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RESUMEN

;':“’,EIS,UMEN

€l aumento en la adhesién de Ieucocxtos en forma dependieme de NF—\B

es " caracterlstlco doteliales

actlvadas cntocunas

prolnﬂamato as.
adhesion cé
durante la

xB en este proces no ha scdo estu

En este trabajo reportamos que células de Ilnfomas metastétlcos humanosf
secretan factores solubles que’ aumentan 12 capacndad de las célUlas endotellales
para adherir células U937 in vitro. Este fendmeno depende de la: achvacnén ‘del’”’ :
factor de transcripcion NF-xB ya que el uso de inhibidores especlf‘cos para éste‘ B
factor, como el BAY 11-7085 o la aspirina, interfieren con la adheslén Inducxda porf
los medios condicionados de las células tumorales: : :

El tratamiento con los productos secretados por Ias células tumorales no‘
inducen la expresion de selectma-E pero_si Ia de ICAM 17en la membrana de las -
células endoteliales.

Se descartd la preséncia »lde:-TNF-a 'y*‘ de’ l»ll.l‘l[} l‘énlré, Iés prbductos
secretados por las células del Iihfoma_usando anticuerbos rieutralizantes y analisis
por ELISA. -

El fenotipo de actwaclén endotelial evocado por los productos secretados
por las células tumpra]es se a_semeja al inducido por citocinas proinflamatorias
como el TNF-a y'lak IL-1B. Esta activacion converge en la translocacion de NF-xB
induciendo un'aumeniden la capacidad de adherir células tumorales, 1o que
sugiere un papel para este factor de transcripcion en el endotelio vascular durante
los procesos m’etays\téticos.
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“RESUMEN EN INGLES

ABSTRACT

An NF-nB-dependent increase n cell adheslon of Ieucocytes is
characteristic “of the . activated . endothelial - cell phenolype Induced by
proinflammatory ‘cytokines. It has been postulated that a similar Increase in cell--

adhesion to endothelial cells plays a critical role durlng metastasIS' hevenheless. o

the participation of NF-xB in this process has not been explored. We' report that
cells from a human metastatic lymphoma release soluble factors that Increase ‘the
ability of endothelial cells to adhere U937 cells in vitro, linked to the ae_nvatlon‘ of
the transcription factor NF-xB. This phenotype resembles ‘the one: induced by
proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor alfa (TNF-&;) or Interiedkln
1 beta (IL-1B). TNF-a or soluble factors secreted by tumor cells treatment lead to
increased exprassion of ICAM-1 on the surface of the endothelial cells.‘
a role for this protein in the adhesion of U937 cells to the endothelium

Both BAY 11-7085 and aspirin (specific inhibitors of N = NB aclivatlon)
interfered with the increased adhesion of U937 celis to endothelial cells pretreated 1_
with TNF-a or with tumor derived soluble Iactors. st

suggestlng ’

xB in this response. The presence of TNF-a or IL-1[3 a
sacreted by lymphoma cells was duscarded usln

secreted products that increased endothellal cell adhesion eapaclly.

Hence, these Iymphoma cells secrete prod cts dl"erent to TNF-a or IL-1B
that promote. NF-xB ' dependent cell : dhesion. We postulate that endothelial
activation by prolnflammatory cytokines and by tumor—denved products converge

on NF-xB activation, ‘suggesting a role " for, endothellal NF-xB activation dunngv
metastasis. ‘
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La prollferac:én celular es\un proceso culdadosamente regulado., que
responde a: nece

ades especiﬂcas de  los dlferentes tejidos del organismo

variando’'a’ Io argo de’ su desarroll respondiendo a. multiples condiciones

amblentales En,un an mal jo en celular es mayor a la muerte

. celular, as[ el organlsmo puede aumentar de tamaﬁo‘ sin embargo. en un adulto el

numero de células que nacen -es |gua| al numero de células que mueren, por lo
que se establece un equilibrio que se reﬂeja en un aparente estado estatico.

