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RESUMEN 

Durante el proceso inflamatorio los macréfagos circulantes liberan factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-a) cuyo primer blanco son las células 

endoteliales, induciendo entre otras respuestas la expresién de moléculas de 

adhesién. El reclutamiento de leucocitos de la sangre es una de las respuestas 

celulares al dafio tisular y a la inflamacion, y es central para el trafico fisioldgico 

de linfocitos de [a sangre a través de la monocapa del endotetio vascular a los 

tejidos. Las moléculas de adhesién regulan y ayudan a dirigir este tipo de 

interaccién leucocito-endotelio, sin embargo, este proceso de adhesién y 

extravasacién puede ser utilizado también por células turorales malignas 

durante la metastasis. En éste estudio empleamos células endoteliales humanas 

de vena umbilical, como modelo, para determinar la participacion de las 

moléculas de adhesién y del TNF-a en la adhesion de la linea celular U937, 

derivada de un mieloma humano. 

Se montaron cultivos primarios de células endoteliales derivadas de 

cordones umbilicales humanos que fueron tratados con TNF-a por distintos 

periodos, evaluando niveles de RNAm y de proteina de tres moléculas de 

adhesion (selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1). También se evalué la adhesion de la 

linea promielocitica U937 a cultivos endoteliales tratados con TNF-a. 

Se demostré que el TNF-c induce aumentos en los transcritos de las tres 

moléculas de adhesién estudiadas. El porcentaje de adhesién aumenté a 

mayores concentraciones de TNF-a llegando a triplicar {a adhesion basal; sin 

embargo, éste efecto es transitorio ya que a tiempos ‘argos de tratamiento el 

porcentaje de adhesién disminuye. Esta adhesi6n pudo bloquearse con 

anticuerpo neutralizantes dirigidos contra selectina-E 0 VCAM-1, asi como por 

un inhibidor de seriltreonil cinasas. 

 



  

En conjunto estos resultados muestran que el TNF-a puede promover 

adhesion de promielocitos humanos a endotelios primarios y que éste proceso 

tequiere de seriltreonil cinasas y de fa expresién endoteliat de selectina-E y 

VCAM-1, apoyando la hipotesis de que {fa activacién endotelial mediada por 

TNF-o. puede participar en el proceso de metastasis in vivo. 
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INTRODUCCION 

Las células endoteliales recubren el interior de los vasos y constituyen la 

interfase fisica y fisiolégica entre el torrente sanguineo y los tejidos, funcionando 

como transmisoras 0 intermediarias de las sefiales entre los dos medios. 

Mas de 10" células endoteliales se encuentran recubriendo todos fos 

vasos sanguineos cubriendo un area de mas de 1000 m®. No sélo son {os 

elementos estructurales bdsicos de los vasos, que proporcionan una superficie 

antitrombogénica, sino que ademas participan en numerosas funciones 

metabolicas incluyendo ta coagulacién y la trombosis, el control de la dilatacion 

vascular y la presentacién de antigenos. El endotelio esta constituido por una 

poblacién heterogénea de células que no sdlo varia de érgano a érgano sino 

también en vasos de distintos calibres dentro de un mismo organo. 

En el adulto normal las células endoteliales estan en un estado latente 

con una actividad metabdlica muy baja (Risau, 1995), a estas células se les 

identifica como el fenotipo constitutivo; sin embargo, éste fenotipo no es 

permanente ya que se puede perder cuando las células son sacadas de su 

microambiente (Fig. 1). Fisioldgicamente, las células endoteliales salen de su 

estado latente cuando son activados por diversos estimulos. Esta activacién 

esta asociada a diversos cambios fenotipicos que les permiten adaptarse a las 

funciones locales requeridas. Uno de estos estados de activacién permite la 

angiogénesis, proceso en el! que las células se pueden separar de vasos 

existentes para entrar a una compleja cascada morfogenética que lleva a la 

formacién de nuevos vasos con células endoteliales maduras. Otro estado de 

activacién es inducido por endotoxinas bacterianas y citocinas como TNF-c 6 IL- 

1, durante e! proceso de inflamacion, fendmeno que lleva a una secuencia de 

sucesos caracterizados por la expresién de moléculas de adhesién en la 

superficie celular, como la selectina-E {o ELAM-1), ICAM-1 y VCAM-1. Estas 

moléculas de adhesién permiten la adhesion laxa entre leucocitos y células 

endoteliales facilitando ta migracién sobre 1a superficie endotelial, proceso



denominado "rolling", al cual siguen la adhesin firme y la migracién de 

leucocitos a través de la monocapa endotelial (Augustine, 1994). 
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Fig t. Induccién del tenotipo active por el TNF-a. Fenatipo constitutive (izquierda): mantenido 

por regulacién paracelular madiada por pericitos, células del miscuto liso, hepatocitos 0 

atrocitos. Este fenotipo es modulado por la matriz extracelular. Fenotipo activo (derecha): 

inducido por citocinas como TNF-a, caracterizado por la expresién de moléculas de adhesién, 

agiogénesis asociada a cambios en ia expresién de glicoconjugados, expresién de receptores de 

actores de crecimiento, cambios en e! balance proteolitico y la induccién de genes de estrés. CE: 

céluta endotelial; PC: pericito; CML: célula de muculo liso; MA: moléculas de adhesion; GC: 

glicoconjugados; ME: matriz extracelular, LB: lamina basal; TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral 

alfa. (Modificado de Augustin et al, 1994). 

Ei fendmeno de activacién endotelial se presenta principalmente en la 

capa microvascular (precapilares, capilares y venulas postcapilares) y requiere 

de cambios de expresién génica. A pesar de la heterogeneidad entre las células 

endoteliales, los mecanismos de activacién y regulacién de las moléculas de 

adhesién y otros genes caracteristicos de éste estado de activacién endotelial 

son los mismos. Se ha propuesto que estos distintos estados de activacién 

representan diferentes estados de diferenciacién del endotelio (Risau, 1995). 

E] factor de necrosis tumoral a (TNF-a) es una citocina que tiene un 

papel clave en la respuesta inflamatoria, induciendo un amplio espectro de 

actividades proinflamatorias tanto en jas células endoteliales como en feucocitos 

(Fig. 2), y ha sido implicado en el desarrollo de varias enfermedades entre las 

w  



  

que destacan los procesos reumatoides (Sherry et al, 1990). La localizacién 

estratégica del endotelio en {a interfase entre ia sangre y los tejidos io convierte 

en un importante blanco primario del TNF-a y otras citocinas. 

  

___Epitetio     
    

Fig. 2. Participacién de! endotelio en procesos inflamatorios. A)EI esquema representa un dafio 

tisular y vascular que inicialmente presenta un coagulo. Los macréfagos residentes y fibroblastos 

locales secretan factores tisulares y citocinas, que llevan a una secuencia de activacién del 

endotelio y de las cétulas blancas; B)Adhesién y extravasacidn de leucocitos a el area daiiada C) 

Las citocinas liberadas por macréfagos se acumulan en este sitio de dafio ocasionando una 

regulacién positiva de los receptores de adhesion, promoviendo ta migracién de mas leucocitos al 

sitio lesionado. {tomado de Albelda et al, 1990) 

La liberacién local del TNF-a activa los procesos antes mencionados, 

pero cuando ésta citocina se libera sistémicamente durante el desarrollo de 

septicemias es capaz de producir choque séptico que puede llevar a ta muerte. 

Entre las principales alteraciones que se presentan durante el choque séptico se 

encuentran la hipotensién, la disminucién en la resistencia del sistema vascular, 

elevacién del indice cardiaco y depresién miocardica. El! TNF-a también puede 

ser secretado cuando el organismo sufre traumatismos que producen dafio 

tisular y/o vascular tales como una herida o durante fa arteriosclerosis y 

desérdenes de angiogénesis incluyendo neovascularizacién y microangiopatia 

diabética, en los cuales fa célula endotelial juega un papel central. En estos 

procesos, los macréfagos migran al lugar del desorden donde se activan y



secretan TNF-a al torrente sanguineo teniendo su efecto mas significativo sobre 

las células endoteliales de la microvasculatura. 

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a) 

Ei TNF-a pertenece a la familia de las citocinas y es un mediador 

pleiotrépico con actividades pro-inflamatorias e inmunoreguladoras importantes 

para la defensa del organismo. Recientemente también se ha demostrado que 

juega un papel esencial en el desarrollo de estructuras en los érganos linfoides 

(Von Boehmer, 1997). Existen dos tipos de TNF, la mofécula alfa y la molécula 

beta (TNF-B), codificados por dos genes que se expresan en diferentes linajes 

de leucocitos. Ambas formas de TNF tienen propiedades y funciones muy 

similares, sdlo que el TNF-o. es producido por macrofdgos activados y el TNF-B 

por linfocitos activados {Aiyer et al, 1988). 

Estructura y origen 

El TNF-a es un polipéptido de 157 aminodcidos de 17 kDa, que fue 

aislado a homogeneidad como una glicoproteina a partir de medio condicionado 

por células de la linea promielocitica HL-60, las cuales habian sido previamente 

tratadas con ésteres de forbol (Aggarwal, 1985; Ayrer, 1988). Después de haber 

sido sintetizada, la proteina pasa por distintos estadfos de glicosilacién (Sherry 

et al, 1990), sin que aun se conozca la relevancia fisioldgica del ultimo estado de 

glicosilacién ya que el TNF-a recombinante producido en bacterias posee una 

actividad bioldgica similar al nativo. La estructura primaria del TNF-a fue 

determinada a partir de ta proteina pura y la secuencia obtenida es idéntica a la 

que predice !a secuencia de nucleétidos det RNAm (Pennica et al, 1988). Se ha 

encontrado una forma de TNF de 26 kDa unido a la membrana plasmatica; este 

pre-TNF posee una secuencia de 76 residuos de aminodcidos altamente 

hidrofdbicos, lo que sugiere que esta le sirve como secuencia sefial al TNF para 

insertarse en la membrana y posteriormente ser liberado en su forma de 17kDa 

(Kriegler et al, 1988). En estudios in vitro con la linea celular de macréfagos  



  

murinos RAW309 se ha identificado una proteasa asociada a la membrana 

celular que en respuesta a los estimulos con ésteres de forbol hidroliza al pre- 

TNE liberando la forma activa de la mo/écula (Pandiella & Masagué, 1993). 

En su forma activa el TNF-c es un homotrimero de aproximadamente 45 

kDa y cada subunidad tiene un peso de 17 kDa. Estudios cristalograficos han 

corroborado su naturaleza trimérica, la cual resulta de una arreglo en hojas B- 

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

perdiendo su actividad bioldgica rapidamente, lo que sugiere una estructura 

terciaria poco compacta. (Arakawa et al, 1987; Goeddel et al, 1986). 

El TNF-a es producido principalmente por macréfagos activados, aunque 

también puede ser secretado por células asesinas naturales (NKs}, células 

linfoblasticas B, astrocitos, células de la granulosa y ciertos tipos de tumores de 

ovario y de mama (Garret et al, 1987; Ayrer et al, 1988; Goeddel et al, 1986). La 

produccién in vivo de TNF-a es desencadenada por una amplia variedad de 

estimulos, entre los que destacan los lipopolisacdridos de bacterias gram- 

negativas, antigenos virales y de protozoarios, mitdgenos, algunas citocinas, 

antigenos y/o productos solubles de células tumorales y ésteres de forbol (Cuturi 

et al, 1987). 

El TNF-« se enlaza a receptores especificos presentes sobre las 

membranas celulares en la mayoria de tos tejidos (Stauber et al, 1988). Existen 

2 tipos de receptores diferentes entre si, que enlazan al TNF-c con alta afinidad: 

uno de 55 kDa (p55) y otro de 70-80 kDa (p75) (Hohmann et al, 1989)(Fig. 3) A 

estos receptores también se puede unir con gran afinidad la linfotoxina alfa 

(Lta), un homotrimero de TNF-B (Von Boehmer, 1997). Se ha propuesto que 

p55, también denominado receptor a TNF tipo I (TNFR D, tiene una papel critico 

en la muerte celular inducida por TNF-a, por lo que se considera que es el 

encargado de regular la citotoxicidad (Heller et al, 1992), mientras que el 

teceptor p70 o TNFR I, juega un pape! decisivo en la defensa del organismo 

contra microorganismos patégenos (Pfeffer et al, 1993). 

wv
  



      
  

Dominio de muerte 

wy Dominio de activaciéin de la 
esfingomictinasa neutra 
Las barras representan sectlencias 
repetidas de cisteinas 

  

Fig. 3. Familia de receptores de TNF-. os receptores a TNF son el receptor tipo 1 (TNFRD y el 

tipo [| (TNFRU), El receptor FAS comparte el dominio de muerte con el TNFR 1. Otros miembros 

de fa familia son fos antigenos CD40 y CD27 asi como OX40. En base a la presencia de 

fepeticiones de cisteinas el receptor al factor de crecimiento neural (NGFR) p75 también se 

agrupa dentro de ésta familia. 

Efectos Biolégicos 

El interés original del TNF-a deriva de estudios de una actividad 

antitumoral presente en el suero de animales con infecciones sistemdaticas 

(Carswell et al, 1975). Como ya se ha mencionado el TNF-a es un mediador 

primario endégeno, responsable de la patogénesis que acompafia a la infeccién 

sistémica, y que sirve como un mediador crucial en el choque séptico o 

endotoxico (Beutler, 1992). Paraddjicamente, también participa en procesos 

benéficos de la defensa del organismo y en el mantenimiento de la homeostasis 

del tejido (Tracey et al, 1989). Induce una gran variedad de respuestas 

celulares: promueve o inhibe la proliferacion, induce citotoxicidad y es capaz de 

inducir o prevenir la diferenciacién celular (Donato et al, 1989; Marino et al, 

1989). Jn vitro, el TNF-c estimula la proliferacién de fibroblastos diploides 

normales; sin embargo, en lineas celulares transformadas, como la A-439,  



inhibe la proliferacién mientras que en otras lineas como MCF-7 0 L-929 induce 

citotoxicidad (Sugarman et al, 1985; Gomez et ai, 1996). 

Transduccién de la sefal 

La secuencia de sucesos que siguen a la interaccién del TNF-a con sus 

receptores aun no se entiende completamente. Observaciones recientes en 

varias lineas celulares sugieren la participacién de 4 etapas: 

1) La formacién de compigjos proteicos que inctuyen los receptores tipo 1 

y II (p55 y p75), proteinas acopiadoras como FADD, TRADD y proteinas cinasas 

como RIP o proteasas de fa familia de las caspasas como FLICE. 

Recientemente se ha determinado que en esta primera etapa es en donde se 

enciende mas de una via de transduccién. Una asociada a la muerte celular por 

apoptosis que depende de FLICE, y una asociada a los cambios de expresion 

génica que depende de RIP. Se ha identificado a una proteina denominada FAN 

cuya unién al receptor tipo I media la activacion de una esfingomielinasa. 

2) Un aumento del recambio de esfingolipidos de membrana que da 

origen a segundos mensajeros como la ceramida. 

3) La rapida activaci6n de cascadas de transduccién en las que 

pariticipan proteinas cinasas como JUNK y la proteasa cinasa dependiente de 

ceramida CAPK, proteinas fosfatasas del tipo 2A y proteasas solubles de la 

familia de Ja convertasa de interleucina 1 (ICE). 

4) La activacién de transcripcién mediada por factores de transcripcién 

como NF«B y AP-1 que flevan a cambios en la expresién génica. 

5) Paralelo a estos cambios de la fisiologia celular se produce un 

aumento en la produccién de radicales libres y consecuentemente estrés 

oxidativo. La cadena respiratoria mitocondrial es un componente importante 

para la generacién de éste estrés, aunque también se ha reportado la activacion 

de oxidasas citoplasmaticas. Se ha propuesto que este estrés también forma 

parte de la transduccién de la sefal dependiente de! receptor tipo I. (Fig. 4) 

 



  

  

  

      

  

RESPUESTAS CELULARES 

Fig. 4, Representacién esquematica de las sefales de transduccién desencadenadas por el 

receptor p55 de TNF (TNFRI), SMN, esfingomielinasa neutra; Ger, ceramida; MEK, proteina 

cinasa de MAPK (mitogen activated protein kinase; NFxB, factor de transcripcién de la cadena « 

de anticuerpos producidos por células B; FLICE, proteasa de Ia familia de las caspasas que 

presenta un dominio de muerte; TRAF2, factor asociado al receptor tipo {I de TNF; CAPK, protein 

cinasa dependiente de ceramida; FAN, factor asociado al dominio de SMN; ERK2, proteina cinasa 

regulada por sefales; IxB, Inhibidor de NFxB; FADD, protefna asociada al deminio de muerte de 

FAS; TRADD, protefna asociada al dominio de muerte del receptor de TNF tipo I; CITO, 

citoplasma; MEM, membrana; EXT, extracelular. 

