion dindmicos han revelado que, las células sufren un cambio
de morfologia bajo condiciones de flujo, pasando de una forma esférica a una forma
tipo “lagrima” o "gota” (Dong and Lei, 2000). Estas deformaciones dependen del
tamano celular, viscosidad del citoplasma, y de la expresiéon de moléculas de
adhesion (Dong and Lei, 2000). Cuando una célula circulante cambia a una forma
tipo “"gota” o aplanada, su viscosidad se incrementa, y el citoplasma disipa una
mayor energia, resultando en una disminucién en la velocidad de “rolling” (Dong
and Lei, 2000). Por otra parte, la presencia de microvellosidades es un factor critico
en los contactos iniciales, ya que los receptores involucrados en el “rolling” de
leucocitos se concentran en el dpice de estas estructuras (von Adrian er a/, 1995).
Nosotros observamos numerosas microvellosidades en la superficie de las células
U937, sugiriendo que estas estructuras pudieran participar en mediar en el proceso
de adhesion.

La adhesion de células tumorales a monocapas de células endoteliales in vitro es
frecuentemente seguida por retracciéon de algunas células y por una subsiguiente
penetracion de células malignas (Kramer and Nicolson, 1979; Voura et al,, 1998a y

1998b). En el presente trabajo, se observaron células U337 adheridas en o cerca de
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las uniones inter-endoteliales (Fig. 35). Sin embargo, nunca observamos retraccion
de las células endoteliales en las zonas de adhesion.

Interesantemente, estudios por microscopia electronica de transmision revelaron la
formacién de pseuddpodos en células U937, que penetraron en la monocapa
endotelial, sugiriendo el posible inicio de la migracién de las células tumorales. La
adhesion y la subsiguiente invasion de células de melanoma B16 al endotelio
cultivado in vitro, ocurre ~3 h (Kramer and Nicolson, 1979); mientras que in vivo
los tiempos varian de 2-48 h (Ludatscher et al., 1967).

Se realizaron estudios cuantitativos para determinar el numero de células

tumorales por unidad de drea. Los resultados indicaron que el promedio total de
células U937 adheridas al endotelio estimulado con TNF-a, fue significativamente

mayor (P<0.01) que el alcanzado en venas perfundidas no estimuladas con TNF-a.
Resultados similares han sido obtenidos con HUVECs in vitro estimuladas con
citocinas pro-inflamatorias (IL-1 y TNF-a) y con diferentes lineas celulares, bajo
condiciones de flujo fisioldgico (Giavazzi er al, 1993; Toézeren er al, 1995).
Sugiriendo, que los receptores inducidos por estas citocinas podrian participar en
la adhesion intercelular.

La expansion hematogena de las células tumorales y la formacion de metastasis en
érganos secundarios son aspectos insidiosos del cancer. Los dos principales
conceptos que describen las metastasis estan basados en la adhesién de células
malignas al endotelio de vasos sanguineos (hipétesis de la adhesion o “semilla y
tierra”), o agregacién homotipica de células tumorales (teoria del arresto mecanico)
como un componente clave de la cascada metastasica (Glinsky, 1998). En el
presente trabajo el didmetro de la vena excluye este tipo de agregacién homotipica
como relevante en la adhesion de células tumorales.

Si bien esta bien documentado que el proceso de "rolling” de leucocitos es el paso
inicial y limitante en la adhesion estable al endotelio (Springer, 1994), en el caso
de las células tumorales esto no siempre es asi. Mientras que las células de
carcinoma de colén, DU-145 presentan “rolling” similar a leucocitos antes de
formar interacciones adhesivas estables, otras se detuvieron abruptamente

(Glinskii et al. 2003). Células de melanoma y osteosarcoma presentan mecanismos
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similares (Orr er a/, 2000; Haier and Nicolson, 2001). Por tanto, si bien las células
malignas circulantes pueden “rodar” sobre el endotelio vascular, el proceso de

“rolling” no es un pre-requisito indispensable para su adhesion permanente a la
cama vascular. En nuestro sistema de vena perfundida podriamos visualizar si las
células U937 presentan “rolling” antes de adehrirse.