Ocasionalmente, los controles celulares que regulan la proliferacion se
alteran y las células comienzan a crecer y a dividirse sin que el organismo tenga
necesidad de esto. Esta pérdida de control, es el resultado de una acumulacion de
errores en los sistemas de regulacion celular que se refleja en una divisién celular
descontrolada generando neoplasias y eventualmente tumores.

En la mayoria de los casos, los tumores son monoclonales, esto es,
provienen de una sola célula progenitora que ha sufrido un cambio permanente y
heredable a toda su progenie, proceso conocido como transformacién neoplasica.
A pesar de que los tumores inicialmente son clonales en proceso de alteracién
graduada, la célula progenitora presenta las alteraciones suficientes para
desencadenar el proceso conocido como progresién tumoral.

Estas alteraciones se presentan en la poblacion de células que forman al

tumor y pueden ser epigenéticas, esto es, cambios en el patron de expresion de . ..

genes, sin que se altere la secuencia de DNA. Algunas de estas mutacioneé,
confieren ventajas selectivas a las células, como puede ser el presentar un clclo
de proliferacion rapido. Asli, este tipo de cambios permiten que su progenie celular
sea dominante dentro de la poblacién tumorai. Este proceso es conomdo como
seleccion clonal, ya que se ha formado una nueva clona de células cancerosas
que tienen caracteristicas que le confieren una ventaja sobre las otras células. ta
seleccion clonal contintta durante el desarrollo del tumor, originando un tumor con
una mayor capacidad de crecimiento y con mayor potencial de invasividad.

Un tumor maligno es capaz de invadir los tejidos adyacentes y diseminarse
por todo el organismo a través del sistema linfatico o vascular, proceso conocido

9
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INTRODUCCION

como metastas ad me!astésnca de un tumor .es’ eI pnncipal problema
que afronta la oncolog(a cllnica Actualmente. se; estudlan Ias
proceso metastésico. Io que. perm

tratar de contrarestar la metastasis dé d

i erentes fases del
establecer tratamlentos especlf‘cos para

erentes maneras

1 . PROCESO METASTASICO

La metéstass es” un; proceso “complejo y dlném ico..en . e cual,

las

mteraccnones célula-célula tanto entre aquellas que forman’ el tumor\como entre PR

las células tumorales y diversos upos de células del hospedero.

uegan un papel“
central.” ‘

Este proceso puede ser dividido en varios pasos secuenclales cuya>
regulacion es soélo parcialmente comprendida.

En un inicio, células tumorales solitarias se separan del tumo pnmano ;
proceso llamado “dlsocnaclén de células tumorales”. Las célula; dlsocxadas se
infiltran en el estrocma circundante (invasion) y entran a la vasculatura o al s:s.ema i
linfatico (intravasacién). Gracias al flujo sanguineo o linfatico, las células tumorales
son distribuidas pasivamente a distintos organos, donde”se propone qu'e se
detienen en las vénulas postcapilares de los érganos blanco.:: . o

Subsecuentemente, las células tumorales dejari -la vasculatura
(extravasacion) e invaden el organo blanco (invasion secundarla) Sm embargo. la

invasidn del! organo blanco no resulta necesariamente en el desarrollo de una\

metastasis clinica aparente, ya que el desarrollo metastasico puede ser Ilmltado o :

incluso eliminado por el sistema inmune, pudiendo permanecer snlenc so por
varios afios, estado al que se le conoce como tumor en estado Iatente._Después
de diferentes periodos, las cé&lulas tumorales latentes pueden ser estlmuladas por
distintas condiciones micro-ambientales como procesos. infecciosos .o. de
remodelacion tisular que reactivan su proliferacién y permiten el establecimiento
de masas tumorales secundarias (Engers et al.,, 1999) (Fig. 1).