Efectos del TNF-a en las células endoteliales 

La célula endotelial juega un papel importante en la regulacién de {a 

permeabilidad e integridad de fos vasos sanguineos, consecuentemente 

cambios en la funcién de éstas células modifican las caracteristicas 

morfoldgicas y funcionales de la vasculatura (Bevilacqua et al, 1986; Detmar et 

al, 1990). Se han realizado andlisis por citometria de flujo que demuestran que 

las células endoteliales presentan los dos tipos de receptores para ef TNF-a 

(Stowik et al, 1993): por lo que se asume que todos los efectos del TNF-a sobre 

la célula endotelial estan mediados a través de ellos. El TNF-a promueve el 

proceso pro-inflamatorio y de neovascularizacién (Haliday et al, 1991). Es capaz  



de inducir cambios en fa distribucién y densidad de filamentos de actina y 

redistribucién en la red de las fibras (Molony-Armstron, 1991), cambios que 

podrian estar asociados a los cambios morfolégicos necesarios para permitir la 

extravasacion de linfocitos (Modur et al, 1996). Por otro fado el TNF-a induce ta 

expresiOn de factores procoagulantes, como el factor procoagulante del tejido 

(TF) (Tijburg, et al, 19914), el inhibidor del activador de plasmindgeno tipo I (PAI) 

(Van Hinsberg et al, 1990), y el factor activador de plaquetas (PAF) (Aderka, 

1991); por otra parte, regula ja trombomodulina por lo que previene la formacién 

de proteina C. También es capaz de inhibir la produccién del activador de 

plasminégeno de tejidos (t-PA), por lo que altera los mecanismos normales anti- 

coalgulantes. 

Cuando las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) son 

tratadas con TNF-o. aumentan la expresién de transcritos que codifican fos 

componentes de NFB, 50/p105 y p65, asf como del proto-oncogen c-rel (Read 

et al ,1994), la enzima MnSOD (superdxido dismutasa dependiente de 

Manganeso) (Wong-Goeddel, 1988). También induce la expresién de moléculas 

de adhesion celular, como la molécula de adhesién intercelular-1 (ICAM-1), 

selectina-E, antes también llamada molécula de adhesidn endotelial de 

leucocitos1 (ELAM-1), la molécula de adhesién de células vasculares-1 (VCAM- 

1) (Heyward et al, 1995) y los antigenos de histocompatibilidad PMN (Cdw18) y 

HLA-DR (Ritchie et al, 1991; Aderka, 1991; Detmar et al, 1990; Doukas-Pober, 

1990) asi como la expresidn de proteinas de estrés como Hsp70 y A20 (Wolf 

etal, 1992; Krikos et al, 1992). 

Es importante mencionar que el TNF-a interfiere con ja proliferacién de 

células endoteliales humanas (Wong-Goeddel, 1988; Lépez-Marure et al, 1997; 

Sato et al, 1986.); mientras que en cultivos primarios de células endoteliales de 

bovino, induce muerte masiva produciendo cambios  ultraestructurales 

caracteristicos de apoptosis (Robaye et al, 1991), induce retraccién celular, 

activacién de fosfolipasa A2 y sintesis de eicosanoides (Clark et al, 1988). 

 



MOLECULAS DE ADHESION 

Selectinas 

La familia de selectinas esta formada por tres moléculas de superficie 

intimamente relacionadas: selectina-L (MEL-14, LAM-1, CD62L), selectina-E 

(ELAM-1, CD62E), y selectina-P (PADGEM, CMP-140, CK62P). Todas ellas 

comparten como caracteristica particular de la familia, un dominio de lectina 

dependiente de calcio en el amino-terminal, un dominio semejante at del factor 

de crecimiento epidermal (EGF) y de dos a nueve secuencias repetitivas 

consenso (SCR), que son unidades homélogas a dominios encontrados en las 

proteinas complementarias (Fig. 5). 

Selectina-L 
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Fig. 5. Conservacién de la estructura general de ta familia de selectinas. Se muestran los 

dominios de lectina, el dominio semejante al factor de crecimiento epidermal (EGF), pequefias 

secuencias consenso repetitivas (SCR) y el dominio transmembranal (TM). Las flechas indican los 

bordes de los dominios determinados por ta unién de fos exones. Sélo el primero y el Liltimos de 

los SCR de las selectinas P y E se muestran con la estructura presente en humanos ({Temado de 

Tedder, 1995). 
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La estructura cristalografica de !os dominios de lectina y EGF de la 

selectina-E humana han sido determinados, mostrando que son dominios 

distintos con asociaciones limitadas entre si. Sin embargo, los dominios de EGF 

y SCR juegan un papel importante en fa adhesién celular, mientras que los 

dominios de lectina y el EGF determinan la especificidad en fa unién del ligando. 

La accion cooperativa de los dos dominios puede explicar el hecho de que los 

ligandos y la especificidad de las selectinas sean diferentes. Se sugiere que los 

dominios SCR contribuyen indirectamente a ia adhesién sirviendo como 

elementos estructurales necesarios para la presentacién de los dominios EGF- 

lectina. El numero de dominios SCR varia segun el tipo de selectina. Por 

ejemplo, las selectinas humanas difieren de la siguiente manera: la selectina-L 

tiene dos dominios SCR, !a selectina-E tiene seis y la selectina-P tiene nueve 

(Tedder, 1995) (Fig 5). 

Varias observaciones sugieren que en el reconocimiento de los ligandos 

de las selectinas participa una molécula de carbohidrato. La presencia de un 

dominio de lectina en el NHo terminal de la selectina facilita el acceso a las 

moléculas de carbohidratos presentes en los leucocitos. Las interacciones 

tectina-carbohidrato generalmente son dependientes de calcio como son las 

interacciones mediadas por selectinas. La gran variedad de estructuras 

determinadas por los carbohidratos contribuyen al alto grado de especificidad de 

las interacciones célula-célula (Larsen, 1995; McEver et al, 1995). 

Por otra parte, la expresién de selectina-L esta limitada a las células 

hematopoyéticas, mientras que la selectina-P se encuentra constitutivamente en 

los cuerpos de Weibel-Plade de las células endoteliales y en plaquetas. La 

produccién de selectina-E por parte de tas células endoteliales es inducida de 

manera rapida e intensa por una variedad de mediadores inflamatorios, 

incluyendo IL-1, TNF-a, interferén-y, sustancia P y lipopolisacaridos. 

De particular interés resulta el estudio de fa selectina-E siendo la unica 

que es inducida por citocinas durante los procesos inflamatorios; !a selectina-E 

 



regula la adhesi6n de neutréfilos al endotelio vascular activado y puede 

funcionar como un receptor local especifico para las células T (Tedder, 1995). 

Superfamilia de Inmunoglobulinas 

La superfamilia de receptores de inmunoglobulinas esta definida por la 

presencia de un dominio de inmunoglobulina, que esta compuesto de 70 a 100 

aminodcidos arreglados en una estructura caracteristica. Este grupo de 

receptores es muy variado, y comprende desde receptores solubles de! antigeno 

de las células T 0 receptores unidos a membrana, hasta moléculas de adhesion 

de una sola cadena. En este trabajo nos enfocaremos principalmente sobre 

ICAM-1 y VCAM-1 que se ha demostrado participan en la adhesion firme de los 

teucocitos a la célula endotelial y en su entrada a los tejidos (Fig. 6). 

La distribucién de estas moléculas esta asociado a su funcién en la 

adhesién especifica célula-célula. ICAM-1 se expresa constitutivamente sdlo en 

algunos tipos celulares; por el contrario, en los lugares donde existe una 

respuesta inflamatoria ICAM-1 es inducida de manera transitoria en una 

variedad de tipos celulares. Siendo el receptor de las integrinas de los 

leucocitos, LFA-1 y Mac-1, la inducci6n de ICAM-1 tiene un importante 

significado en el reciutamiento de leucocitos en sitios de inflamacién. LFA-1 se 

une principalmente al primer dominio de inmunoglobulina mientras que Mac-1 se 

une al tercero. ICAM-2, una molécula muy relacionada a ICAM-1 presenta dos 

dominios de inmunoglobulinas y es otro ligando para LFA-1, ICAM-2 se expresa 

constitutivamente en células endoteliales y en células sanguineas. A esta familia 

también pertenecen los receptores ICAM-3 e ICAM-R que han sido clonados 

recientemente, pero que no son expresados por células endoteliales. 

La expresién de VCAM-1 es inducida por algunos estimulos similares a 

los que inducen ICAM-1, aunque la expresién de VCAM-1 puede ser 

selectivamente inducida por fa citocina IL-4. VCAM-1 funciona como receptor 

para los antigenos de superficie VLA-4 de los leucocitos cuya interaccién 

también juega un papel importante en el reclutamiento de leucocitos a los sitios 

de inflamacion.  



Otra molécula de ia superfamilia de inmunoglobulinas que participa en la 

interacci6n leucocito-célula endotelial es CD31 (molécuta de adhesion plaqueta- 

endotelial-1:PECAM-1), que contiene seis dominios homdlogos de 

inmunoglobulinas y secuencias putativas de unién a proteoglicanos. Estudios 

recientes han demostrado que PECAM-1 es esencial para el reclutamiento de 

neutréfilos, aunque su papel alin no se ha entendido con precisién (Jones, 

1995). 
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Fig. 6. Representacién de la estructura de algunos miembros de la super-familia de 

inmuneglobulinas. Estos miembros se catacterizan por dominios de 90 a 100 aminodcidos 

conocidos como dominios de inmunoglobulina, que se encuentran unidos por enlaces disulfuro, 

tienen un segmento citoplasmico pequefio (COOH) y un segumento extracelular muy 

grande(NHp}, las lineas verticales representan la membrana celular. 

 



tntegrinas 

El nombre de esta famifia se refiere al hecho de que estas moléculas 

generalmente integran al medio extracelular con los componentes del 

citoesqueleto intraceluiar uniendo moléculas a la matriz extracelular o uniendo ta 

superficie de otras células (Edelman, 1995). 

Miembros de ésta familia de receptores de adhesién son expresados en 

casi todos los tipos celulares y participan en las interacciones de las células con 

su matriz extracelular (fibronectina y colagena principalmente) y algunas veces 

en la adhesién célula-célula. Sin embargo, estudios recientes sugieren que la 

union de las integrinas a sus ligandos como las moléculas de adhesién, activa 

una cascada de sefales que son traducidas a través de los receptores de 

integrinas (Meuer, 1994). 

La relevancia de [as integrinas en fos procesos de adhesién de fos 

" leucocitos queda de manifiesto cuando se presenta la pérdida de la expresién 

de integrinas en leucocitos, que lleva a graves defectos en la adhesién, 

caracteristicos de un sindrome clinico conocido como Deficiencia en Adhesién 

de Leucocitos (LAD por su siglas en inglés) (Meuer, 1994). 

Las integrinas son heterodimeros formados de subunidades a y B unidas 

no covalentemente, que regulan tanto la adhesién célula-sustrato como la 

adhesin célula-célula. De acuerdo a su descripcién original las integrinas se 

dividen en tres subfamilias, cada una con una subunidad B comtn, capaz de 

asociarse con un grupo especifico de subunidades a. Estudios recientes han 

demostrado que existen subunidades B antes desconocidas (Bp, Bas, Bs) por lo 

que ahora se propone la existencia de seis diferentes subfamilias B, y que 

ciertas subunidades a pueden combinarse con mas de una subunidad 6, 

burlando las realciones familiares propuestas originalmente (Dustin, 1991; 

Springer, 1990){Fig. 7). 
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Fig. 7. Asociaciones de las subunidades de las integrinas. Evidencia reciente muestra que cierta 

subunidad a puede asociarse con diferentes subunidades B. 

El conocimiento de ja estructura de las integrinas se basa principalmente 

en estudios bioquimicos del complejo de glicoproteina gpilb/Illa de la membrana 

de las plaquetas (Phillips, 1988) y en el hecho de que la secuencia de DNA de la 

mayoria de las integrinas es conocida. Se sugiere que existe una asociacién del 

dominio globular amino terminal de las dos subunidades para formar la 

regiones de unin al ligando del receptor (Fig. 8). La posicién relativa de 56 

residuos de cisteinas se conserva en casi todas las subunidades , la mayoria 

organizadas en cuatro unidades repetitivas, de ahi que se sugiera que la porcién 

amino terminal de la molécula esta doblada en una asa o "loop" que se 

estabiliza con enlaces disulfuro entre las cisteinas que se encuentran cerca del 

amino terminal. 

La subunidad 8B tipica posee un dominio transmembranal y un pequefho 

dominio citoplasmico en el carboxilo terminal de la molécula. Las subunidades a 

presentan una estructura semejante a fa de las subunidades 8, un pequefio  



carboxilo terminal citoplasmico, una regién transmembranal y un dominio 

globular extracelular, que contiene regiones de unién a calcio. 

Regién de slicasilacion 

       Subunidad « 

Dosinio Extracetulat 

ATT. samme 

Fig. 8. Estructura esquematica de un integrina tipica. Las integrinas estan compuestas de dos 

subunidades asociadas no covalentemente designadas a y §. Ambas subunidades son 

glicoproteinas integrales de membrana. Los dominios extracelulares contienen los sitios de unién 

al tigando. La subunidad a contiene dominios de unién al calcio. La subunidad B contiene cuatro 

repeticiones ricas en cisteinas (C). El asa del amino terminal del dominio extracetular de la 

subunidad 6 es estabilizada por un enlace bisulfuro intracadena. Los dominios citoplasmaticos de 

las dos subunidades son relativamente pequefios y contienen regiones capaces de unirse a 

elementos del citoesqueléticos como talina y vinculina que media la interaccién entre las 

integrinas con la actina el citoesqueleto. 

 



De particular interés es la subfamila B,, también conocida como LEU- 

CAMs 0 antigenos CD18, que consiste de tres receptores de adhesion de 

leucocitos: LFA-1, MAC-1 y GP150,95, que comparten fa subunidad B, y cuya 

expresion esta restringida sdlo a células blancas. LFA-1 (a B,) es expresada en 

casi todos los tipos de células blancas donde participa en la interaccion 

leucocito-leucocito y en la adhesién leucocito-célula endotelial, esta molécula 

también participa en la interaccién monocito-céluia endotelial (Staunton et al, 

1988). 

FUNCION DE LOS RECEPTORES DE ADHESION EN EL TRAFICO DE 

LEUCOCITOS 

El reclutamiento de leucocitos de la sangre es una de las respuestas 

celulares al dafio tisular y a la inflamacién, y es central para el trafico fisioldgico 

de linfocitos. La extravasacién de leucocitos se regula in vivo por mecanismos 

de reconocimiento selectivo de fos receptores de adhesién de leucocitos y 

células endoteliales, el cual puede mostrar una especificidad extraordinaria en 

relacién con el estimulo inflamatorio, el estado de la respuesta inflamatoria y el 

tejido u 6rgano involucrado (Ben Baruch et al, 1995). 

Sin embargo, los receptores participan de manera individual en multiples 

interacciones que son reguladas independientemente in vivo. Por ejemplo, la 

selectina-E media la unién a neutrdfilos o a células T de la piel, sin embargo, se 

sabe que existe un rectutamiento selectivo de neutrdfilos durante procesos 

inflamatorios agudos y de células T durante procesos inflamatorios crénicos en 

la piel (Picker, 1991). Se ha propuesto un modelo general en el que el 

reconocimiento es visto como un proceso activo que requiere cuatro etapas: a) 

el contacto inicial, b)”rolling”, c)adhesion firme y a) ta migracidn. (Fig. 9) 

El contacto inicia! con e! endotelio es ayudado por el tamario del capilar y 

venas (siendo éstos los principales sitios de extravasacién de leucocitos) y por e! 

aumento de permeabilidad vascular en los sitios de inflamacién lo que ocasiona 

una salida de plasma y un aumento en la cuenta celular circulante del sitio de  



inflamacion que cambia las caracteristicas de flujo a través del vaso permitiendo 

un contacto mas frecuente entre los leucocitos y la pared vascular. 

Los Jeucocitos que Slegan ai punto en el que el didmetro del vaso ha 

aumentado su tamafio son forzados a las paredes del vaso por los eritrocitos 

que son concavos y tienen mayor flexibilidad. Si el par apropiado de moléculas 

de adhesidn-ligando se encuentra expresado tanto en las células circulantes 

como en el endotelio, el leucocito forma uniones débiles con la pared vascular. 

La fuerza causada por el flujo de la sangre ocasiona que estas uniones del 

leucocito se rompan mientras que la célula es empujada hacia adelante 

ocasionando la formacién de nuevas uniones. Esta formacién y rompimiento de 

uniones, mientras que la célula es empujada, resulta en un rodamiento o “rolling” 

sobre la superficie endotelial en direccién del flujo sanguineo (Rossiter et al, 

1997). 

Se cree que este rodamiento sobre ef endotelio mantiene a las células 

blancas en contacto cercano con el endotelio de manera que los leucocitos 

pueden ser estimulados por sustancias liberadas localmente durante fa 

inflamacién desencadenando la expresién de moléculas necesarias para una 

adhesion mas firme. 

Se ha demostrado que el contacto inicial y ef “rolling” de fos neutréfilos y 

probablemente de monocitos y linfocitos al endotelio estimulado es mediado por 

las selectinas, con una expresién secuencial, iniciada por la selectina-P seguida 

de la selectina-L o la selectina-E. Los linfocitos usan las subunidades a4 de las 

integrinas (particularmente a4B7) para mediar el comportamiento de “rolling" 

bajo condiciones de flujo. El proceso de “rolling” mediado por la selectina y la 

subunidad a4 de las integrinas sobre el endotelio ocurre sin la activacién de tos 

{eucocitos; esta adhesién inicial es temporal y reversible (Staunton et al, 1988). 