Parece que en el proceso de adhesion las interacciones entre células tumorales y el

endoteliales (interacciones heterotipicas) es seguida de interacciones entre células
tumorales (interaccones homotipicas) (Glinsky et a/, 2000; Glinsky et a/. 2003. Este
proceso puede repetirse mas de una vez para formar un agregado celular, por lo
que, la adhesién homotipica parece ser un fenémeno cooperativo. Este tipo de
interacciones son mediadas —en parte- por galectina-3, antigeno-T, y cadherina-E,
dependiendo del tipo celular (Byers er a/, 1995).
Aunque en el presente trabajo no hemos podido documentar la secuencia de
eventos que llevan a formacion de superficies con muchas células U937 adheridas
al endotelio no podemos excluir que en este procesos participen interacciones
hetero- y homotipicas.

Las interaccidnes homotipicas de celulas tumorales U937 puede ser mediada por
CD13 presentes en las micro-vellosidades que presentan (Riemann et a/, 1999;
Navarrete-Santos et al, 2000). Es interesante notar que este fendmeno sole se
presentd en venas estimuladas con TNF-a, ya que bajo condiciones no estimuladas,
las células U837 nunca formaron interacciones homotipicas entre si. Este
fenomeno no solo esta restringido a células neopldsicas, ya que también los
leucocitos lo presentan (Farr and DeBruyn, 1975; van Ewijk er a/, 1975; Kunkel et
al, 1998). Todo esto refuerza la idea de que las células tumorales utilizan
mecanismos de adhesién analogos a los que emplean los leucocitos durante su
transito de la sangre a los tejidos.

Las células tumorales con un alto potencial metastasico tienen una mayor habilidad
para formar agregados homotipicos comparados con células con un bajo potencial
metastasico (Glinsky et a/, 2000; Khaldoyanidi er a/, 2003), lo que puede facilitar
el “atrapamiento” mecanico intravascular en vasos de pequeno calibre. Asimismo,
se ha demostrado que esta agregacion celular correlaciona con la habilidad de las

células malignas para sobrevivir y resistir la apoptosis (Glinsky er a/,, 1997; Wong
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et al., 2001). Recientemente, Al-Mehdi et al. (2000), observaron que las metastasis
se originan de la proliferacién de células tumorales adheridas al endotelio vascular
mas que de células extravasadas.

Evidencia adicional sugiere que la adhesion heterotipica no es simplemente un
resultado del atrapamiento mecanico; ya que, cuando la adhesién heterotipica no
tiene lugar, las células tumorales (DU-145) muestran una gran habilidad para
evitar la restriccion de tamafo ajustando su forma y pasando a través de vasos
estrechos (Glinsky et al/, 2003). Estos resultados contrastan con la teoria que
propone que el dnico elemento que determina la invasién es el "arresto mecanico”
(Chambers et al, 1995; Thorlacius et al, 1997). También, se ha postulado que
después del arresto "pasivo” inicial y, como resuitado del estrecho contacto con la
pared vascular, se puede promover la subsecuente interaccion mediada por
receptores con el endotelio y/o componentes de ECM (Thorlacius et al., 1997).

Todo lo anterior explica el arresto mecanico y/o la adhesiéon, pero no explica la
invasion 6rgano-especifica. Por ejemplo, las células de melanoma inyectadas en
animales experimentales alcanzan la micro-vasculatura de muchos 6rganos, sin
embargo, el crecimiento en el parénquima se da en forma organo especifica (Fidler,
1970; Sugarbaker, 1979). Tal es el caso de los carcinomas de mama, del tracto
gastrointestinal y genitourinario, asi como de los sarcomas de hueso y de los
tumores trofoblasticos y tiroideos, que metastatizan preferentemente al pulmén
(Mtller and Respondek, 1990).