En lo que respecta a células tumorales individuales, la cascada
metastasica siempre procede siguiendo una regla de todo o nada. Una formacién
metastasica solo sera exitosa si una sola célula es capaz de sobrevivir cada uno

TCSIS CL 1 1o
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INTRODUCCION

de los pasos de la cascada.fSin'emb'argo esto solo es logrado. por, i.jn'nﬂmero‘
pequeﬁo de células tumorales. lo que Si

|f’ca que ‘la metéstasns. cuando se
refiere a'una sola célula tumoral se puede conslderar por tanto como un’ evento )
inef‘clente. Se ha demostrado Que a pesar de que se Ilberan mnllones de células

tumorales ala circutacion, a frecuencla de me(éstasns es |gual ‘© menor al 0. 05% o

(Nlcolson. 1991). Cabe considerar que la constante repeticién de la cascada
metastasica proveera suficientes células tumorales capaces de sobrepasar todas
las barreras y establecer exitosamente una y por lo general varias metastasis
clinicas (Engers y Gabbert, 2000). »

e Invasion
0

Arresto en

capé’lares Embolia y

circulacién

r"- Do

=

Extravasacion a Meta
organos Respuesta al
microamblente

‘ é Metistasis de
Proliferacion mmnral/ ’ B 4 la mestastasis
¥ angiogénesis

Figura 1. Fases del proceso metastasico. (Tomado da Fidler, 1990).

1.1 Invasion

1.1.1 Disociacion y diferenciacién de células tumorales

Este paso requiere que una célula se disocie del tumor primario y tenga la
capacidad de interaccionar con el tejido que la rodea; estas interacciones incluyen

TESIS CoN |
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INTRODUCCION

locomocidn activa, adheslén célula-célula adhesnén célula matriz y pr0t86ll5|s de
la matriz extracelular. Este es el paso inlcual y el més |mponante en la formacu’)n
de metastasis.. La capac ad. de Ias células tumorales para dlsoc:arse v mlgrar
activamente depende de su ;qrado de progrestén hac1a un fenotlpo mvas:vd Io cual
es evidente por el

invasivo son célula
tumor, resultando Ia separamén de células individuales o de p :
de células que invaden el tejldo circundante (Gabbert et al., 1985) La mportancia' -
de la capacidad de" dlsociaclén de las células tumorales es evidente si s‘e

considera la correlacion entre esta capacidad y la prognesis general del tumor.

La integridad del tumor es mantenida por interacciones hom plc 1S e entre'
las células de! tumor, las cuales son mediadas por moléculas de adhesién. A'nivel
molecular, la disociacion tumoral requiere la pérdida de eétag .adhesiones
homotipicas entre las células del tumor, estas adhesiones son mediadas bor dos
grupos de moléculas de adhesidon (Engers y Gabbert, 2000) (Tabla 1):

1) Super familia de inmunoglobulinas: Participan en la adhesion célula-

célula independiente de calcio. Se ha observado que rhole'culas comao:
N-CAM (molécula de adhesidn neural),. CEA  (antigeno carcino-
embridnico), DCC (deletado en cancer de coldén) y MUC-18, miembros
de esta superfamilia, participan en la invasién de tumores (Rosales et
~al., 1995; Yoshioka et al., 1998). Se ha demostrado que MUC-18 se
encuentra presente en melanomas "humanos y que participa en ia

agregacion homotipica de las células tumorales (Johnson, 2000).
Estudios hechos en carcinoma cistico adenoide de glandulas salivales,
muestran que el bloqueo de N-CAM interrumpe el proceso invasivo,
demostrando que ésta molécula se requiere para la invasion de tejidos
durante la progresion metastasica (Franca et al., 2001).

2) Familia de cadherina: Moléculas que median la adhesiéon célula-célula
dependiente de calcio. De esta familia, el miembro que mas ha sido
estudiado en procesos metastasicos es la cadherina-E. Se ha observado
que muchos carcinomas humanos disminuyen o pierden la expresién y/o
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funcién de la cadherlna-E siendo este un camblo temprano durante el
desarrolio de la progresu.’:n metastésuca Esta dlsm nucnén facullta que las
células tumorales se hberen de’ los controles de adhe

n de las células :

. vecinas v Ies permlte separarse de la masa tumoral pr|mana (B chmeler
et al.. 1994 Johnso 2000) Estudlos reallzados ln v1tro han mostrado

) que la pérdldé de la exbresién de cadherlna-E esté asocnada al aumento ;
‘en Ia acuvudad xnvaélva en geles de colégena v ‘en cultivos de 6rganos yv
que esta actuv:dad e rev
células (Vlemnnckx et ‘al

on Ia transfecctén de cadherina-E a las
991). Paradoncamente, los tumores en
etapas mas avanzadas muestran una recuperacion de la expresion de la
cadherlna-E en melanocitos (Silye et al., 1998).