La adhesion firme sigue a la interaccién dei “rolling”, esta fase esta 

mediada por integrinas y opera en condiciones de flujo lento o después de un 

contacto prolongado con la pared del vaso. Generalmente esta activacidn local 

de leucocitos ocurre a través de un mecanismo dependiente de un  



  

quimioatrayente especifico o de contacto celular, mediante sefiales capaces de 

disparar la expresi6n de otros receptores de adhesiédn cuya funcién es 

dependiente de activacion. Una vez estabilizada, esta adhesion mediada por 

integrinas es muy fuerte, deteniendo totalmente al !eucocito. 

En el paso final, as células se aplanan y desarrollan pseudépodos que se 

insinuan entre las uniones intercelulares por medio de un mecanismo que 

involucra moléculas de adhesién y sustancias quimioatrayentes. Se ha 

propuesto que la migracién de los leucocitos sigue gradientes de estas 

sustancias, gradientes de moléculas de adhesién o la combinacién de ambos. 

Eventualmente, la célula entera pasa de! flujo sanguineo al tejido 

perivascular, donde son sometidos a gradientes de quimioatrayentes que los 

dirigen al sitio de inflamacién o del proceso infeccioso. De esta manera el 

leucocito esta ahora en posicién para responder al antigeno (Hogg, 1995). 
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Fig. 9. Diagrama mostrando la secuencia de interacciones del leucocito con el endotelio bajo la 

guia de la cascada de adhesidn”. (Tomado de Hogg & Berlin, 1995).



  

Podrian existir pasos o sucesos adicionales en e! reconocimiento de 

células endoteliales aparte de los cuatro mencionados anteriormente. Por 

ejemplo, podrian existir similitudes en las sefiales de transduccién entre 

receptores activados o receptores dependientes de activacién, permitiendo un 

disparo independiente de integrinas especificas para diferentes sehales 

activadoras. Estos mecanismos permitirian una mayor diversidad durante el 

teconocimiento leucocito-endotelio, dadas las distintas combinaciones entre las 

moléculas de adhesion de {a célula endotelial y las integrinas de leucocites (Fig. 

10). 
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Fig. 10. Modelo de reconocimiento leucocito-endotelio que media ef proceso de activacién. En ef 

paso 2, un factor quimioatrayente soluble es necesario, pero las moléculas de fa superficie 

endotelial pueden mediar esta activacién. E, endotelio; L, leucocito (tomado de Campbell et al, 

1996). . 

TNF-a, CELULAS ENDOTELIALES Y LA EXPRESION DE MOLECULAS DE 

ADHESION 

Una de las funciones efectoras mas importantes del TNF-a radica en su 

habilidad para inducir profundos cambios funcionales en el endotelio vascular. 

Como punto central del proceso inflamatorio esta el aumento dramatico en la 

expresién de moléculas de superficie como ELAM-1, VCAM-1 e ICAM-1, las 

cuales permiten la adhesion de leucocitos sanguineos como se ilustré en las 

figuras 9 y 10. Como se mencioné anteriormente, las funciones del TNF-a son 
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iniciadas por la interaccidn con dos receptores de superficie distintos: p55 y p75. 

Estudios hechos por Neumann et al (1996) en ratones transgénicos, proveen 

evidencia de que ta induccién de estas moléculas y la infiltracién de leucocitos 

estA regulada por el receptor p55. Esta induccién esta mediada por la rapida 

activacién y subsecuente movilizacién del factor de transcripcién nuclear NF«xB 

(Weber et al, 1995; Neumann et al, 1996; Scholz et al, 1996). Los estudios 

realizados por Weber en 1995 mencionan que la induccién de las moléculas de 

adhesién esté regulada por un mecanismo suceptible a antioxidantes, lo que 

sugiere que en la activaci6n de células endoteliales inducida por TNF-a, es 

necesaria la generacién de radicales libres que reguian la liberaci6n de NF«B. 

El factor de transcripcién nuclear NF«B es un regulador pleiotrépico de 

muchos genes involucrados en fas respuestas inmunes e inflamatorias, 

incluyendo fas moléculas de adhesién. Esta familia de factores de transcripcion 

diméricos consiste del monémero p50 (NFKB1) que es generado por 

procesamiento proteolitico de p105, y de otro mondédmero de fa familia 

denominado p65, que tiene un potente dominio transactivador. En céfulas no 

proliferantes, estos heterodimeros se encuentran en una forma citosdlica 

inactiva, formando complejos con miembros de una familia de proteinas 

inhibidoras conocidas como [kB (del inglés: inhibitors of the kappa B 

transcription factor) las cuales se unen a la subunidad p65 de NF«B evitando su 

transporte af nucleo. Después de la activacion celular, IxB es fosforilado por 

una seriltreonil cinasa y subsecuentemente degradado, esta fosforilacién 

aparentemente no resulta en la disociacidn del complejo inactivo NF«B-IxB, sino 

que permite que IxB sea blanco de un sistema de proteasas para su 

degradacién (Miyamoto et al, 1994; Finco et al, 1994; Johnson et al, 1996). La 

separacion de NFxB de {xB permite que el dimero activo se transloque y se 

acumule en el nucleo, donde puede unirse a su secuencia blanco en las 

regiones promotoras de! DNA por las que tiene gran afinidad. Este proceso 

resume la participacién de NF«B en Ia activacién de ia transcripcién. Son muy  



  

diversos los genes que contienen secuencias capaces de unir al factor NFxB 

como parte de las sefiales que activan su transcripcién. Es interesante notar que 

uno de los genes que se transcriben en respuesta a NF«B es precisamente su 

inhibidor IxB, resultando en un reabastecimiento de ta poza citoplasmatica del 

inhibidor de !xB. Reestablecida la expresién de IkB la activacién de NF«B 

disminuye y por ende la expresion de tos genes dependientes de xB (Fig. 11). 
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Fig. 11. Esquema del sistema autoregulatorio de NFKB/IxB y la participacién del proteasoma. El 

factor de transcripcional NF«B inactivo es mantenido en ef citoplasma ya sea por la asociacién 

con IxB © por ja asociacién de p65 con p105. Multiples sefiales extracelulares activan la 

fosforilacién de IkB o de p105. ixB es degradado por el proteasoma, o cual resulta en la liberacidn 

de un p50-p65 funcional que puede ser translocado al nucleo. En paralelo, el carboxilo terminal de 

p105 es degradado por el proteasoma para generar la subunidad p50 del heterodimero p50-p65. 

El NF xB heterodimérico entra y se acumula en el nticlea activando 1a expresién de genes 

relevantes para a funcién det endotelio. (Tomado de Collins et al, 1995)



Entre los genes cuya expresién es dependiente del factor NFKB se 

encuentran varias moléculas de adhesién como la selectina E, ICAM-1 y VCAM- 
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Fig. 12. Organizacién estructural de los genes la selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1. En cada gen, la 

posicién de los exones correlaciona con los dominios estructurales de la protefna. En los tres 

genes, los exones estén indicados con cajas. Los intrones al igual que los extremos 5’ y 3° estan 

tepresentados con tineas. Las regiones no transcritas estan representadas por cajas vacias. Se 

representa la posicién de unién de elementos transcripcionales NFKB en el extremo 5’. Para los 

genes de VCAM-1  ICAM-1 se indican con némeros romanos los dominios semejantes a 

inmunoglobulinas. (Tomado de Collins et ai, 1995). 

El gen de ia sefectina-E humana contiene 14 exones y se extiende a io 

largo de 13 Kb de DNA (Fig. 12). Los elementos regulatorios requeridos por fa 

activacién de citocinas han sido localizados en los primeros 160 pb 

inmediatamente antes del sitio de inicio de transcripcién. Se han definido 4 

dominios de regulacién positiva (PD} en el promotor. Un elemento con las 

secuencias consenso KB y un sitio con una secuencia semejante a ATF 

(Activating Transcription Factor) que fueron designados PDI y POII 

tespectivamente, PDitl y PDIV fueron recientemente descritos. La induccién de 

selectina-E requiere fa unién del factor de transcripcién NFxB en PDI, POIIl y 

PDIV. En PDI! se cree que se unen los factores de transcripcién ATF-2 y/6 

HMGI (High Motility Group) que son esenciales para la activacion transcripcional 
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mediada por la citocina. Estos 4 sitios deben actuar cooperativamente para 

inducir la transcripcién (Fig. 13). 

EI RNAm de VCAM no es expresado en células no proliferantes, pero se 

ha demostrado una regulacién positiva de la expresién al ser expuestas a 

citocinas. 

EI gen de VCAM-1 se extiende cerca de 25 kb de DNA y contiene 9 
exones que correlacionan con fos 9 dominios funcionales de la proteina (Fig. 

12). Para este gen la organizacién de los elementos reguladores requeridos 

para la induccién de la expresi6én de VCAM por citocinas sélo ha sido 

parcialmente definido. Se ha encontrado que la activacion transcripcional del 

gen requiere de dos sitios NF«B en tandem localizadas en el promotor en la 

posicion -73 y -58, ambos necesarios para la respuesta transcripcional mediada 

por citocinas. Existe una interaccién cooperativa entre los dos dimeros de NFxB 

unidos en tandem en ef promotor de VCAM-1. Se ha localizado también un sitio 

Spt. 

El andlisis del promotor ha revelado la existencia de la secuencia 

GAAATAGAAA, que es un miembro de la familia de activadores 

transcripcionaies llamado factor regulador dependiente de interferon (IRF). 

Existen evidencias de que éste sitio IRF es importante para la expresion de este 

gen inducida por citocinas. 

Et andlisis de los promotores tanto de VCAM-1 como de selectina-E 

revelan pequefias regiones con capacidad de respuesta a citocinas con varios 

elementos NFxB que deben interactuar cooperativamente para inducir la 

transcripcion. 

ICAM-1 facilita [as interacciones celulares selectivas, es un receptor 

inducible para diversas integrinas B2 de leucocitos. La adhesién de ICAM-1 a 

las integrinas de leucocitos juega un papel importante en una variedad de 

interacciones celulares que incluyen el trafico de leucocitos y la iniciacién de las 

respuestas inmuno especificas.  



Las células endoteliales expresan [CAM-1 durante Jas respuestas 

inflamatorias donde tos niveles de la proteina se incrementan. Et TNF-a y el 

interferén gamma (IFNy) actuan simultaneamente para potenciar la expresién de 

ICAM-1 en células endoteliales. 

Sitio de Unién de NFB {consenso) 
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Fig. 13. A) Secuencias de! promotor de las moléculas de adhesién que contienen el sitio de unién 

para et factor de transcripci6n NFxB. Comparacién de la organizacién de los promotores de los 

genes de ELAM-1, VCAM-1 e ICAM-1 humanos. (Tomado de Collins et al, 1995). 

Esta molécula es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas y 

tiene cinco dominos semejantes a inmunogiobulinas, una regién 

transmembranal y un pequefio dominio citopiasmatico. 

EI gen de ICAM-1 contiene siete exones, cinco de los cuales contienen un 

domino de inmunoglobulina (Fig 12). La organizaci6n de tos elementos 

regulatorios requeridos tanto para la expresi6n basal como para la expresién 

inducida por citocinas han sido bien definidos (Hou, 1994). Los elementos 
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regulatorios responsabies de ia expresién basal estan localizados a -115, -60 y- 

40 pares de bases antes del sitio de inicio de {a transcripcién. 

Los elementos reguladores que dirigen la respuesta a TNF-a e IFN-y se 

encuentran a -190 y -90 pares de bases respectivamente antes del sitio de inicio 

de transcripcién. Los distintos elementos regulatorios dentro del promotor de 

ICAM-1 median la induccién transcripcional en respuesta a los mediadores de la 

inflamacién (Fig. 13). Esta respuesta requiere tanto de los elementos de 

respuesta al TNF-o como de los de respuesta al IFN-y, sin embargo, las bases 

moleculares del mecanismo que activa la transcripcién auin no es claro. 

En conclusién, el sistema endotelial NF«B/IxB juega un papel importante 

en la regulacién de ta expresién de moléculas de adhesién de teucocitos 

inducida por citocinas. El factor de transcripci6n NFxB puede ser activado en 

células endoteliales por las citocinas asociadas con ef aumento de expresién de 

moléculas de adhesién. Después de la exposicidn a citocinas, los niveles 

citoplasmaticos del inhibior de NF«B, !xB, decaen rdpidamente ya que es 

degradado por la via del proteasoma; paralelamente exite una acumulacién en 

NFkB en el nitcleo. NFxB y otras factores de transcripcién participan en el 

ensamblaje de complejos de transcripcién que activan multiples genes 

endoteliales, incluyendo el gen del inhibidor !kB. El subsecuente aumento en la 

expresién de {xB disminuye la activacién de NF«B y disminuye la expresién de 

genes dependientes de NF«B. 

MOLECULAS DE ADHESION Y METASTASIS 

Las células endoteliales no sélo forman la barrera mecdnica de los 

componentes celulares de la sangre, sino que también al cambiar a un estado 

de activacién facilitan la extravasacién de células linfoides permitiendo la 

formacién de respuestas inflamatorias en areas de infeccién o trauma. El mismo 

mecanismo molecular probablemente es usado por células tumorales las cuales 

han sufrido un proceso de seleccién para la estrategia de diseminacién mas 

efeciente (Stoelcket et al, 1996).  



La interacci6n entre células tumorales y endoteliales esta considerada 

como un paso crucial en fa metastasis de tumores. Las células tumorales 

parecen entrar al flujo sanguineo a través de los vasos linfaticos y de nuevos 

vasos asociados al tumor. Estas células pueden circular individualmente, en 

pequefios grupos o en forma de agregados con plaquetas hasta que se 

adhieren a la vasculatura en un sitio secundario (Tézeren et al, 1995). Esta 

interacci6n es mediada por moléculas de adhesién de la superficie celular 

expresadas tanto en el endotelio camo en las células tumorales. Se ha sugerido 

que la retraccién del endotelio vascular en el sitio secundario causado por la 

adhesién tumoral o la lesién inducida por neutrdfilos tacilita la salida de las 

células tumorales del flujo ya que la retraccién deja expuesta la membrana 

basal. 

Los trabajos de Tézeren sugieren que las céluias metastdsicas se 

adhieren y ruedan, apoyando [a hipdtesis de que las células tumorales se 

adhieren al endotelio en un proceso muy semejante al utilizado por leucocitos. 

Sin embargo, Thorlacius (1997), sugiere que no existe un rodamiento de las 

células metastasicas in vivo, argumentando que los trabajos anteriores han sido 

hechos in vitro y no se alcanzan las velocidades que existen realmente en los 

postcapilares, velocidades 3 0 4 veces menores a las reportadas en otros 

trabajos por lo que el propone un modelo basado en el tamafio de los capilares 

y de las células metastdsicas: con el didmetro de los capilares y el gran tamafio 

de las células tumorales (comparadas con el de los leucocitos} es razonable 

considerar e! anclaje mecanico como la principal causa del arresto inicial del 

tumor, posteriormente hay una activacion de receptores de adhesion. 

Las citocinas como el TNF-a e [L-1 aumentan la adhesidn de células 

tumorales a traves de fa induccién o aumento de la expresién de diversas 

moléculas de adhesién en el endotelio activado. Se ha reportado que muchos 

melanomas secretan citocinas y por !o tanto tienen mayor adherencia al 

endotelio que aquellos que no las secretan (Chiviri et al, 1996). Incluso se ha 

demostrado que citocinas producidas por e! hospedero en respuesta a estimulos 

inflamatorios pueden aumentar metastasis experimentales; sin embargo, en 
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ausencia de inflamaci6on, el endotelio vascular también puede ser activado por 

citocinas liberadas por el tumor, ya sea directamente o a través de la induccién 

de otras citocinas. 

La utilizacién de antagonistas de citocinas ha probado que éstas regulan 

las interacciones del endotelio con las células tumorales durante e! proceso 

metastasico. Es importante mencionar que estos antagonistas evitan el aumento 

de la expresion de moléculas de adhesion (Chiviri et al, 1993). También se ha 

demostrado, tanto in vivo como in vitro, que si se utilizan inhibidores de ia 

activiaci6én de NFKB se presenta una disminucién en la adhesién de células 

metastasicas (Tozawa et al, 1995). 

Células tumorales de varios origenes histolégicos expresan moléculas 

que han sido identificadas en leucocitos como proteinas criticas para la 

interaccién adhesiva con el endotelio microvascular y estructuras de matriz 

extravascular (Thorlacius et al, 1997). La expresién diferencial en los distintos 

érganos de las moléculas de adhesién constitutivas e inducidas podria explicar 

porque las células metastdsicas pueden adherirse a diferentes sitos en la 

vasculatura, explicando en parte las consecuentes metastasis in vivo (Lafrenie 

et al, 1994). 

Estudios recientes involucran a la selectina-E, como un mediador de la 

adhesién de algunas células de carcinoma de colon (Tézeren et al, 1995). Cabe 

mencionar que la selectina-E es inducida por citocinas como TNF-a e IL-1, sin 

embargo, esta no es ja Unica molécula de adhesién relevante en el proceso 

metastasico, ya que se ha demostrado la participacién de otras moléculas de 

adhesion en diversos tipos tumores. 

EI ligando de lta selectina-E son carbohidratos de los grupos sialil Lewis X 

y A (SL-X y SL-A) y se ha demostrado que muchas de las células cancerosas 0 

metastdsicas expresan grandes cantidades de estos carbohidratos (Groves et 

al, 1993). Los estudios de Allen y colaboradores demuestran que la cantidad de 

antigenos de carbohidratos expresados (incluyendo {os ligandos de selectina-£) 

en una variedad de tumores puede estar relacionada con ja progresidn de fa  



enfermedad y que ésta progresién y expresién de carbohidratos permite 

distinguir depdsitos metastasicos de tumores primarios (Alten et al, 1996}. 