Los resultados muestran la existencia de zonas de la vasculatura desprovistas de
células tumorales adheridas, mientras que en otras zonas se observan
conglomerados de células neoplasicas adheridas al endotelio en venas tratadas con
TNF-a (Fig. 37). Es posible que en las zonas libres de células se hubiera perdido la
adhesion, liberando a las células tumorales nuevamente al medio de perfusion. Al
seguir la cinética de adhesién /n vitro, encontramos que existe un momento critico
que determina la formacion de uniones estabies (resultados preliminares de
nuestro grupo). Estudios por microscopia intravital indican que una célula tumoral
(MDA-MB-435, DU-145) puede desadherirse atin después de haber estado unida al
endotelio vascular durante varios mili segundos, sugiriendo que existe un proceso

de “aborto” durante la formacion de uniones estables (Glinskii et a/, 2003; Glinsky
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er al, 2003). Estas observaciones apoyan la existencia de una heterogeneidad
adhesiva, o zonas de mayor adhesién de células tumorales, o “hot spots” de
adhesion endotelial (Glinskii et a/, 2003). El descubrimiento de los factores que
definen esta heterogeneidad en la adhesion puede ser de gran importancia para
entender los mecanismos moleculares y celulares que regulan las adhesion e
invasion selectiva de células malignas (Khaldoyanidi et a/. 2003). Recientemente,
Glinskii et a/. (2004), demostraron que esta activacion selectiva es inducida tato
por estructuras tipo carbohidrato asociadas con la superficie de células tumorales
(activacion directa) como 0 por glicoproteinas circulantes (activacion indirecta) que
podrian encontrarse en el suero de pacientes con alguna malignidad. Los “hot
spots” corresponden a zonas donde se expresa predominantemente galectina-3
(Glinsky et al. (2004). En nuestro caso, pareceria que estas secciones del vaso
fueron activadas por el TNF-a evocando un numero diferente de moléculas de
adhesion.

Observamos la mayor densidad de células adherentes en “depresiones” o “valles”
dentro de la vasculatura (Fig. 37), y en el endotelio revestido por el “glicocalix”,
mientras que las zonas desprovistas de células, correspondieron a un endotelio
relativamente "liso” y con menos deformaciones (Fig. 37A). Por tanto, debe haber
zonas de “transicion” entre las regiones de alta densidad celular y las regiones
desprovista de ceélulas. Damiano et a/. (1996), observaron la existencia de cierta
heterogeneidad en el “rolling” de leucocitos aun dentro del mismo vaso estudiado,
sugiriendo que este fenomeno de heterogeneidad no esta restringido a células
neoplasicas.

Otra fuente de heterogeneidad endotelial son las irregularidades en su geometria
superficial (Fig. 37). Bajo este escenario, algunos receptores pudieran estar
fisicamente inaccesibles a ligandos expresados por las células tumorales
circulantes. Las regiones del endotelio que estén fuera del alcance de las moléculas
de adhesion de células malignas pudieran ser consideradas como zonas de baja
probabilidad de adhesion o incluso como ‘“refractarias”. Ademas, las
irregularidades de la estructura y arreglo de la vasculatura debieran conducir a
variaciones en el flujo local. Con respecto a ello, la velocidad de las células en

relacion al sustrato y las areas de contacto inicial estan directamente relacionadas
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a la velocidad de flujo, mientras que la fuerza sobre la unién receptor-ligando esta
relacionada con el la fuerza de rozamiento o "shear stress” (Moazzam et al., 1997;
Haier et a/, 1999). Asimismo, se ha observado que la fuerza de rozamiento o
“shear stress” modula la formacion o retraccion de pseudopodos en leucocitos
(Moazzam et al., 1997). Por si fuera poco, en contraste a los ensayos de adhesion
estaticos, los factores biofisicos (tales como viscosidad, flujo laminar/turbulento)
pueden influir en los procesos de adhesion bajo flujo (Rinker et a/, 2001) (ver la
discusion en la seccion dedicada a“viscosidad: repercusiones fisiolgicas y
patoldgicas”). En relacion a esto ultimo, y de acuerdo a los estudios
hidrodinamicos, el flujo de "Poiseuille” en los vasos sanguineos, esta caracterizado
por un perfil parabdlico que obliga a las grandes particulas, tales como leucocitos o
células malignas, a dirigirse hacia el centro de la luz del vaso donde se localizan las
mayores velocidades; en tanto que las situadas junto a las paredes vasculares,
sufren mas roce ("shear stress”) y por ello se mueven con mas lentitud (Fig. 41)
(Segre and Silberberg, 1962; Sears and Zemansky, 1979). Por lo tanto, el
movimiento de las celulas tumorales y su subsecuente adhesion depende, no solo
del endotelio y de moléculas de adhesion, sino también de las caracteristicas del

flujo.