MOLECULAS DE ADHESION EN EL PROCESO METASTASICO

Cadherinas
Cadhaerina-E Voura et al., 1998
VE-Cadherina Voura et al., 1998
Cadbherina N Sandig et al., 1997
Sclectinas
Selectina-P Stone et al.. 1993; Bersig et al., 2001
Selectina-& Krause et al
Sialil Lewis XA Shirota ot al 2001; Sato el al, 1995: Borsig et al,,
001
? e Inm
ICANM-1 Tamaki et al., 1995
VCAM-1 Voura et al,, 1998
Lu-ECAM-1 Goetz et al., 1996
Integrinas
avp3 Voura et al.. 1998
adpl Mareel et al., 1993
a2 Jiang et al,, 1998
«S Jiang et al., 1998
Otras

Duczmal et al., 1997

Tabla 1. Moléculas ‘de adhesién cuya participacién ha sido reportada en
diferentes fases del proceso metastasico.

1.1.2 Locomocién Activa
Un prerequisito para que las células tumorales puedan invadir los tejidos
circundantes y la matriz extracelular es tener capacidad de locomocién activa,
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definida como un proceso de varios pasos cIchcos. que carece de un puntc de
inicio fijo. Las células extienden un borde (pseudopodo ‘o Iamellpodlo) que se"
adhiere al sustrato a través de receptores especlfcos. generéndose'fu‘erzas que
jalan a esta parle de la célula hacxa del .
una contraccién que va acompa

te. Subsecuentemen

adhesién y sus'ligandos en la’ mat

e racelular en Ia pa te post
final) de la célula, resultando en'el desplazamlento de Ia célula Las moléculas de
adhesién liberadas son reclcladas por endocntosls.ktransporte vesncular y/o por
movimiento en la superﬂme de la célula (Sheetz et al., 1999)

1.1.3 Adhesién célula-sustrato

Para poder migrar a través de la matnz extracelular. las células turnorales
tienen que establecer contactos temporales con componentes de la matriz
extracelular (MEC). Estos contactos se reahzan a través de receptores especificos
de sustratos (moléculas de adhesién), entreﬂlos que Ias integrinas juegan un papel

predominante. Experimentos realuzados ta o) :n wvo como in vitro han aportado
evidencia de la participaciéon de mtegnnas de la famllla beta 1 en la progresion
tumoral y en la metastasis. Se ha observado una reduccnﬁn en la expresién o una

distribucion alterada de las mtegnnas que actuan'como recep!ores de colagena y
de laminina en c&ncer de colon,:
(Stallmach et al., 1992; Roussel et

En modelos experimental de’n

se ha de'mostradof‘due

pulmonares,

Los receptores de colagena y de Iaminina juegan un papel importante en la
adhesién de células a su membrana basal. Los estudios realizados sugieren que
la pérdida de adhesion con la membrana basal es importante para el desarrolio del
tumor. La migracién dependiente de integrinas puede ser afectada por diversos

factores como la densidad de los componentes de matriz extracelular que sirven
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como sustrato-ligando. Ios nnveles de expres:én de Ias |ntegrmas. v Ia aﬂnldad de

las m(egnnas por sus ligandos (Palecek et al., '1997). Todos estos parametros

varian dependiendo de Ia localizacion anatémnca tlsular y pueden ser modulados

por cntocnnas (Kim et a E 997), inﬂuyendo sobre a mallgnldad de los tumores de
¥ a (Engers et al 2000) ;

una manera imo

matriz lnterstlcial que esta compuesta de proteogllcano

tejido que lo rodea (Crawford
invasién y la metéstasus se. :
(MMPs), proteinasas de senna/ pro(elnasas de cisteinas y proteinasas de
aspartato; siendo las més estudladas las MMPs.