En resumen, un paso esencial durante ia metastasis es la adhesién de 

las céluias tumorales malignas al endotelio vascular en tos 6rganos blanco de 

este proceso invasivo. Esta interaccién esta mediada por las mismas moléculas 

de adhesion que participan en fa adhesién de feucocitos durante la reaccién 

inflamatoria, aunque también intervienen otras variantes de estas moléculas. 
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JUSTIFICACION 

Como se pudo observar en Ia revisién anterior, poco es conocido acerca 

de los mecanismos de adhesién que utilizan células provenientes de tumores 

metastasicos como es el caso de linfomas o de mielomas. Se ha proputesto que 

estas células utilizan un sistema semejante al que utilizan los leucocitos para su 

extravasacién mediado por moléculas de adhesion. El TNF-a es un importante 

mediador de respuestas inflamatorias, caquexia y el choque séptico, siendo su 

principal blanco las células endoteliales. Por ello, se consideré de gran 

importancia el evaluar: 1) como afecta el TNF-a la expresién de moléculas de 

adhesién, 2) como afecta el TNF-a la capacidad de las células endoteliales de 

adherir células del mieloma U937 humano, 3) la participacién de las moléculas 

en la adhesion del mieloma y 4) la posible participacién de seriltreonil cinasas en 

la respuesta. 

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento de 

la posible pariticipaci6n del TNF-a y de las moléculas de adhesién en la 

metastasis de tumores. 
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OBJETIVO GENERAL 

Valorar el papel del TNF-o en la induccién y fisiologia de tas moléculas de 

adhesién: selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 en cultivos primarios de células endoteliales 

provenientes de cordones umbilicales humanos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

4.- Obtener cultivos primarios de células endoteliales realizando una 

disgregacién enzimatica de la vena de cordones umbilicales humanos y caracterizando 

a los cultivos por medio de inmunocitoquimica. 

2.- Establecer cultivos asincrénicos y sincrénicos evaluados por el contenido de 

DNA utilizando citometria de flujo. 

3.- Evaluar el efecto del TNF-a en los niveles de RNAm de las moiéculas de 

adhesién: selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 por medio de reacciones de transcripcién 

reversa y PCR en cultivos asincrénicos y sincrénicos. 

4,- Evatuar el efecto del TNF-a en los niveles de proteina de las moléculas de 

adhesién: ICAM-1 y selectina-E utilizando inmunoanatisis en cultivos asincrénicos y 

sincrénicos. 

5.- Montar un sistema que permita evaluar la adhesion de células promielociticas 

humanas de la linea U937 a células endoteliales. 

6.- Evaluar si el tratamiento de los endotelios con TNF-a es capaz de modificar 

la adhesién de las células US37. 

7.- Evaluar la participacién de las moléculas estudiadas en la adhesion del 

promieloma utilizando anticuerpos contra estas moféculas. 

8.- Estudiar !a posible participacion de seril-treonit cinasas en la respuesta de 

adhesién utilizando inhibidores de la misma. 
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MATERIALES Y METODOS 

Obtencion de células 

Las células endoteliales fueron obtenidas a partir de cordones umbilicales 

humanos provenientes de partas eutécicos y cesdéreas de acuerdo al 

procedimiento descrito por Jaffe en 1973 (Jaffe, 1973). Los cordones se 

colectaron en solucién salina de Hepes (Sigma), se limpiaron con gasas 

estériles y se les canulé la vena umbilical con la finalidad de lavaria y eliminar 

residuos sanguineos. La vena fue sometida a disgregacién enzimatica con una 

solucién de tripsina 0.1% (Sigma) preparada en una solucién de verseno, 

durante 15 minutos a una temperatura de 37 °C. La solucién disgregante fue 

colectada en tubos estériles y centrifugada a 1000 rpm durante 10 min. El botén 

celular obtenido de 3-12 cordones fue sembrado de acuerdo a las condiciones 

de cultivo celutar. 

Las células promielociticas humanas de la linea U937 fueron adquiridas de la 

compafiia American Type Culture Collection (ATCC). 

Condiciones de cultivo celular 

Células endoteliales humanas. 

Las células endoteliales fueron mantenidas en medio de cultivo M199 

(GIBCO, USA) suplementado con glutamina (GIBCO BRL) al 1%, 0.1 mg/ml de 

factor de crecimiento endotelial (Biomedical Technologies tnc.), 0.1 mg/ml de 

heparina (Sigma, USA), mezcla de antibidtico y antimicotico al 1% (GIBCO, 

BRL) y 10% de suero fetal de bovino (SFB) (In vitro, México). En algunos casos 

se cubrieron las cajas con gelatina al 0.2% para posteriormente sembrar las 

células, Una vez sembradas, las células fueron mantenidas a 37 °C con una 

humedad relativa del 100% y una atmésfera de 5% bidxido de carbono-95% 

aire. Las células fueron utilizadas para los ensayos experimentales entre los 

pasajes 1 y 2; sembrandose a una densidad de 20x10° células por cm’. Estos 

cultivos fueron tratados con TNF a diferentes tiempos y concentraciones y 

fueron empleados para las extracciones de proteina y RNA total. 
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Células U937 

Las células U937 fueron mantenidas en medio RPMI (GIBCO, USA) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO, USA) y antimicstico al 

1% (GIBCO, USA). Ya que se trata de células que crecen en suspensidn ef 

cambio de medio consistia en retirar aproximadamente 9/10 del volumen del 

medio utilizado y substituirlo con medio fresco, Para evitar dafar las células 

nunca se sometieron a centrifugacién, y para prevenir su activacién por 

endotoxinas sdlo se empled material ésteril nuevo en el cultivo de estas células. 

Caracterizacion de células endoteliales 

Las células fueron identificadas como endotelio por su morfologia tipica 

en confiuencia y por medio de la identificacién de antigeno especificos de estas 

células por inmunofiuorescencia. Las células endoteliales fueron sembradas 

sobre cubreobjetos de vidrio, después de 48 hr las células se fijaron con una 

soluci6én de glutaraldehido al 4% durante 30 minutos para después 

permeabilizarlas con tritén al 1% y ser incubadas con un anticuerpo monoclonal 

dirigido contra el factor Von Willebrand (DAKO, USA), que actda como un 

acarreador del factor Vill de coagulacién una protefna sintetizada por las célutas 

endoteliales. Un anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina se utilizé para 

revelar la presencia del anticuerpo primario. Las células con los anticuerpos se 

incubaron nuevamente por una hora a 37 °C. Para reconocer individualmente a 

las células, los nicleos celulares fueron tefidos con colorante Hoescht 

(Molecular Probes, USA). Esta doble tincién permite contar todas las células 

presentes en un campo utilizando Ja tincidn nuclear y evaluando la tincidén por el 

factor Von Willebrand es posible determinar la fraccién de la poblacién positiva. 

Este procedimiento nos proporciond el porcentaje de células endoteliales 

obtenidas en los cultivos primarios, que durante los primeros dos pasajes 

siempre fue mayor al 99%. 

 



  

Sincronizacién celular 

Con el propésito de obtener cultivos en los que la mayoria de tas células 

se encontraran en diferentes etapas de {a fase G1 del ciclo celular, las células 

fueron cultivadas hasta aicanzar confluencia y permanecieron asi sin cambio de 

medio durante tres dias mas. Este procedimiento resulto en un arresto del 

grueso de la poblacion en un estadio GO y/o G1 temprano. La sincronizacion fue 

evaluada midiendo et contenido de DNA tefiido con ioduro de propidio, utilizando 

un sistema de citometria de flujo. 

Marcado de las células U937 

Las células U937 fueron crecidas en medio compieto suplementado con 

ipCi por mililitto de timidina tritiada (New Englan Nuclear), por 48 horas. 

Posteriormente las células marcadas fueron lavadas dos veces con PBS y 

resuspendidas en medio M199 para ponerlas en contacto con las células 

endoteliales. 

Citometria de flujo 

La cantidad de DNA presente en las células fue determinada usando 

citometria de flujo de acuerdo al método del CycleTESTPLUS DNA Reagent Kit 

(Beckton & Dickinson, CA). Las células se lavaron en una_ solucién 

amortiguadora que contiene citrato de sodio, sacarosa y dimetil sulféxido 

(DMSO) y se centrifugaron por 5 min a 300 x g a temperatura ambiente, este 

procedimiento se repitié dos veces. Las células se resuspendieron en la solucién 

amortiguadora y se contaron para ajustar la concentracién de células a 106 por 

ml. Se centrifugaron una vez mas, para posteriormente decantar el 

sobrenadante y agregar 250ul de la solucién A (que contiene tripsina en una 

solucién amortiguadora de detergente de tetrahidrocloruro de espermina para la 

disgregacién enzimatica de los fragmentos de tejido sdlido y la digestion de 

membranas celulares y citoesqueleto). La suspensi6n se mezclé suavemente y 

se dejé reposar por 10 min. Sin retirar la solucién A se agregaron 200ul de la 
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solucién B (inhibidor de tripsina y ribonucleasa A en una solucién amortiguadora 

estabilizadora de citrato con tetrahidrocloruro de espermina para inhibir la 

actividad de la tripsina y digerir el RNA) mezclando suavemente dejando otros 

10 min. Se agregaron 200uI de la solucién C fria (que contiene ioduro de 

propidio y una solucién amortiguadora de citrato con tetrahidrocloruro de 

espermina, el primero se une estequiométricamente al DNA a una concentracién 

final de al menos 125 yg/mi) y se incuba por otros 10 min en la oscuridad. Por 

Ultimo, fa muestra se filtra a través de una membrana de nylon de 50 jum y 

queda preparada para analizarse en ei citémetro (FACScalibur, Becton 

Dickinson). Se adquirieron de 10 a 100 x 10° eventos para analisis de 

fluorescencia utilizando el programa Cell Quest. El ajuste de las fases GO/G1, S, 

G2/M se hizo manualmente comparando controles y células tratadas. 

Inmunoanilisis 

La cantidad de proteina expresada se determiné por inmunoanalisis. La 

proteina total fue extraida utilizando una solucién de lisis conteniendo Tris 

(50mM), NaCi (120mM), NP-40 (0.5%), NaF (100mM), Vanadato de sodio (200 

uM) @ inhibidores de proteasas como aprotinina (70 IU/ml), fluoruro de fenilmetil- 

sulfonilo (PMSF, 0.58mM) y leupeptina (10ug/ml). Las células fueron lavadas 

con una solucién de PBS y lisadas con 350 1! de solucién de lisis por plato por 

15 min sobre hielo. La proteina extraida fue colectada en tubos eppendorf con 

la ayuda de un gendarme para después ser centrifugada a 1400 rpm durante 15 

min a 4 °C, el sobrenandante fue guardado en congelacién a -20°C. La cantidad 

de proteina obtenida por muestra fue determinada por el método de Bradford 

(Bio-Rad, USA). Posteriormente, entre 25ug y 100 ng de proteina de cada 

muestra fueron sometidos a electroforesis en un gel desnaturalizante de 

poliacrilamida al 7.5%, usando como marcador de peso molecular standares de 

bajo peso y B-galactosidasa pretefida de un peso de 116 KDa. El gel fue 

transferido a una membrana de nitrocelulosa (Hybond) la cual se bloqued con 

una solucidn de leche al 6% en TBS-Tween durante 2 horas y se incubé durante 
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15 hrs con un anticuerpo monoclonal contra |-CAM o selectina-E humana (Santa 

Cruz y APSA Biotek, USA) a una dilucié6n 1:200. Como anticuerpo secundario se 

adicionaron IgGs de ratén acopladas a biotina (DAKO, USA) a una dilucién de 

1:2500. La presencia del complejo fue detectada usando un conjugado de 

avidina-biotina y peroxidasa (DAKO, USA). Las sefiales se obtuvieron por 

autorradiografia revelando la actividad de peroxidasa con luminol (Reactivo de 

ECL, Amersham). 

Transcriptasa reversa (TR) y PCR 

Extraccién de RNA. El RNA total fue extraido por el método de tiocianito de 

guanidinio y fenol-cloroformo empleando el reactivo TRI (Molecular Research 

Center, USA). Para ello, las monocapas de células fueron homogenizadas con 1 

ml de TRI por cada caja de petri de 100 mm de didmetro. Et lisado celular se 

colect6 con la ayuda de un gendarme y se pasé a un tubo donde se le 

adicionaron 2001 de cloroformo por cada muestra, se agité vigorosamente 

durante 15 seg y se colocéd en hielo durante 15 min mas, después se centrifugd 

a 12000 x g por 15 min a 4 °C. Se colecté la fase acuosa (superior) donde el 

RNA permanece soluble. Para la precipitacién del RNA se adicionaron a la fase 

acuosa 500u! de isopropanol y se mantuvo a fas muestras a 4 °C por 15 min. 

Posteriormente se centrifugaron a 12000 x g por 15 min y el botén de RNA fue 

lavado con 1 ml de etanol al 75% a 4 °C. El precipitado fue centrifugado 

nuevamente y secado para posteriormente disoiverlo en agua tratada con 

dietilpicocarbonato (DEPC) (Sigma). La cantidad de RNA se determind por 

espectrofotometria a 260 nm y su calidad se determiné corriendo las muestras 

en geles de agarosa-formaldehido buscando Ja presencia de las bandas de RNA 

ribosomal no degradado. 

Transcripcion reversa y Amplificacion por PCR. Se tomé aproximadamente 1 Wg 

de RNA total siguiendo el protocolo que presenta el juego de reactivos de TR y 

PCR (PekinElmer); para la reaccién de transcripcion reversa se utiliz6 oligodT 
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como iniciador para sintesis de cDNA. Esta reaccién se realizé como se 

describe a continuacién: 15 min a 42 °C, 5 min a 99 °C y por tiltimo 5 min a § °C; 

para la reaccién de PCR se sintetizaron oligonucledtidos especificos reportados 

por Meagher y colaboradores (1994), para la amplificacién de cada una de las 

moléculas de adhesién. Para cada una de las reacciones de amplificacién se 

us6 el promedio de la Tm de los oligos utilizados. Para cada reaccién se empled 

a! siguiente protocolo: 2 min a 95 °C, 35 ciclos de 1 min a 95 °C y 1 min al 

promedio de la Tm. Al terminar fos 35 ciclos se llev6 a cabo una extensién por 7 

min a 72 °C. Del producto de !a reaccién de PCR se tomaron 10 pl y se corrieron 

en un gel de agarosa al 3%. 

TAMANO DEL 

OLIGONUCLEOTIDO = Tm(°C) x(Tm °C) PRODUCTO 

ESPERADO (pb) 

Selectina E (Sentido) 60 60 254 

CTCTGACAGAAGAAGCCAAG 

Selectina E(Antisentido) 60 

ACTTGAGTCCACTGAAGCCA 

ICAM-1 (Sentido) 56 60 195 

TATGGCCAACGACTCCTTICT 

ICAM-1 (Antisentido) 64 

CTGTCACCTCGGTCCCTTICT 

VCAN-1 (Sentido) 58 58 259 

ATGACATGCTTGAGCCAGG 

VCAN-1 {Antisentido) 58 

GTGTCTCCTTICTTTGACACT 
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Los geles fueron digitalizados y analizados utilizando el programa 

fotoshop (Macquintosh) que permitié conocer el niimero de veces que se 

aumento de expresién basandose en el aumento de densidad de la imagen. 

Experimentos de adhesién 

Se traté a las células endoteliales con TNF-« a diferentes tiempos y 

concentraciones. Posteriormente, se adicionaron los promielocitos U937 

previamente marcadas con timidina tritiada en tal cantidad que cubrieran por 

completo la monocapa de células endoteliales (aproximadamente un millon de 
células U937 por cada cm’). Después de los tiempos establecidos se hicieron 

tres lavados con PBS y posteriormente las células se lisaron con 500 ul de 

NaOH 0.2 N, para hidrolizar el DNA de las células U937, marcado con timidina 

tritiada. Después de 15h esta solucidn alcalina se mezclé con 3 ml de tritosol y 

fueron cuantificadas en un contador de centelleo. Los resultados obtenidos se 

sometieron a andalisis estadistico. 

Analisis de los Datos 

Los experimentos se realizaron al menos tres veces y cada uno de ellos 

por triplicado, para homogenizar los datos obtenidos se transformaron en 

porcentajes de sus propios controles y en base a los porcentajes obtenidos se 

calculé el promedio y fa desviacidn estandard. 

Utilizando la desviacién estandard el numero de experimentos 

individuales se aplicé la prueba estadistica de T de student para obtener el valor 

de p. 

Por ultimo se calculd ef error estandar que aparece en las graficas. 
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RESULTADOS 

Caracterizacién de Célutas Endoteliales 

Uno de los principales problemas en el uso de cultivos primarios de 

células endoteliales es fa posible contaminacién con otros tipos célulares como: 

fibroblastos, miocitos y adipocitos derivados de tejido conectivo y células 

musculares. De ahi, la importancia de establecer la pureza de fos cultivos, para 

evitar que la presencia de células no endoteliates alterara los resultados y fa 

interpretacién de los mismos. 