A B

Figura 41 | Perfil de velocidad. a) Régimen laminar. Las moléculas del fluido se agrupan
ordenadamente en "laminas” que se desplazan una sobre otra, de tal manera que las que estan en
el centro de la luz del vaso son las que tienen mayores velocidades, en tanto que las situadas junto

a las paredes se mueven con mas lentitud. En esa forma, el caudal que avanza tiene un perfil
parabdlico. b) Regimen turbulento. Cuando la velocidad excede de cierto valor critico, la naturaleza
del movimiento se hace mucho mas complicada. Se producen, al azar, en el fluido corrientes
locales e irregulares, denominadas vortices o torbellinos, que originan un gran aumento de la
resistencia al movimiento. Un réegimen de esta clase se denomina turbulento. Tomado de Sears
and Zemansky (1979).
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Aunque, todas las preparaciones perfundidas fueron colocadas en un angulo de
~45°, y se podria argumentar que la sedimentacién como resultado de la gravedad,
pudo afectar la posicion de las células tumorales y ocasionar su marginacion a la
pared vascular. Este no fue el caso, ya que la sedimentacion deberia de haber
ocasionado la acumulacion de células U937 a todo lo largo de la cara inferior
interna del vaso, y no un patron discontinuo, como el observado.

Otra fuente de diversidad es la heterogeneidad dentro de la poblacién de las
células tumorales U937. Esta bien documentado que, los neoplasmas primarios y
sus metastasis consisten de multiples poblaciones celulares que presentan un
amplio rango de caracteristicas geneticas, bioquimicas, inmunoldgicas y biolégicas,
tales como cariotipo, morfologia, propiedades de crecimiento, componentes de
superficie celular y receptores, enzimas liberadas y almacenadas, sensibilidad a
diferentes agentes terapéuticos, y la habilidad para invadir y metastizar. En
neoplasmas malignos, la heterogeneidad suele ser mas pronunciada que en su
contraparte benigna o normal (Fidler and Hart, 1982).

Ademas, por si fuera poco, el microambiente organo- y tejido-especifico puede
modificar y/o influir en la respuesta y comportamiento de una célula tumoral.

Por todo lo anterior, se puede proponer que la heterogeneidad entre zonas$ mas

propensas a la adhesién o “hot spots” dentro de la vasculatura, para adherir células

malignas es un fenémeno complejo, multifactorial.

Cubierta superficial del endotelio

La superficie luminal del endotelio esta revestida por una delgada capa molecular,
referida como "cubierta superficial del endotelio (ESL)”; la cual incluye moléculas
unidas directamente a la membrana plasmadtica de las células endoteliales
(glicocalix), y componentes adsorbidos del plasma sanguineo (Fig. 42) (Pries et a/,
2000). Existe evidencia que indica que el “glicocalix” puede regular la adhesion
leucocito-endotelio de manera negativa (Silvestro et a/, 1994; Mulivor and
Lipowsky, 2002). Por el contrario, las vesiculas asociadas a esta cubierta parecen
mediar las interacciones entre células de melanoma B16 y el endotelio (Johnson et
al, 1991). En el presente estudio, las células “aplanadas” y con la emision de

proyecciones citoplasmicas correlacionaron con la presencia del “glicocalix”,
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sugiriendo que esta estructura puede jugar un papel importante durante la
formacion de wuniones heterotipicas entre células tumorales endoteliales.
Asimismo, estos datos sugieren que las interacciones de leucocitos y celulas

malignas con el endotelio vascular presentan diferencias significativas.

Equilibrio
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: adsorbidos (~500 nm) sanguineo

Flujo

Figura 42 | Composicién hipotética de la cubierta superficial del endotelio (ESL): una regién
endotelial dominada por moléculas (glicoproteinas v protecglicanos) unidas directamente a la
membrana plasmatica (MP); el glicocalix en sentido estricte (50-100 nm). Sobre el glicocalix existe

una capa mucho mads gruesa (~0.5 pm), que consiste de un complejo tridimensional de
componentes plasmaticos que posiblemente inciuven una variedad de proteinas y
glicosaminoglicanos solubilizados. Esta capa se encuentra en equilibrio dinamico con el flujo
sanguineo. La composicion y espesor de la ESL depende de la composicion del plasma y de las
condiciones hemodinamicas locales. Tomado de Pries er a/. (2000).