Para asegurar la pureza de fos cultivos obtenidos, se realizé un andlisis 

de inmunofluorescencia indirecta usando un anticuerpo monoclonal dirigido 

contra el factor Von Willebrand acoplado a un segundo anticuerpo conjugado 

con sodamina. El factor Von Willebrand es una proteina asociada al factor VII 

de! sistema de coagulaci6n que se expresa de manera exclusiva en células 

endoteliales y en células cebadas. Las preparaciones también fueron sometidas 

a una tincién con Hoecht para identificar los nicleos celulares, como un control 

de! ndmero total de células. De esta manera se pudo determinar el porcentaje 

de células con tinciédn positiva para el factor Von Willebrand (células 

endoteliales). El resultado de este andlisis mostré que un 99% de las células 

obtenidas iniciaimente son células endoteliales y que esta proporcién se 

conserva durante los primeros dos pasajes. En base a {o anterior, en todos los 

experimentos realizados se utilizaron cultivos primarios en los pasajes 1 y 2. 
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Efecto del TNF-a sobre los niveles de RNA mensajero de las moléculas de 

adhesion: selectina-E, (CAM-1 y VCAM-1. 

Con el objetivo de medir cambios en la expresién del mensajero de jas 

moléculas de achesién en respuesta al TNF-a se aisl6 RNA total de cultivos 

asincrénicos tratados con la citocina por distintos tiempos. La relativa escases 

de RNA total y por ende de mensajero para cada una de las condiciones nos 

hizo considerar el uso de la técnica de TR y PCR sobre el andlisis de “northern” 

como método de comparacion de los niveles de expresion para cada una de las 

moléculas de adhesién. Para que la técnica de TR y PCR pueda ser empleada 

como una herramienta comparativa e incluso cuantitativa, es necesario que la 

reaccién de amplificacién no aleance saturacién; si esto ocurriera, las diferencias 

en los niveles de mensajero podrian ser minimizadas. Por to tanto es importante 

que las reacciones de amplificacién se detengan dentro del rango lineal de 

amplificaci6n para que las diferencias en los niveles de mensajero puedan 

reflejarse en la intensidad de las bandas de los productos de PCR. El que todas 

nuestras reacciones de PCR cumplieran con este criterio nos permitié establecer 

que las diferencias de expresién de los RNAm fueran confiables. La utilizacién 

de este método nos permitié identificar los tiempos criticos de expresién 

transitoria, para que pudieran ser analizados posteriormente empleando 

técnicas mas directas como el “northem”. 

Se ha reportado que al tratar a las células endoteliales con TNF-a se 

induce expresién de diversos genes, como las moléculas de adhesién: ICAM-1, 

VCAM-1 y selectina-E (Heyward et al, 1995), Para comprobar esta induccién, se 

cultivaron células endoteliales y se trataron con 10 ng/ml de TNF-a por 12 h 

para después hacer una extraccién de RNA total el cual se utilizé para hacer 

reaccién de TR y posteriormente PCR como se describe en materiales y 

métodos. 

En la figura 14 podemos observar que VCAM-1 y la selectina-E tienen 

nivetes basates de sus mensajeros independiente al tratamiento (carriles sin 
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TNFo:(-)). Sin embargo, cuando las células son tratadas con TNF-« el analisis 

de intensidad de la sefial muestra que se duplica la produccién de ambos 

transcritos. Para ICAM-1 los niveles basales de mensajero son apenas 

detectables pero, al ser expuestas al TNF-a la cantidad de transcrito llega casi a 

triplicarse. 

Selectina-E VGAM-1 

    
TNF {td ng/ml) -~ + - + - + 

Fig. 14. Cambios en jos niveles de RNAm de selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 en respuesta al TNF- 

a. Cultivos de endotelios fueron tratados con (+) y sin (--)TNF-o por 12 h, después se realizé una 

exiraccién de RNA total posteriomente la cantidad del transcrito fue evaluada por TR y PCR de 

acuerdo a materiales y métodos. 

Con la finalidad de saber si la induccién del mensajero de moléculas de 

adhesi6n por TNF-a constituia un cambio permanente o era un evento 

transitorio, células endoteliales fueron tratadas con o sin TNF-a y los RNAm 

fueron extraidos a las 1, 3, 6, 12, 18 y 24 h con los que posteriormente se 

realiz6 TR y PCR. 

Los resultados muestran que la transcripcién de la selectina-E es inducida 

rapidamente estando presente desde 1 h y alcanzando el maximo de expresion 

entre las 3 y las 6 h, representando el doble de lo obtenido en 1h, para después 

declinar sin llegar a desaparecer a las 24 h (Fig. 15B). Para ICAM-1 se observa 

una cinética de induccién diferente, con un pico maximo a las 12 h, siendo el 

triple del basal, que disminuye a jas 24 h (Fig. 15D). En el caso de VCAM-1 se 
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nota un aumento muy ligero desde las 3 h, para continuar aumentando hasta las 

6 h donde e! contenido de transcrito es seis veces el obtenido en 1 h 

posteriormente disminuye paulatinamente hasta casi desaparecer a tas 24 h 

(Fig. 15C). 

‘Tlempo (h) 
TNF (10 ngimd) 

‘Trempo (nh) 

TNF (10 ngé) 

1 

- + 

VCAM-1 

        

Selectina-E 
B 

Tiernpo {h) 

TNF (101ngtalp 

D 

Tiempo (h) o 6 12 6 

TNF (10ngim) = + + + 

Fig. 15. Aumento transitorio en los niveles de RNAm de selectina-E, VCAM-1 e ICAM-1mediados 

por TNF-c. Cultivos de células endoteliales fueron tratados con (+) y sin (--)TNF-a por los tiempos 

indicados, mismos en los. cuales se extrajo el RNA total para posteriormente hacer TR y PCR de 

acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Se muestran ef RNA total del que se partié para 

tas reacciones de TR y PCR(A), y el producto de las reacciones obtenidos utilizando los 

oligonuctestidos para selectina-E (B), VCAM-1 (C) e ICAM-1 (D). $ corresponde al marcador de 

peso motecular. 
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Efecto del TNF-c sobre los niveles de RNAm de selectina-E en cultivos de 

células endoteliales sincrénicos 

La mayoria de las respuestas celulares se dan cuando las células estan 

én la fase G1 del ciclo celular, haciendo que en un cultivo asincrénico slo una 

fraccion de las células pueda responder a estos estimulos. De manera que en 

los experimentos anteriores, realizados en cultivos asincrénicos, sdlo una 

fraccién de la poblacion endotelial deberia de estar en la etapa de G1 en la que 

las células pudieran responder al TNF-a. 

Los resultados obtenidos hasta este momento sugieren que la selectina-E 

es la molécula que se induce mas rapido; para obtener una poblacién 

homogenea de célutas en ta que se pudiera establecer el tiempo de respuesta 

mas corto, se sincronizaron cultivos para posteriormente hacer extracciones de 

RNAm a los tiempos establecidos. 

Sineronizacién celular 

La sincronizaci6én se evalud utilizando citometria de flujo como se 

describe en materiales y métodos. Células asincrénicas y sincrénicas fueron 

analizadas a las 24 h, momento en et que las células se encuentran en {a fase 

Gt segun lo reportado por Lopez-Marure y colaboradores (Lé6pez-Marure et al, 

1997). 

El analisis mostré que en cultivos sincronizados a las 24h casi el 90% de 

la poblacién celular se encuentran en la regién correspondiente a la fase G1 y 

solo un 5% en S y un 6% en G2/M (Fig. 16A), en comparacién con cultivos no 

sincronizados, donde se obtuvo un 59% de la poblacién celular en G1, 11% en 

S y 30% en G2/M (Fig. 168). 
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Fig. 16. Sincronizaci6n de cultivos endoteliales, A} Citometria de flujo de cultivos asincrénicos; B) 

Citometria de flujo de cultivos sincrénicos; después de 24 h de ser sembradas. R1, porcentaje del 

total de eventos que se utilizarion para Jas grdficas; Los nimeros corresponden al porcentaje de 

nuicleos en cada una de las regiones M1, M2, M3, M4 y MS. Las regiones M2, M3 yM4 

coresponden a tas fases Gt, S y G2/M de! ciclo célular. 

Aumento en los niveles de RNAm de selectina-E en cultivos sincrénicos 

Para la extraccién de RNA total, cultivos de células endoteliales 

sincrénicas fueron tratadas con o sin TNF-a, los RNAm fueron extraidos 0.5 , 1, 

3, 6, 12, 18 y 24 h, después de adicionar el TNF-a y se evalud la cantidad de 

transcrito por TR y PCR. En la fig. 17, podemos observar que a la media hora de 

tratamiento se observa una familia de productos de PCR entre los que destacan 

por su abundacia 3 bandas de mayor tamafio comparado con el producto 

esperado de 254 pb; después de una hora de tratamiento ya no se observa la 

banda mas pesada y se ve una menor cantidad de las otras dos y un aumento 

en la intensidad del producto final; a las 3h sdélo se observa la banda 

correspondiente a} producto esperado que es mas intensa que en los tiempos 

anteriores. Siguiendo !a expresién a las 6, 12, 18 y 24h podemos notar que el 

punto maximo de expresién se obtiene a las 18h. En células no tratadas no se 

pudo detectar productos de PCR al tiempo 0 y niveles bajos a los tiempos 6, 12, 

18 y 24h. 
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A RNA RNA 

   
Tiempo {h} 0 05 1 3 Tiempo {h) 6 12 18 24 
TNF (10ngml) ~ + + ‘ TNF(1Ongm) = + 

B Selectina-E D 

   
& 

Selectina-E 

=> 

Tiempoth) 0 0513 @ Tiempo (h) 6 12 18 24 

TNF (10 ng/mi) - + > - + ” + TNF (10ngiml) -~ + 4 4 

Fig. 17. Aumento transitorio en los niveles de selectina-E mediada por TNF-c.. Cultivos de células 

endoteliales sincrénicos fueron tratados con (+) y sin (--) TNF-a. por los tiempos indicados, mismos 

en los cuales se extrajo el RNA total para posteriormente hacer TR y PCR. A) y C) Muestran et 
RNA total; 8) y D} ef producto de las reacciones utilizando los oligonuclestidos para selectina-E. * 

Producto esperado de la PCR especifica para selectina-E, & productos de PCR que 

probablemente representan productos de maduracién del RNAm de selectina-E. 

Efecto del TNF-a los niveles proteicos de las moléculas de adhesién ICAM- 

1y selectina-E. 

Para definir si el efecto del TNF-o. sobre los niveles de RNAm también se 

extendia a la expresi6n de las proteinas de adhesién se_realizaron 

inmunoandlisis utilizando anticuerpos monoclonales contra las _proteinas: 

selectina-E e ICAM-1. 
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Los resultados muestran que para la selectina-E se observa una 

induccién desde las 3h, aleanzando un pico maximo de expresion a las 12h para 

después decaer paulatinamente. ICAM-1 presenta una cinética de induccién 

diferente, que se hace evidente a las 6h con la thaxima expresion a las 18h para 

posteriormente disminuir. Sin embargo la cantidad de ICAM-1 expresada es 

menor que la cantidad de selectina-E que se observa (Fig. 18) 

    

A 
Selectina-E 

116 kd — 

Tiempo (h) 1 1 3 6 2 18 24 

TNF (10 ng) — + + + + + + 

B (CAM +1 

200 kD ___ 

96kD 

Tiernpo {h) 1 1 3 6 12 18 24 

TNF (10 ng/ml) - + + + + + + 

Fig. 18. Inmunoandlisis de la expresién de ICAM-1 y selectina-E inducidas por TNF-c. Cultivos de 

células endoteliales asincrénicos fueron tratados con (+) y sin (-)TNF-a por jos tiempos indicados, 

mismos en los cuales se hizo una extraccion total de proteina para hacer inmunoblots con 

anticuerpos monoclonales para selectina-E (A) y para |CAM-1 (B). La flecha corresponde al peso 

molecular esperado para las proteinas de selectina-E e ICAM-1 respectivamente. 
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Teniendo como antecedente la répida elevacién del RNAm de selectina-E 

e ICAM-1 se evalud Ja expresién de proteina en cultivos sincrénicos control o 

tratados con TNF-a por inmunoanalisis. Los resultados obtenidos en estos 

experimentos muestran que para selectina-E se alcanza el valor mas alto a las 

12h de tratamiento con TNF-a mientras que para ICAM-1 se encuentra a las 24h 

(Fig. 19). 

kD SELECTINA-E 
ICAM-1 

200 

   
6 12 18 24 Tiempo (h) 6 12 

~- + ~ + ~ + - + TNF (10 ngmi) a ee 

Fig. 19. Expresion de la selectina-E en cultivos de células endoteliales sincronizados. Cultivos de 

células endoteliales sincronizados fueron tratados con (+) o sin (--) TNF-« por los periodos 

indicados, al termino de los cuales se hizo una extraccién de proteina total para inmunoanalsis. 

Posiciones de ICAM-1 y selectina-E en los geles( +). 

Adhesion de células promielociticas U937 a células endoteliales tratadas 

con TNF-a. 

Las moléculas ICAM-1, VCAM-1 y la selectina-E partcipan en la 

respuesta inflamatoria mediando Ja adhesion de leucocitos al endotelio vascular; 

también se ha reportado que estas moléculas juegan un papel importante en !a 

metastasis de tumores ya que se ha sugerido que estos utilizan un sistema 

semejante al de los leucocitos para adherirse a las células endoteliales. 

Ademas, se ha reportado la participacién de citocinas en proceso de adhesién 

de células metastdsicas al endotelio. 

Una vez demostrado que el TNF-a induce la expresién de éstas 

moléculas, se quiso ver el efecto de esta induccién en la adhesién de células 

mieloides de la linea U937, para lo que se montaron experimentos in vitro que 

nos permitieran estudiar la adhesién del mieloma. 
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En vista de que las moléculas que analizamos aumentan sus expresién a 

partir de las 3 h de tratamiento con TNF-a, se decidiéd medir la adhesién a ese 

tiempo de incubacién con la citocina. 

El primer paso consistid en conocer cual era el tiempo necesario para 

obtener la mayor adhesién posible, por lo que para estandarizar el tiempo 

adhesién se puso a las células promielociticas sobre los endotelios tratados con 

TNF-o por 3h y a partir del momento en el que se establecid el contacto con los 

endotelios se midié ta adhesion a distintos tiempos. 

Los resultados obtenidos sugieren un aumento transitorio en la adhesién. 

En la figura 20 se muestra un aumento estadisticamente significativo desde los 

15 min que incrementa hasta alcanzar un maximo de adhesion entre las 2 y las 

3h; por lo que ef tiempo de coincubacién de U937 y endotelio para medir la 

adhesi6n se estandarizo en 3h (Fig. 20). 
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Fig. 20. Curva de adhesién de U937 de acuedo al tiempo de contacto con las células endoteliales. 

Cultivos asincréncios de células endoteliales se trataron con TNF-a (10 ng/ml) por 3h y se 

pusieron en contacto con las U937 por distintos tiempos. La adhesidn se evatud de acuerdo a lo 

establecido en materiales y métodos. “ Las diferencias con respecto al control son significativas 

(p<0.005). 

Los resultados de las reacciones de TR y PCR, de los inmunoblots y los 

anteriores sugieren que las moléculas de adhesidn tienen una cinética de 

expresion transitoria, de manera que si estas moléculas participan en fa 
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adhesisn de células U937 la adhesion de éstas células deberia ser un fendmeno 

transitorio; para lo cual, se hizo una curva en el tiempo tratando a las células con 

10 ng/ml de TNF-a. 

Para el experimento se trataron a las células de la siquiente manera: 

c = Sin TNF-a 

3 = 1.5h con TNF-a y 1.5h con U937 

6 = 3h con TNF-a y 3h con U937 

10 = 3h con TNF-a y 9h con U937 

320 = 23h con TNF-a y 9h con U937 

En la figura 21 se puede observa que hay una aumento de siete veces en 

la adhesién con respecto al control (sin TNF-a) a las 3h que alcanza un maximo 

a las 6h aumentando ocho veces en relacién al control; a las 12h la adhesién 

decae a la mitad, manteniendose constante hasta las 32h. Es importante notar 

que la adhesion entre las 12 y las 32h es cuatro veces mayor al control. Estos 

resultados confirman los resultados obtenidos por TR y PCR, y fos inmunoblots 

demostrando que la adhesién tiene un aumento transitorio. 
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Fig. 21. Curva de adhesién de células U937 a distintos tiempos a endotelios tratados con TNF-a. 

Cultivos de células endoteliales asincrénicas fueron tratados sin (C} y con TNF-a por los tiempos 

indicados en el texto y posteriormente la adhesién se evalué de acuerdo a lo descrito en 

Materiales y métodos. Las diferencias con respecto ai control sin TNF-a fueron significativas con 

p<0.005 *. 
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En la serie de resultados anteriores ia adhesion a las 6h fue mayor que la 

obtenida a las 12h, para corroborar esta diferencia y para ver si la respuesta era 

dosis dependiente se hicieron curvas de concentraciones TNF-a. a las 6 y 12 h. 

Para las 6h se trat6 3h con TNF-a y 3h en contacto con U937 mientras que para 

12h fueron 3h con TNF-a y 9h en contacto con las U937. Los resultados 

mostraron nuevamente que la adhesién es mayor a las 6h (Fig. 22A) que a las 

12h (Fig. 22B); sin embargo para los dos casos la respuesta es dosis 

dependiente, obteniendo el maximo con 1 ng/ml de TNF-a ya que con 10 ng/ml 

se obtiene casi la misma respuesta. 
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Fig. 22. Curva dosis/respuesta a TNF-a a 6 (A) y 12h(B). Cultivos asincrénicos de células 

endotelilales se trataron sin (C) y con distintas concentraciones de TNF-a a los tiempos indicados 

fueron procesados como se indicé en materiales y métodos. Las diferencias con respecto al 

control sin TNF-c fueron significativas con p<0.005 *. 

En los experimentos anteriores de 12h las U937 se dejaron en contacto 

con el endotelio 9h, pero habiendo establecido las 3h como tiempo maximo de 

adhesion (Fig. 20) y dado que a las 12h se pueden seguir diferentes protocolos 

que pudieran variar los resultados obtendios, se hicieron curvas de 12h con los 

siguientes protocolos: 

B.- 3.6.3 

C.- 3.9 

I 3h con TNF-a, 6h sélo medio y 3h con U937 

3h con TNF-a y 9h con U937 (Fig. 23C)  



D.- 9.3 = 9h con TNF-« y 3h con U937 (Fig. 23D) 

Se tomé como control un experimento de 6h, que ademas ratificaria que 

la adhesion a 6 h es mayor que la obtenida a las 12h. 

La figura 23 muestra que los porcentajes de adhesidn obtenidos en los 

distintos protocolos de 12h es menor que la de 6h, sin embargo, en el protocolo 

en ef que los endotelios estuvieron 6h con medio (Fig. 23B) se nota una menor 

adhesin que en los otros dos protocolos que tienen exposicién continua ya sea 

a las células o al TNF-a (Fig. 23 C y D). 
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Fig. 23. Curva dosis respuesta a TNF-a a6 hy 12 h. Cultivos asincrénicos de céllas endoteliales 

se trataron con fas mismas concentraciones de TNF-« de la figura 22 siguiendo distintos 

protocolos para las 2h: B) 3h con TNF-a, 6h con medio y 3 hen contacto con U937; C) 3h con 

TNF-a y 9h en contacto con U937 y D) Sh con TNF-« y 3h en contacto con U937. Las células se 

procesaron de acuerdo a lo descrito en materirales y métodos. Los controles sin TNF-a estan 

marcados con una “C”, tas diferencias con respecto al control sin TNF-o fueron significativas con 

p<0.005 * 
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Con los resultados anteriores se establecié un protocolo de incubacién de 

6 h: 3h de tratamiento con TNF-a y 3h con tas U937, con el cual obtenemos la 

maxima respuesta de adhesidn. Todos tos experimentos posteriores se hicieron 

siguiendo éste protocolo. 

Efecto de la densidad endotelial sobre ta adhesion 

Los resultados presentados anteriormente fueron hechos sembrando a 

las cétulas a una densidad de 20,000 células por cm® , que corresponde a un 

50% de confluencia; sin embargo, en su estado normal las células endotetiales 

se encuentran formando el recubrimiento de los vasos sanguineos a una 

confluencia det 100%. Para valorar si ta densidad causaba un efecto sobre la 

adhesion se sembraron celulas endoteliales a dos densidades: a 20,000 células 

por cm? como en los experimentos anteriores y a 150,000 células por cm? 

donde las células quedaban a una confluencia del 100%. 

Los porcentajes de adhesién obtenidos con los endotelios sembrados a 

baja densidad (Fig. 24A) son casi tres veces mas altos que los obtenidos 

cuando las células estaban en confluencia (Fig. 248), al igual que en otros 

experimentos, la respuesta para ambos casos es dosis dependiente. 

En estos experimentos se cuantificd la marca incorporada en las células 

U937 tal como se ponian sobre los endotelios (1'000,000 de U937), lo que nos 

permitidé establecer fa relacién de cuantas células U937 se pegaban por 

endotelio (Fig. 24 C y D). Se observa que existe una mayor adhesién en células 

sembradas a baja densidad, sin embargo, cuando se hace la relacién con el 

numero total de endotelios 20,000 cm” y 150,000 cm”, el ntimero total de U937 

adherido al endotelio es el mismo en ambos casos (Fig. 24 C y D). 
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Fig. 24. Efecto de la densidad sobre !a adhesién de células U937 a células endoteliales. Se 

sembraron cultivos asincrénicos de células endoteliales a dos densidades: 20,000 células por cm? 

(A) y 150,000 células por cm? (B)y se trataron sin (C) TNF-a o cocentraciones crecientes de TNF- 

& por 6h y se procesaron segun Jo descrito en materiales y métodos. En C y D relacién de células 

U937 por endotelio, calculada por la correccién de! namero total de células US37. Las diferencias 

con respecto al contro! sin TNF--a fueron significativas con p<0.005 *. 

Habiendo hecho amplificaci6n de RNAm e inmunoblot de cuttivos 

sincrénicos, se quiso saber que efecto tendria la sincronizacién célular sobre fa 

adhesion de células U937; para lo cual se sincronizaron cultivos endoteliales se 

resembraron a una densidad del 80% y se trataron de la siguiente manera: 

B.-Resiembra (TO) a las 6h se puso TNF-« por 3h, y después las célutas 

se afiadieron por 3h mas con para dar un total de 12h (G1 temprano){Fig. 

258). 

C.-Resiembra (TO) alas 30h se puso TNF-a por 3h y 3h con U937, para 

un total de 36 h (G1 tardio)(Fig. 25C). 

 



Se utiliz6é un cultivo asincrénico como control (Fig. 25A). 

Paralelamente se hizo un analisis de sincronizacién por citometria de 

flujo, en el que se observé que en a las 12h un 93% de las células se 

encontraba en G1 y a las 36h el 91% de la poblacién estaba en la fase G1 del 

ciclo (Fig. 25A y B). 
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Fig. 25. Citometria de flujo de cultivos sincronizados después de las 12 y 36h de resiembra. La 

regién marcada con M1 representa la fase G1, fa M2 es [a fase S (sintesis de DNA) y M3 

representa a las células que se encuentran en G2/M. 

Los resultados muestran que la adhesién es menor en células que se 

encuentran fa fase temprana de Gt (Fig. 26B), mientras que las que las que 

estan en G1 tardio (Fig. 26C) responden igual que el control asincrénico (Fig. 

26A); cabe hacer notar que la repuesta a las 36h se satura con la concentracién 

minima de TNF-o. a diferencia de los otros dos casos en los que se mantiene la 

curva dosis respuesta. 

54  



    

  

B c 

CULTIVO SINCRONICO (12 HRS) CULTIVO SINCRONICO (36 HAS) | 
1490 

1200 

1000 

i 00 

3:0 

® 400 

200 
o 

© 4 ° ’ 

TH lag {aging     

  

  

Fig. 26. Adhesién de células U937 a cultives endoteliales sincrénicos. Cultives sincrénicos de 

células endoteliales fueron resembrados y tratados con TNF-a como se indica en el texto, las 

muestras fueron procesadas como se indica en materiales y métodos. A) Cultivo asincrénico; B) 

Cuttivos sinrénico 12h después de la siembra; C) Cultivo sincrénico 36h después de siembra. En 
las gréficas los controtes se indican con una “CG”. Las diferencias con respecto al control sin TNF-a. 

fueron significativas con una p<0.005 *. 

Participacién de la Selectina-E y VCAM-1 en la adhesién de U937 a 

endotelios 

Una vez demostrado que el TNF-a induce una aumento en la adhesion y 

de que este aumento es transitorio lo que correlaciona con los resultados 

obtenidos en las reacciones de PCR y por inmunoblot; se quiso valorar la 

participacién de las moléculas de adhesién: selectina-E y VCAM-1 en la



  

adhesi6n de las células promielociticas, para fo cual se utilizaron anticuerpos 

neutralizantes de la funcidn de éstas moléculas. 

La figura 27 muestra que cuando las células endoteliaies son pretratadas 

por 2h con un anticuerpo monoclonal (0.01 ng/ml) ya sea anti-selectina-E (Fig. 

27A) o anti-VCAM-1(Fig. 27B) la respuesta de adhesion se abate a pesar de la 

presencia del TNF-a (10 ng/ml). 
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Fig. 27. Inhibicién de la adhesién por anticuerpos neutralizantes de motéculas de adhesién. 

Cultivos asincrénicos de células endoteliales fueron pretratados 2h con anticuerpos: A) 

Antiselectina-E y B) Anit-VCAM-1, posteriormente se siguié el protocolo establecido (3h con TNF- 

ay 3h con U937) y se procesaron como {o indicado en materiales en métodos. Las diferencias 

con respecto al control sin TNF-c fueron significativas con p<0.005 para los casos tratados sélo 

con TNF-a. 

Efecto del inhibidor de seril-treonilcinasas (H7) y de dexametasona 

{agonista de glucocorticoides) 

Se ha sugerido que en ia via de expresién de las moléculas de adhesién 

es necesaria la participacién de proteinas cinasas que fosforilan al inhibidor del 

factor de transcripcién NFKB, conocido como IkB, en residuos de seriltreonil, 

Para confirmar la participacién de éste tipo de cinasas y de esta via de 

activaci6én en el proceso de adhesién, se pretraté a los endotelio con un 

inhibidor inespecifico (H7) de éstas proteinas cinasas y se midié el efecto que 

tiene sobre la adhesién de céulas U937. 
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Los resultados obtenidos nos mostraron que 1a adhesién basal no se vié 

alterada por la presencia del inhibidor; sin embargo, cuando las células se 

trataron con el inhibidor y en presencia de TNF-a la adhesion disminuyé 

tegresando a la adhesién basal cuando se utiliza la concentracién mas alta de 

inhibidor (10 pM) (Fig 28). 
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Fig. 28. Efecto del inhibidor de seril-treonil cinsas (H7) en la adhesién de cétulas U937. cultivos 

asincrénicos de células endoteliales fueron pretratados 2h con H7 para después continuar con el 

protocol de adhesién establecido (3h TNF-c. + 3H U937), fa adhesién se analizé como se 

describe en materiales y métodos. 

Otra manera de medir la participacién del factor transcripcional NF«B, en 

la adhesi6n fue se utilizar dexametasona, cuya actividad antiinflamatoria induce 

la expresion de IB evitando Ja translocacion de NF«B y por tanto fa induccién 

de los genes dependientes de él. 

La figura 29 muestra que el tratamiento de dexametasona no causa 

ningun efecto sobre el cultivo endotelial por lo que se mantiene la adhesion 

basal, sin embargo, cuando los cultivos se pretratan con dexametasona y 

después con TNF-a se observa una pequefia disminucién en la adhesién la cual 

es independiente de la concentracién de dexametasona. 
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Fig. 29. Efecto de la dexametasona en ta adhesién de U937 a endotelios. Cultivos asincrénicos de 

células endoteliales fueron pretratados 2h con dexametasona y posteriormente con (+) y sin (--} 

con TNF-a. y después se continuo con el protocolo de adhesién establecido (3h TNF-a y 3h 

937), la adhesién se proceso segtin lo reportado en materiales y métodos. La dexametasona se 

disolvié en etanol (vehiculo) del cual se presenta también un control. 

58



  

DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Pureza de los cultivos. 

En éste estudio hemos caracterizado la capacidad del TNF-c de inducir 

cambios moleculares y funcionales relacionados con la adhesién de 

promielocitos U937 a cultivos primarios de células endoteliales. Dado que 

durante el proceso de preparacién de éstos cultivos primarios no se utiliza 

ningun sistema de seleccion o enriquecimiento de las células endoteliales y que 

se parte de una digesti6n protéica de vena umbilical, es posible que los cultivos 

de células endoteliales tuvieran ademas distintas proporciones de fibroblastos, 

mioblastos y pericitos. La presencia de éstos tipos celulares podria afectar de 

manera directa o indirecta la activacién endotelial mediada por TNF-o. Por 

ejemplo, se ha descrito que los fibroblastos son capaces de responder al TNF-co 

liberando al medio distintas citocinas que pueden modificar la funcién endotelial. 

Por estas razén result6 favorable obtener cultivos primarios de células 

endoteliales que presentaran una contaminacién no mayor al 1% con otros tipos 

celulares y que éste grado de pureza se conservara durante los primeros dos 

pasajes. La solidez de éstos resultados se fundamenta en que la expresién del 

factor Von Willebrand esta limitada a células endoteliales y células cebadas, 

éstas ultimas presentes solo en érganos hematopoyéticos. 

La ausencia de células contaminantes en los cultivos primarios de células 

endoteliales, permite concluir que los efectos observados se deben a la accion 

directa del TNF-« sobre las células endoteliales. 
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tncrementos en los niveles RNAm de moléculas de adhesién. 

El tratamiento con TNF-a aumenté los niveles de RNAm de las tres 

moléculas de adhesién ensayadas de manera transitoria; sin embargo, estos 

aumentos tuvieron diferencias en magnitud y en la cinética con la que 

alcanzaron sus niveles maximos. 

Los resultados de TR y PCR de la figura 15 muestran que en el caso de 

selectina-E alcanza el nivel maximo de expresién (2 veces lo obtenido en 1h) 

después de 3h de tratamiento con TNF-a. El comportamiento del mensajero de 

VCAM-1 alcanz6 su nivel maximo a las 6h después de iniciado el tratamiento (6 

veces con respecto al obtenido después de 1h de tratamiento). El mensajero de 

ICAM-1 alcanz6 su valor maximo (3 veces el valor obtenido a 6h) a las 12h. 

Estos resultados nos permiten concluir que la induccidn de éstas 

moléculas mediada por TNF-a es un proceso transitorio como ya habia sido 

reportado (Hatliday et al, 1991). La secuencia de induccién observada (selectina- 

E, VCAM-1 e ICAM-1) correlaciona con el numero de sitios de unidn de 

reconocimiento para NF«B en cada uno de los promotores (3 para selectina-E, 2 

para VCAM-1 y 1 para ICAM-1). Sin embargo, esto no excluye la participacion 

de otros factores de transcripcién cuyas secuencias también se encuentran 

presentes en los promotores de estas moléculas (Fig. 13), ya que solo la 

diferencia en el nimero de sitios NFxB no puede explicar la expresién 

secuencial de los genes. 

Incrementos en los niveles de proteina de moléculas de adhesién. 

Con el objetivo de correlacionar ta induccién de RNAm inducida por TNF- 

a y los niveles de expresién de proteina de cada una de las moléculas de 

adhesién, se analizaron {os extractos proteicos en inmunoblots, utilizando 

anticuerpos monoclonales comerciales para ICAM-1 y selectina-E, e! andlisis de 

VCAM-1 no pudo ser realizado por no contar con el anticuerpo de reconomiento 
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a esta proteina. Ambos anticuerpos reaccionaron positivamente con mas de una 

banda, por lo que la identidad de ICAM-1 y selectina-E se determiné por el peso 

molecular esperado, La sefial generada por el anticuerpo anti-selectina-E fue 

mas especifica que fa obtenida con el anticuerpo contra ICAM-1 que dié una 

sefial relativamente ambigua. 

El tratamiento con TNF-a aumenté los niveles de las proteina analizadas 

de una manera transitoria; la selectina-E alcanza su nivel maximo de expresién 

a las 12h de tratamiento, mientras que ICAM-1 tiene su maximo a las 18h. 

Al comparar fas cinéticas de expresién de RNAm y de proteina para 

selectina-E encontramos que mientras que el mensajero alcanzé su nivel 

maximo a las 3h la proteina fo alcanza a las 12h. Los niveles de RNAm de 

selectina-E en los controles fue variable (Fig. 14 y 15) pero siempre menor a las 

muestras tratadas con TNF-a que concuerdan con la sefial mas tenue de 

proteina obtenida en el inmunoblot de la figura 18A. Por lo tanto concluimos que 

las células endoteliales tienen un nivel basal de expresi6n de mensajero que 

correlaciona con un nivel reducido de proteina. 

Para ICAM-1 el mensajero alcanzé su maximo a las 12h mientras que la 

proteina lo hizo a las 18h, este desfasamiento en ef tiempo entre el mensajero y 

la proteina (6h) es mas corto que el observado para selectina-E (9h) y 

concuerda con el principio de que los cambios en los niveles de mensajero 

deben preceder a los de protefna. 

Después de 6h de tratamiento con TNF-a es posible distinguir niveles 

muy bajos para ICAM-1 (Fig. 15D), estos niveles posiblemente representan una 

expresién basal que se encuentra en el limite de deteccién de nuestro ensayo. 

Dada la ambigiiedad de fa sefial del anticuerpo contra ICAM-1 no podemos 

descartar la sefial obtenida en los controles sin TNF-a (Fig. 18B, carril 1h sin 

TNF-a). 

El orden de induccién entre las proteinas de selectina-E e ICAM-1 

correlacionan con el obtenido para los mensajeros correspondientes, a pesar de 

carecer del inmunoanalisis para VCAM-1 los antecedentes predicen que la 
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expresion proteica alcanzaria su nivel maximo entre las12h (selectina-E) y las 

18h (ICAM-1). 

Los resultados de expresién proteica no son informativos con respecto a 

la cantidad de proteina funcional expresada en la membrana celular y sdlo 

indican la sintesis de nueva proteina en respuesta al TNF-a. Quedaba por 

determinar si esos cambios de expresién proteica estan asociados a la fisiologia 

de la adhesién. 

Caracterizacién de la adhesion de promielocitos a células endoteliales. 