MOLECULAS DE ADHESION

De manera paralela a los estudios dirigidos en analizar la adhesion célula tumoral-
endotelio, se iniciaron estudios orientados para identificar la presencia de
moléculas de superficie que participaran en la adhesion intercelular entre el
endotelio y las células tumorales U937. La funcion de reconocimiento célula-célula
y celula-ECM, a través de diferentes moléculas de adhesion, es un mecanismo
primordial para muchos procesos fisiologicos, tales como organogénesis,
embriogénesis, e inflamacién, entre otros. Recientemente, también se ha

reconocido su importancia en la invasion y diseminacion metastasica (Tang and

Hong, 1994).
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A pesar de las similaridades en la forma en que se adhieren los leucocitos y las
células malignas al endotelio vascular nuestro grupo se ha reportado diferencias
significativas (Estrada er a/, 2003), que correlacionan con diferencias en la
participacion de diferentes moléculas de adhesion (Springer, 1994). Por otra parte,
diferentes estudios in vitro han confirmado la participacion de diferentes moléculas
de adhesion intercelular (por ejemplo, ICAM-1 en la adhesion de células de
gliomas) (Tamaki er a/., 1995), y de adhesion vascular (por ejemplo, VCAM-1 en la
adhesion de melanomas) (Vidal-Vanaclocha et a/, 2000) -ambas implicadas en la
respuesta inflamatoria-, en mediar las interacciones de células malignas con el
endotelio vascular. En estos casos es necesaria la expresion de integrinas que
funcionan como contra-receptores especificos para estas moléculas.
Desafortunadamente, no logramos analizar la expresion de estas dos moléculas de
adhesion en nuestra preparacion.

Sélo pudimos analizar la expresion de la integrina B1, presente en la superficie del
endotelio vascular y de células tumorales U937, que podria participar en las
interacciones entre celula tumoral-endotelio. Se ha demostrado que la expresion
de ciertas integrinas (por ejemplo, a3a5, B1, p4 y avB3), estan involucradas en la
fase vascular de la metastasis, mientras que otras no estan implicadas (Cooper and
Pienta, 2000; Voura er al/, 2001; Brooksbank, 2002; Pilch et al/, 2002).
Khaldoyanidi et a/. (2003), reportaron que las integrinas a4 y B2 no participan en
mediar la adhesion de células de cancer de préstata (DU-145) y mama (MDA-MB-
435) al endotelio. Resultados similares fueron observados en el presente estudio (la
no participacién de la integrina B2). Por otra parte, los resultados sugieren un
posible papel para la integrina B1 en mediar las interacciones heterotipicas entre
células tumorales U937 y el endotelio vascular bajo condiciones de flujo. Existe
evidencia que sugiere la participacion de esta integrina en mediar la firme
estabilizacion de la adhesiéon de células de carcinoma de colén HT29 a
componentes de ECM (Haier er a/, 1999). Recientemente, Pilch et a/ (2002),
observaron que las integrinas B1 y avB3 cooperan entre si para mediar las

interacciones de células de melanoma M21. Por el contrario, al parecer la integrina

B1 no participa en el "rolling” de células malignas, ya que este proceso se presenta
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independientemente de su expresion (Haier et al, 1999). Para definir su posible
participacion en el presente modelo, se podrian emplear anticuerpos neutralizantes
anti-integrina-f1 y evaluar el numero de células U937 adheridas al endotelio
vascular perfundido.

Por otra parte, estos resultados sugieren la posible participacién de otras moléculas
de adhesion, tales como selectina-P y -E, fractalcina y ESM-1, las cuales pueden ser
inducidas por citocinas pro-inflamatorias (Meagher et a/, 1994; Tozeren et al,
1995; Fong er al/, 1998). Recientes estudios indican el papel crucial que juega
galectina-3 en mediar la adhesién homo- y heterotipica (célula tumoral-célula
tumoral, y célula tumoral-endotelio, respectivamente). Khaldoyanidi er a/. (2003), v
Glinskii et al. (2004), observaron que tanto HUVECs como el endotelio
microvascular de dura madre de porcino, presentan niveles bajos de galectina-3.
Sin embargo, las interacciones con celulas tumorales ocasiona un rapido
incremento en la expresion y redistribucion intercelular de galectina-3 en los sitios
de contacto heterotipico. Interesantemente, recientes estudios indican que la
galectina-3 y otro miembro de esta familia, galectina-1, son inductores de
apoptosis en linfocitos T activados. Sugiriendo que ambas galectinas pueden jugar
papeles muy importantes como mecanismos de evasion de la respuesta inmune
durante la formacién de metastasis (Fukumori er al, 2003). Por lo que seria
interesante analizar la expresion y distribucion de dichas lectinas, antes y después
de la firme adhesion entre células tumorales U937 y el endotelio umbilical
perfundido.