Durante los procesos inflamatorios se lleva a cabo la adhesién al 

endotelio y la extravasacién de leucocitos utilizando molécutas de adhesidn 

expresadas en ambos tipos celulares. Existen reportes de que este mismo 

mecanismos es utilizado por células tumorales con capacidad metastasica y asi 

adherirse al endotelio y posteriormente invadir sus tejidos blanco (Stoelcket et 

al, 1996). Ya que los ganglios linfaticos son sitios frecuentemente invadidos por 

tumores metastdsicos se ha postulado que citocinas presentes en estos 

ganglios , como el TNF o [a [L-1 pueden mediar activacién endotelial y promover 

la invasién metastasica. De aqui se desprende la importancia de estudiar si la 

adhesién de un mieloma humano puede ser mediada por la expresién de 

moléculas de adhesién en la superficie del endotelio en respuesta al TNF-a. 

Habiendo demostrado que el TNF-a induce la expresién de las proteinas 

de adhesion en cultivos primarios de células endoteliales humanas, se monté un 

sistema que permitiera caracterizar la adhesién de promielocitos humanos de la 

finea U937 a estos cultivos. 

El primer paso consisti6 en encontrar un procedimiento que permitiera 

marcar a las células U937, lo que se logré adicionando timidina tritiada a jos 

cultivos. Este marcaje fue posible gracias a que esta linea promielocitica 

prolifera normaimente cuando se cultiva in vitro, con un tiempo de duplicacién 

de 24h. Después de marcadas las células, la timidina tritiada fue diluida con dos 
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lavados para finalmente resuspender las células marcadas en el medio en el 

que se hace e! ensayo de adhesion. 

La figura 20 muestra que fa cantidad de radioactividad adherida al plato 

aument6 sélo en los pozos que recibieron TNF-a, y que este aumento aicanzé 

su maximo después de 2h, el hecho de que el ensayo de adhesion mostrara un 

cambio estadisticamnte significativo a los 15 minutos de coincubacién sugiere 

que el proceso que lleva a una interaccién fuerte entre los promietocitos y el 

endotelio es muy rapido. Dado que la concetracién de timidina tritiada presente 

durante el ensayo de adhesién debe haber disminuido por lo menos 1000 veces 

(en base a la dilucién del medio), y que las células endoteliales tienen un tiempo 

de duplicacién de 48h la cantidad de marca incorporada al DNA de las células 

endoteliales esta por debajo del nivel de deteccién de la técnica. Por tanto 

consideramos que la cantidad de radioactividad adherida es directamente 

proporcional a la cantidad de células adheridas. 

Al seguir la adhesion a lo largo del tiempo después de haber dado un 

estimulo inciat del TNF-c. observamos que la adhesién aumentaba de manera 

transitoria, aleanzando su nivel mas alto (8 veces la dhesion basal) a las 6h para 

depués caer (Fig. 21). Sin embrago, la adhesion después de 32h aun seguia 

siendo cuatro veces la adhesién basal. Ya que el TNF-a se mantuvo a lo largo 

de estos ensayos, este resultado podria ser explicado por una activacién 

subsecuente mediada por TNF-a. Alternativamente, este resultado podria 

sugerir que la activacién endoteliat mediada por TNF-a no es totalmente 

inactivada dejando una activacién constante pero de menor magnitud. Esta 

Ultima posibilidad es interesante por las implicaciones fisiolégicas de una 

activacién persistente para una invasién metastdsica. Queda por determinar si 

en la adhesién después de 32h de tratamiento participan las mismas moléculas 

de adhesion que a tiempos mas cortos (3 y 6h). 

El efecto transitorio en la adhesién queda demostrada en las curvas de 

dosis respuesta realizadas 6 y 12h después de adicionar el TNF-a (Fig.22). Vale 

la pena notar que mientras que 0.1 ng de TNF-c /mi producen una adhesion 
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intermedia a tas 6h este efecto se pierde 6h mas tarde. Con el propdsito de 

valorar si el tiempo de exposicién al TNF-a o de coincubacidn con las células 

U937 pudieran ser responsables de esta caida en la adhesidn a las 12h se 

tealizaron varios protocolos experimentales a las 12h (Fig 23). Ya que todos 

ellos dieron resultados similares, concluimos que el incremiento en adhesion 

mediado por el TNF-« es transitorio. 

Efectos de la densidad celular y la etapa G1 del ciclo celular sobre la 

adhesion. 

En ios estudios anteriores la adhesion se evalud en cultivos proliferantes, 

que se alejan de la condicién normal de un endotelio en un vaso sanguineo, en 

ef que se encuentran sin proliferar y en la fase G1 del ciclo celular. Con el 

propésito de tratar de acercarse a la condicién fisiolégica normal de tas células 

endoteliales probamos la adhesién en cutivos sembrados a alta densidad para 

asegurar que las células estuvieran haciendo contacto en ellas (Fig. 24 B y D). 

La respuesta de adhesién a diferentes dosis de TNF-a de células sembradas a 

alta densidad (100% de densidad = 1500,000 células/ cm’) fue mucho menor a 

ta observada en cultivos donde las células no se tocaban (50% = de densidad 

20,000 cétulas/ cm’). Mds atin, al comparar el numero de células U937 

adheridas por cada célula endotelial result6 que los cultivos con un 50% de 

densidad tuvieron entre 5 y 7 veces mas células U937 adheridas por célula 

endotelial (comparacién de la realci6n U937/End en la figura 24 C y D). 

Ya que in vivo las células endoteliales se encuentra en las fases GO 0 G1 

del ciclo célular decidimos probar la activacién endotelial en cultivos 

sincronizados. Los resultados muestran que tanto el RNAm de selectina E 

(Fig.17} como la protefna de selectina E (Fig. 19) aumentan en respuesta al 

TNF-a. Paralelamente, la adhesién en cultivos sincrénicos fue menor durante 

las primeras horas de G1, aumentando en una etapa tardia de G1 (Fig26 B y C). 

A! comparar las curvas dosis respuesta medidas en cultivos asincrénicos (Fig.



26A) y cultivos sincrénicos en una etapa tardia de G1 (Fig. 26 C) se pudo 

observar que en los cultivos sincrénicos la respuesta maxima se alcanz6 con fa 

concentracion mas baja de TNF-a de 0.1 ng/mi, pero la magnitud de la adhesién 

no fue mayor a la alcanzada en cultivos asincrénicos. Este corrimiento de ta 

curva hacia la izquierda suguiere que en {os cultivos sincrénicos las células 

Pasan de un estado con baja capacidad de respuesta durante G1 temprana a 

uno de mayor sensibilidad durante G1 tardia. 

Si la activaci6n endotelial fuera igual en cultivos asincrénicos de baja 

densidad y en cultivos de alta densidad o sincronizados en la fase G1 , la 

adhesion deberia ser equivalente. Sin embrago, nuestros resultado sugieren que 

la alta densidad o la sincronizacién a etapas tempranas de Gi tienen un efecto 

negativo sobre la adhesién mediada por TNF-a, aunque no es claro ef 

mecanismo por el cual esto sucede. A este respecto, es posible medir ia 

translocacién dei Factor NFkB en respuesta al TNF-c en cultivos de alta y baja 

densidad o en cultivos en distintas etapas de G1. Esta translocacién puede 

servir como un indice del acomplamiento entre el sistema de receptores a TNF- 

a y el primer paso de transduccién asociado a la expresion de moléculas de 

adhesi6n. 

Participaci6én de selectina-E y VCAM-1 en la adhesién. 

La adhesion intercelular requiere de antigenos especificos en los dos 

tipos celulares que participan en la adhesién y su expresién constituye la base 

molecular de una gran variedad de procesos celulares como la adhesién de 

leucocitos o de células tumorales a las células endoteliales. Con el propédsito de 

determinar el tipo de moléculas que permiten la adhesién de las células U937 a 

las células endoteliales se afiadieron anticuerpos neutralizantes contra selectina 

E 0 contra VCAM-1 (Fig. 27). Si bien ambos anticuerpos interfirieron con la 

adhesién, no es clara la manera en que se genera esta interferencia. 

Normalmente, la unién mediada por selectina-E es muy débil y representa sdlo 
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un paso intermedio hacia una adhesién mas firme en la que es escencial ta 

participacién de VCAM-1 (Fig. 9). De manera que el anticuerpo contra selectina- 

E probablemente no permitié el transito hacia una adhesién mas firme, haciendo 

que las células U937 se perdieran durante el lavado. Por otra parte, la 

interferencia mediada por el anticuerpo contra VCAM-1 probablemente haya 

permitido la formacién del enlace con selectina-E pero no la formacién de una 

interacci6n mas fuerte, capaz de resistir el lavado. Por tanto ef anticuerpo 

neutralizante contra selectina-E debiera haber interferido con una fase 

temprana, mientras que el de VCAM-1 con una fase tardia de la adhesién. Si 

esta hipotesis es cierta, la adicién tardia de anticuerpos contra selectina-E no 

interferiria con la adhesién ya que esta estaria en una etapa mas firme. 

Finalmente, de ensayarse la participacisn de ICAM-1 en el proceso de 

adhesién, es predecible que la respuesta seria semejante a fa de VCAM-1, 

mediando una adhesién firme. El mesajero de ICAM-1 se expresa después que 

el mensajero de VCAM-1 (Fig 9 y Fig.15) por lo que podria ser el dtimo elemento 

que participa en fa adhesion firme antes de la extravasacion. 

Es importante notar que ninguno de los dos anticuerpos pudo abatir la 

unién basal, implicando que ninguna de estas dos moléculas de adhesion 

participan en la adhesion basal. Esta observacién es relevante para procesos 

metastasicos ya que sugiere que la adhesidn de los promielocitos U937 puede 

ocurrir a través de mecanismos distintos a los que aqui describimos. 

Interferencia de la adhesion por un inhibidor de seriltreonii cinasas y por 

dexametasona. 

La expresion de moléculas de adhesién es dependiente de la activacion y 

translocacién del factor de transcripcién nuclear NF«B (Fig.11, Collins et al, 

+995). El control de este factor sobre la expresién de las moléculas de adhesion 

radica en la presencia de secuencias NF«B en los promotores de los genes que 

codifican para estas proteinas (Fig 12 y Fig 13). En el laboratorio se ha 
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demostrado que el TNF-a puede producir la translocacién de NF«B en los 

primeros treinta minutos de tratamiento (datos de Lucia N. Lépez, no 

publicados). Un paso crucial para esta activacién es la fosforilacion y 

subsecuente degradacion del inhibidor IKB, por fo que la adicién de H7, un 

inhibidor competitivo de seril- treonilcinasas podria interferir con Ja activacién de 

NFxB. Los resultados de ja figura 28 muestran que H7 tiene un efecto inhibitorio 

de la adhesi6n.de manera dosis dependiente, 

Una segunda aproximacion para explorar la importrancia de NFxB en el 

proceso de adhesion consistid en tratar a las células con dexametasona un 

agonista de los glucocorticoides con actividad antiinflamatoria. Recientemente 

se ha demostrado que su efecto antiinflamatorio esta mediado por la 

sobreproduccidn de !xB, neutralizando asi cualquier estimulo que active NF«B. 

Los resultados de la figura 29 muestran que la preincubacién por 2h con 

concentraciones saturantes de dexametasona puede disminuir parciamente la 

adhesién de células U937. 

Estos dos experimentos apoyan la hipdtesis que la adhesién es 

dependiente de la activacién de NFxB. Queda por demostrar que el tratamiento 

con H7 0 con dexametasona interfiera con a translocacién de NF«B al nucleo. 
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CONCLUSION GENERAL 

La adhesion de promielocitos U937 a células endoteliales aumenta de 

manera transitoria y dosis dependiente en presencia de TNF-a. La figura 30 

presenta de manera esquematica los eventos asociados a este fenédmeno. 

El tratamiento con TNF-o. induce rapidamente Ja activacién del factor de 

transcripci6n NF«B, el cual al activarse se transloca al nucleo y favorece la 

expresion de genes, entre los que se encuentran los genes de {as moléculas de 

adhesion ICAM-1. VCAM-1, selectina-E e IxB , que responden aumentando fa 

produccién de RNAm. El aumento en el mensajero ocasiona que la expresién de 

estas proteinas se incremente fo cual se refleja en un aumento en la adhesién 

de células U937 a los endotelios.Suponemos que estos cambios van 

acompafiados de la sintesis de xB, inhibidor de NFxB, que al aumentar su 

sintesis comienza a asociarse con el NFxB y por lo tanto disminuyen los efectos 

dependientes de su activacién, determinando el comportamiento transitorio de la 

respuesta al TNF-a. 

Podemos concluir que el mieloma humano de la linea U937 utiliza las 

mismas moléculas de adhesién que utilizan tos leucocitos para adherirse al 

endotelio, lo que sugiere que éstas moléculas podrian participar directamente en 

la metastasis de tumores. 
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Fig. 30. Distribucién temporat de la participacién de los componentes de la via de adhesion 

analizada. m: mensajero; p: proteina. 

69



  

BIBLIOGRAFIA 

Aderka, D. 1991. Role of tumor necrosis factor in the pathogenesis of 

intravascular coagulophaty of sepsis: potential new therapeutic implications. isr J 

Med Sci, 27:52-69. 

Aggarwal, B. B., y Khor, W. H. 1985. Human tumor necrosis factor. Methods in 

Enzymology: Immunochemical techniques, Vol 116 ed G. DiSabato, Aademic 

Press, New York, p 448. 

Aiyer, R. A. y Aggarwal, B. B. 1988. Tumor necrosis factors. En: CRC handbook 

on cytolytic lymphocytes and complement. Effectors of the immune system. 

Podack, E. R. (De), CRC Press, Boca Raton, Fla, pp 105-132. 

Albelda, S. M. y Buck, C. A. 1990. integrins and other cell adhesion molecutes. 

FASEB J 4:2868-2880. 

Allen, M. H., Robinson, M. K., Stephens, P. £., MacDonald, D. M. y Barker, J. N. 

W. N. 1996. E-selectin binds to squamous cell carcinoma and keratinocyte cell 

lines. J Invest Dermatol, 106:611-615. 

Arakawa, T. y Yphantis, D. A. 1987. Molecular weight of recombinant tumor 

necrosis factor-a. J Biol Chem 262:7484. 

Augustine, H. G., Kozian, D. H. y Johnson, R. C. 1994. Differentiation of 

endothelial cells: analysis of the constitutive and activated endothelial cell 

phenotypes. BioEssays 16(12):901-906. 

Ben-Baruch, A., Michielis, F. y Oppenheim, J. J. 1995. Signals and receptors 

involved in recruitment of inflammatory cells. J Biol Chem 270(20):11703-11706. 

70



  

Beutler, B. 1992. Tumor necrosis factors. The molecules and their emerging role 

in medicine. Raven Press, New York. 

Bevilacqua, M. P., Pober, J. S. y Majeau, G. R. 1986. Recombinant tumor 

necrosis factor induces procoagulant activity in cultured human vascular 

endothelium: characterization and comparison with the actions of interleukin 1. 

Proc Natl Acad Sci USA, 84:9238-9242. 

Butcher, E. C. 1991. Leucocyte-endothelial cell recognition: three {or more) steps 

to specificity and diversity. Cell 50, 1033-1036. 

Campbell, J. J., Qin, S., Bacon, K. B., Mackay, C. R. y Butcher, E. C. 1996. 

Biology of chemokine and classical chemoattractant receptors: differential 

requirementes for adhesion-triggering versus chemotactic responses in lymphoid 

cells. J. Cell Biol 134(1):255-266. 

Carswell, E. A., Old, L. J., Kassel, R. L. Green, S., Fiore, N. y Williamson, B. 

1975. An endotoxin-induced serum factor that causes necrosis of tumors. Proc 

Natl Acad Sci USA, 72:3666-3670. 

Chiviri, R. G. S., Chiodoni, C., Musiani, P., Garofalo, A., Bemasconi, S., 

Colombo. M. P. y Giavazzi R. 1996. {L-1a gene-transfected human melanoma 

cells increase tumor-cell adhesion to endothelial cells and their retention in the 

jung of nude mice. Intl J Cancer, 67:856-863. 

Chiviri, R. G. S., Garofalo, A., Martin Padura, 1., Mantovani, A. y Giavazzi, R. 

1993. Interleukin 1 receptor antagonist inhibits the augmentation of metastasis 

induced by interleukin 1 or lipopolysaccharide in a human melanoma/nude 

mouse system. Cancer Res, 53:5051-5054. 

"1



Clark, A. M., Chen, J. M. Crooke, T. S. y Bomalaski, S. J. 1988. Tumor necrosis 

factor (cachectin) induces phopholipase A2 activity and synthesis of a 

phosphotipase A2-activating protein in endothelial cells. Biochem J, 250:125- 

132. 

Collins, T., Read, M. A., Neish, A. S., Whitley, M. Z., Thanos, D. y Maniatis, T. 

1995. Transcriptional regulation of endothelial cell adhesion molecules: NF-«B 

and cytokine-inducible enhancers. FASEB J. 9, 899-909. 

Cuturi, M. C., Murphy, M., Costa-Giomi, M. P., Weimann, R., Perussia, B. y 

Trinchieri, G. 1987. Independent regulation of tumor necrosis factor and 

lymphotoxin production by human peripheral blood lymphocytes. J Exp Med 

165:1581. 

Detmar, M., Imcke, E., Ruszaczak, Z. y Orfanos, C. E. 1990. Effects of 

recombinant tumor necrosis factor-alpha on cultured microvascular endothelial 

cells derived form human dermis. J Invest Dermatol, 95:2195-2225, 

Donato, N., Gallick, G. E., Steck, P. A. y Rosenblum, M. G. 1989. Tumor 

necrosis factor modulates epidermal growth factor receptor phosphorylation and 

kinase activity in human tumor cells. J Biol Chem 264:20474-20481. 