La evidencia acumulada sugiere que bajo condiciones de flujo, células de diferentes
tipos de tumor parecen interactuar con la superficie endotelial por diferentes
mecanismos, dependiendo de las moléculas de adhesién expresadas en la
superficie del endotelio vascular y de las células tumorales. Scherbarth y Orr
(1997), observaron que el repertorio de moléculas de adhesion expresadas en la
vasculatura hepatica varid entre diferentes compartimientos anatomicos dentro de
los lébulos hepaticos. Sugiriendo que ain dentro de un érgano en particular
existen zonas mAs propensas a expresar un numero diferente de moléculas de

adhesion.
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NCLUSIONES

Hemos establecido un sistema de perfusion ex vivo de vena umbilical humana en
el que la monocapa endotelial mantiene su viabilidad y capacidad funcional de
responder a estimulos fisiolégicos y externos. Este sistema puede servir como
modelo para estudiar los procesos que ocurren durante la metastasis y, estudiar las
moléculas que participan en la adhesion entre las células tumorales humanas U337

y el endotelio vascular /n situ.

COMENTARIOS FINALES

Dado que hemos logrado perfundir la vena umbilical humana disectada del resto
del cordén umbilical, se abre la posibilidad de realizar microscopia intravital y
observar en “tiempo real” las interacciones entre células tumorales y el endotelio
vascular in situ.

Ademas, se podria determinar: (i) si el proceso de “rolling” es un requisito
necesario o no para la adhesion permanente a la cama vascular; (ii) si la adhesion
heterotipica precede a la formacion de agregados homotipicos; (iii) écudles gon los
valores de los parametros fisicos relevantes para la adhesion de células tufﬁorales
al endotelio? Tales como la fuerza de la adhesion, el area de contacto, la velocidad
de las células y analisis cinético del arresto, entre otras.

Cabe mencionar que ya se han empezado a realizar algunos calculos aproximados.
Cuando una esfera (o célula —en este caso-) se mueve dentro de un fluido viscoso,
actua una fuerza resistente sobre ella. Esta fuerza esta dada por R=6nnrv, siendo
n el coeficiente de viscosidad; r, el radio de la esfera o célula, y v, su velocidad
respecto al fluido. Esta relacién fue deducida por primera vez por sir George Stokes
en 1845 y se denomina /ey de Stokes (Sears and Zemansky, 1979). Si se aplica una
aceleracion, la esfera adquiere una velocidad y experimenta, una resistencia que
puede calcularse por la ley de Stokes. Puesto que la velocidad aumenta, la
resistencia aumenta también en proporcién directa, y la esfera —o célula- llegara a

alcanzar una velocidad tal que la fuerza de desplazamiento y la resistencia se
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igualen. Entonces deja de aumentar la velocidad, y la esfera se mueve con una
velocidad constante llamada velocidad /imite. Esta velocidad puede calcularse con
la siguiente formula: v = 2/9 Fgm (p-p,). donde p es la densidad de la
esfera/célula, y p, es la densidad del medio.

Al sustituir los valores de viscosidad, gravedad, radio, y densidad se obtuvieron los

siguientes valores: 1.03x10° cm/s. Estos datos indican que la velocidad limite se

alcanza a una distancia muy corta del punto de partida.

El sistema que hemos desarrollado permite aproximarse a varias de estas
interrogantes y puede emplearse de manera complementaria con cultivos
primarios de las mismas células endoteliales derivadas de la vena del cordén
umbilical humano para identificar los factores tumorales que modifican el fenotipo

endotelial y las moléculas de adhesion que participan en la adhesion.
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