Dustin, M. L. y Springer, T. A. 1991. Role of lymphocyte adhesion receptors in 

transient interactions and cell locomotion. Annu Rev Immunol 9:27-66. 

Edeiman, J. M., Di Milla, P. A. y Albelda, S. M. 1995. The integrin cell adhesion 

molecules. En Principles of cell adhesion. Ed. Peter D. Richardson y Manfred 

Steiner. CRC Press. USA. p 163-186. 

72 

 



Fino, T. S., Beg, A. A-y Baldwin, A. S. Jr. 1994. Inducible phophorylation of IxBa 

is not sufficient for its dissociation from NF«B and is inhibited by protease 

inhibitors. Proc Natl Acad Sci USA. 91:11884-1 1888. 

Garret, {. R., Durie, B, G. M., Nedwin, G. E., Gillespie, A., Bringman, T., Sabatini, 

M., Bertolini, D. R. y Mundy, G. R. 1987. Production of lymphotoxin, a bone- 

resorbing cytokine, by cultures myeloma cells. N Engl J Med 317:526. 

Goeddel, D. V., Aggarwal, B. B., Gray, P. W., Leung, D. W. Nedwin, G. W., 

Palladino, M. A., Patton, J. S., Pennica, D., Shepard, H. M., Sugarman, D. J. y 

Wong, G. H. W. 1986. Tumor necrosis factor: gene structure and biological 

activities, Cole Spring Harbor Symp Quant Biol 51:597. 

Gomez, E. O. Mendoza-Milla, C., Ibarra-Sanchez, M. de J., Ventura-Gallegos, J. 

L. y Zentella, A. 1996. Ceramide reproduces late appearance of oxidative stress 

during TNF-mediated cell death in L929 cells. Biochem Biophys Res Comm, 

228:505-509. 

Groves, R. W., Allen, M. H., Ross, E. L., Ahsan, G., Barker, J. N. W. N. y 

MacDonald, D. M. 1993. Expression of selectin ligands by cutaneous squamous 

cell carcinoma. Am J Pathol, 143:1220-1225. 

Haliday, E. M., Ramesha, C. S. y Ringold, G. 1991. TNF induces c-fos via a 

novel pathway requiring conversion of arachidonic acid to a lipoxygenase 

metabolite. EMBO J, 10:109-115. 

Heller, R. A., Song, K., Fan, N. y Chang, D. J. 1992. The p70 tumor necrosis 

factor receptor mediates cytotoxicity. Cell 70, 47-56. 

73



Heyward, S. A., Dubois-Stringfellow, N., Rapoport, R. y Bautch V. L. 1995. 

Expression and inducibility of vascular adhesion receptor in development. 

FASEB J. 9, 956-962. 

Hogg, N. y Berlin, C. 1995. Structure and function of adhesion receptors in 

leukocyte trafficking. Immunol Today 16(7):327-330. 

Hohmann, H. P., Remy, R., Brockhaus, M. y Van Loon, A. P. G. M. 1989. Two 

different cell types have different mayor receptors for human tumor necrosis 

factor a (TNF- a). J Biot Chem 264:14927-14934. 

Hou, J., Baichwal, V. y Cao, Z. 1994. Regulatory elements and transcription 

factors controlling basal and cytokine-induced expression of the gene encoding 

ICAM-1. Proc Natl Acad Sci USA 91:1641-1645. 

Jaffe, E. A., Nachmen, A. L., Becker, G. C. y Minick, C.R. 1973. Culture of 

Human Endothelial Cells from umbilical veins. J Clin Invest 52:2745-2756. 

Johnson, D. R., Douglas, Y., Jahnke, A., Ghosh, S. y Pober, J. S. 1996. A 

sustained reduction in IxB-B may contribute to persistent NF«B activation in 

human endothelial cells. J Biol Chem 271(27):16317-16322. 

Jones, D. A., Wayne Smith, C. y McIntire, L. V. 1995. Flow effects of leukocyte 

adhesion to vascular endothelium en Principles of cell adhesion. Ed. Peter D. 

Richardson y Manfred Steiner. CRC Press. USA. p 143-160. 

Kriegler, M., Pere, C., DeFay, K., Albert, Y. y Lu, S. D. 1988. A novel form of 

TNF/cachectin is a cell surface cytotoxic transmembran protein: ramifications for 

complex physiology of TNF. Cell 53, 45. 

74 

 



Krikos, A., Laherty, C. D. y Dixit, V. M. 1992. Transcriptional activation of the 

tumor necrosis factor alpha-inducible zinc finger protein, A20, is mediated by 

kappa B elements. J Biol Chem 267(18):12424-12427, 

Lafrenie, R. M., Gallo, S., Podor, T. J., Buchanan, M. R. y Orr, F. W. 1994. The 

realtive roles of vitronectin receptor, E-selectin and o4B, in cancer cell adhesion 

to interleukin-1-treated endothelial cells. Eur J Cancer, 30A(14):2151-2158. 

Larsen, E. 1995. The Selectine family of adhesion molecules en Principles of cell 

adhesion. Ed. Peter D. Richardson y Manfred Steiner. CRC Press. USA. p 203- 

218. 

Lopez-Marure, R., Estrada, B. A. y Zentella, A. 1997. Interference with c-myc 

expression and RB phosphorylation during TNF-mediated growth arest in 

Human Endothelial Cells. Biochem Biophys Res Comm 236(3):819-824. 

Marino, M. W., Pteffer, L. M., Guidon, P. T. y Donner, D. 1989. Tumor necrosis 

factor induce phophorylation of a 28 Kda mRNA cap-binding protein in human 

cervical carcinoma cells. Proc Natl Acad Sci USA. 86:8417-8421. 

Massague, J. y Pandieila, A. 1993. Membrane-anchored growth factors. Annu 

Rev Biochem 62:515-541. 

McEver, R., Moore, K. L. y Cummings, R. D. 1995. Leukocyte trafficking 

mediated by selectin-carbohydrate interactions. J Biol Chem 270(19):11025- 

11028. 

Meuer, S. T. 1994. Accesory receptors: Regulators of the local immune 

response. En: The handbook of immunopharmacology: Adhesion molecutes. Ed 

Craig D. Wegner. Academic Press. Great Britain. p 9-28. 

75 

 



Meagher, L., Mahiouz, D., Sugars, K., Burrows, N., Norris, P., Yarwood, H., 

Becker-Andre, M. y Haskard, D. O. 1994. Measurment of mRNA for E-selectin, 

VCAM-1 and ICAM-1 by reverse transcription and the polymerase chain reaction. 

J Immunol Meth 175, 237-246. 

Miyamoto, Sh., Maki, M., Schimtt, M. J., Hatanaka, M. J. y Verma, | .M. 1994. 

Tumor necrosis factor « induced phosphorylation of ixBo. is a signal for its 

degradation buy no dissociation from NF«B. Proc Natl Acad Sci USA. 91:12740- 

12744, 

Modur, V. Zimmermann, G. A., Prescott, S. M. y Mclntyres, T. M. 1996. 

Endothelial cell inflammatory responses to tumor necrosis factor a. J Biol Chem 

271(22):13094-13102. 

Moiony, L. y Armstrong, L. 1991. Cytoskeletal reorganizations in human umbilical 

vein endothelial cells as a result of cytokine exposure. Exp Cell Res, 196:40-48. 

Neummann, B., Machleidt, T., Lifka, A., Pfeffer, K., Vestweber, D., Mak, T. W., 

Holzmann, B. y Krénke, M. 1996. Crucial role of 55-Kilodalton TNF receptor in 

TNF-induced adhesion molecule expression and leukocyte organ infiltration. J 

Immunol 156: 1587-1593. 

Pennica, D., Nedwin, G. E., Hayflick, J. F., Seeburg, P. H. y Palladino, M. A. 

1988. Human tumor necrosis factor: precursor structure, expression and 

homology to lymphotoxin. Nature 312:724. 

Pfeffer, K., Matsuyama, T. y Kundig, T. M. 1993. Mice deficient for de 55 kd 

tumor necrosis factor receptor are resistant to endotoxic shock, yet sucumb to L. 

monocytogenes infection. Cell 73: 457-467. 

76 

 



Phillips, D. R., Charo, |. F., Parise, L. V. y Fitzgerald, L. A. 1988. The Platelet 

membrane glycoprotein Mb-Hla complex. Blood 71:841-43., 

Picker, L. J., Kishimoto, T. K., Smith, C. W., Wamock, R. A. y Butcher, E. L. 

1991. ELAM-1 is an adhesion molecule for skin-homing T cells. Nature 349:796- 

799. 

Read, M. A., Whitley, M. Z., Williams, A. J. y Collins T. 1994. NF-kappa B and i 

kappa B alpha: an inducible regulatory system in endothelial activation. J Exp 

Med, 179:503-512. 

Risau, W. 1995. Differentiation of endothelium. FASEB J. 9, 926-933. 

Ritchie, A. J., Johnson, D. R., Ewwnstein, B. M. y Pober, J. S. 1991. Tumor 

Necrosis factor induction on endothelial cell surface antigens is independent of 

protein kinase C activation or inactivation. Studies with phorbol myristate acetate 

and staurosporine. J Immunol, 146:3056-3062. 

Robaye, B., Mosseimans, R., Fiers, W., Dumont, J. E. y Galand, P. 1991. Tumor 

necrosis factor induce apoptosis (programmed cell death) in normal endothelial 

cells in vitro. Am J Pathol, 138:447-453, 

Rossiter, H., Alon, R. y T. S. Kupper. 1997. Selectins, T-cell rolling and 

inflammation. Mol Med Today 214-222. 

Sato, N., Goto, T., Harakana, K., Satomi, N., Nariuchi, H., Mano-Hirano, Y. y 

Sawasaki, Y. 1986. Actions of tumor necrosis factor on cultured vascular 

endothelial cells: morphologic modulation, growth inhibition, and cytotoxicity. 

JNCI 76(6):1143-1121. 

7 

 



Scholz, D., Devaux, B., Hirche, A., Pétzsch, B., Kropp, B., Schaper, W. y 

Schaper, J. 1996. Expression of adhesion molecules is specific and time- 

dependent in cytokine-stimulated endothelial celis in culture. Cell Tissue Res 

284:415-423. 

Sherry, B., Jue, D., Zentella, A. y Cerami, A. 1990. Characterization of high 

molecular weight glycosylated forms of murine tumor necrosis factor. Biochem. 

Biophys Res Com 173:1072-1078. 

Slowik, M. R., De Luca, L. G., Fiers W. y Pober, J. S. 1993. Tumor necrosis 

factor activates human endothelial cells through the activation at low tumor 

necrosis factor concentration. Am J Pathol, 143:1724-1730. 

Springer, T. A. 1990. Adhesion receptors of the immune system. Nature 346, 

425-434. 

Stauber, G. B., Aiyer, R. A. y Aggarwal, B. B. 1988. Human tumor necrosis 

factor-alpha receptor; purification by immunoaffinity chromatography and initial 

characterization. J Biol Chem 264:19098-19104. 

Staunton, D. E., Marlin, S. D., Stratowa, C., Dustin, M. L. y Springer, T. A. 1988. 

Primary structure of ICAM-1 demonstrates interaction between members of the 

immunoglobulin and Integrin supergene families. Cell 52, 925-933. 

Stoelcket, B., Hafner, M., Orosz, P., Nieswandt, B., y Mannel, D. N. 1996. Role 

of adhesion molecules and platelets in TNF-induced adhesion of tumor cells to 

endothelial cells: implications for experimental metastasis. J Inflamm, 46:155- 

167. 

78 

 



Sugarman, B. J., Aggarwal, B. B., Has, P. E., Figari, Y., Palladino, M. y Shepard, 

H. M. 1985. Recombinant tumor necrosis factor alpha: effects on proliferation of 

normal and transformed cells in vitro. Nature, 230:943-945. 

Tracey, K. J., Vlassara, H. y Cerami, A. 1989. Peptide regulatory factors: 
cachectin/tumor necrosis factor. Lancet: 1122-1126. 

Tedder, T. F., Steeber, D. A., Chen, A. y Engel, P. 1995. The selectines: 

vascular adhesion molecules. FASEB J. 9, 866-873. 

Thorlacius, H., Prieto, J., Raud, J., Gautam, N., Patarroyo, M., Hedqvist, P. y 

Lindbom, L. 1997. Tumor cell arrest in the microcirculation: lack of evidencie for 
a leukocyte-like rolling adhesive interaction with vascular endothelium in vivo. 

Clin Inmmunol Immunopathol, 83(1):68-76, 

Tijburg, P. N., Ryan, J. y Stem, D. M. 1991. Activation of the coagulation 

mechanism on tumor necrosis factor-stimulated cultured endothelial cells and 

their extracellular matrix. The role of flow and factor IX/IXa. J Biol Chem, 

266:12067-12074. 

Tozawa, K., Sakurada, S., Kohri, K. y Okamoto, T. 1995. Effects of anti-nuclear 

factor x B reagents in blocking adhesion of human cancer cells to vascular 

endothelial cells. Cancer Res, 55:4162-4167. 

Tézeren, A., Kleinman, H. K., Grant, D. S., Morales, D., Mercurio, A. M. y Byers, 

S. W. 1995. E-selectin-meiated dynamic interactions of breast-and colon-cancer 

cells with endothelial-ceil monolayers. Int J Cancer, 60:426-431. 

Van Hinsberg, V. W., Van der Berg, E. A., Fiers, W. y Dooijewaard, G. 1990. 

Tumor necrosis factor induces the production of urokinase-type plasminogen 

activator by human endothelial ceils. Blodd, 75:1991-1998. 

ESTA TFSI RO MERE” 

SALE. oo ETEK



Von Boehmer, H. 1997. Lymphotoxins: From cytotoxicity to lymphoid 

organogenesis. Proc Natl Acad Sci USA, 94:8926-8927. 

Weber, C., Negrescu, E., En, W., Pietsch, A., Frankenberger, M., Ziegler- 

Heitbrock, H. W., Siess, W., y Weber, P. C. 1995. Inhibitors of protein tyrosine 

kinase suppress TNF-stimulated induction of endothelial cell adhesion 

Molecules. J Immunot 155: 445-451, 

Wolf, F. W., Marks, R. M., Sarma, V., Byers, M. G., Katz, R. W., Shows, T. B. y 

Dixit, V. M. 1992. Characterization of a novel tumor necrosis fctor-alpha-induced 

endothelial primary response gene. J Biol Chem 267(2):1317-1326. 

Wong, G. y Goeddel, D. V. 1988. Induction of manganous superoxide dismutase 

by tumor necrosis factor, possible protective mechanism. Nature, 242:941-944. 

80



APENDICE 

REACTIVOS 

Solucion salina de HEPES 10x pH 7.5 

88 g de NaCl 
3.3 g de KCI 
26.18 g de HEPES 
22 g de glucosa 

Aforar a 1 It con agua desionizada 

Verseno pH 7.7 
8 g de NaCl 
0.4 de KCI 
0.2 gde EDTA 
3.04 g de Tris HCI 

Aforar a 1 It con agua desionizada 

Soluci6n de tripsina 
1g de tripsina 
1 It de verseno 

Solucién de Lisis EBC (para extraccién de 
inmunoanilisis) 

50 mM de Tris pH 8.0 
120 mM de NaCl 
0.5% de NP-40 
100 mM de NaF 

200 pM de Vanadato de Sodio 

En el momento de usar agregar: 

1-3 g/ml de aprotinina 

10 pg/ml de leupeptina 

10 pg/ml de PMSF 

TBS pH 8.0 
3 g de Tris HCI 
8g de NaCl 
0.2 g de Kel 

Aforar con 1 it de agua desionizada 

proteina total en 
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Gel de Poliacrilamida al 7.5% 

Separador Concentrador 

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 8.4 - mi 
acritamida-bisacrilamida 8.4 5 mi 
(30% : 0.8%) 
agua 16.9 17.1 ml 

SDS 10% 337 300 ul 

persulfato de amonio 10% 139 300 ul 

TEMED 15 30 ul 
Tris 0.5 M pH 6.8 - 75 ml 

El TEMED y el persulfato de amonio se agregan al momento de cargar el gel. 

Avidina-biotina conjugadas con peroxidasa 
50 ul de estreptavidina 

50 ul! de biotina con peroxidasa 

5 ml de TBS 

Gel de agarosa al 1% (RNA) 
2.5 g de agarosa 
50 ml de MOPS 50x pH 7 
158 mi de agua 
41.5 ml de formaldehido (37% en solucién) 

MOPS 50x 
0.2 M de MOPS (acido morfolinopropanosutfénico) pH 7.0 
50 mM de acetato de sodio 
5 mM de EDTA pH 8.0 

Solucién de corrida para ef RNA (muestra) 
glicerol 50% 
1mM de EDTA 
0.4% de aztil de bromofenol 
0.4% de cianol xileno 

82



Gel de agarosa al 1% (DNA) 
0.9 g de agarosa 

600 pl de TAE 50x 
29.4 ml de agua 

1 ul de bromuro de etidio (10mg/ml) 

TAE 50x (1 litro) 
242 g de Tris HC! 
57.1 ml de acido acético 
100 mi de 0.5M EDTA pH 8.0 

Buffer de corrida para DNA (muestra) 
glicerat 20% 
xiten cianol 0.25% 
azul de bromofenol 0.25% 
agua 
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“El nacimiento y la muerte de las hojas forma parte de 

ese ciclo superior que se mueve entre las estrellas” 

RABINDRANATH TAGORE
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