Las MMPs representan una famnlla de proteasas entre las cuales la MMP-2
y ta MMP-9 juegan un: papel.-importante en la degradacion de matriz extracelular
para la mvas:én (Ray et al., 1994). La mayoria de las MMPs son secretadas como
znmégenos -] pro-enzimas que son activadas extracelularmenle por - un corte
proteolitico. La actividad de estas enzimas es balanceada por lnhlbldores de las
metaloproteinasas tejido especificos (TIMPs), de los - cuales se conocen 4
isoformas (Gomez et al., 1997). Estos inhibidores se pueden asoclar e ‘inhibir. a "
varias MMPs, sin embargo, se asocian especif‘camente a una sola pro-enznma [
zimégeno de MMPs, evitando asi su activacion. Se pnensa que cuando se rompe
el balance entre pro-MMPs/MMPs y los TIMPs se determina el fenotipo invasivo
(Engers et al., 1999), de hecho, se ha ob}s'e‘rva'do en varios modelos que !a sobre-
expresion de cualquier isoforma derTiMP'o la aplicacion de proteinas TIMPs
recombinamés inhiben la invasion tumoral (Gomez et al., 1997: Wang et al., 1994;
Baker et al., 1999).
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Recienlemente se ha |nvestlgado Ia pamcnpaclén de vanas pro!emasas en’
pacientes - con cancer (Tabla 2).-En panicular. en carcinoma de ‘'mama se ha
encontrado una relacion inversa (estadlstlcamente ‘sig catlva) entre Ia sobre-

urocinasa (UPA), donde la sobre- expresién de este factor dismlnuye la pos bllldad
de sobrevivencia de pacientes con carcmoma de ‘mama’
al., 1995; Torzewski et al.. 1997).

de eséfégo (Duggan et

1.1.5 Invas:dn tumoral como una propledad te poral

Come se mencioné anteriormente, el pseudopodo de diferenciacion en el
frente invasivo de los tumores mallgnos es un prerequmto esencnal para el
proceso de invasién por locomocién actlva.’Sm embargo, este bloque contiene
células tumorales que atin no tienen un fehotipo invasivo que pueden modificarse
cdurante la progresion tumoral (Gabbert, '1985). Consecuentemente, no tcdas las-
células de tumores malignos pueden ser consideradas’ invasivas, pero muchas
forman parte de un reservorio o "pool” invasivo.‘ sin embarg'o_ke'ste 'pasbo es
reversible por lo que algunas células tumorales pueden dejar el reservorio invésivo
y re-diferenciarse en complejos lumoraléé no invasivos (Engers et al., 2000).

1.1.6 Induccién de dllerem::aclén ,_ g

En la actualidad, no es claro como se regula el carnbxo fenotipico de!
reservorio en el frente invasivo. El hecho ‘es que este fenémeno esta restringido al
frente invasivo, sugiriendo un papel importante del microambiente de los tejidos
que se encuentran rodeando y en contacto directo con el tumor. Por lo que se ha
propuesto que el cambio de un fenotipo invasivo a uno no invasivo podria estar
regulade por la induccidn de sefales del tejido hospedero que afectan
epigeneticamente el programa genético de una manera positiva o negativa.
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METALOPROTEINASAS QUE PARTICIPAN EN EL PROCESO METASTASICO

Metaloproteinasas de matriz Cotagenasa intersticial (MMP-1
Colagenasa neutrofilica (MMP-8)
Colagensas-3 (MMP-13)
Gelatinasa A (MMP-2)
Gelatinasa B (MMP-8)
Estromelisina-1 (MMP-3)
Estromelisina-2 (MMP-10)
Estromelisina-3 (MMP-11)
Matrilisina (MMP-7)

MT-1-MMP (MMP-14)
MT-2-MMP (MMP-15)
MT-3-MMP (MMP-16)
MT-4-MMP (MMP-17)

Proteinasas de serina Activador de plasmindgeno tipo urocinasa (UPA)
. Activador de plasmindgeno tisular (tPA)
Elastasa
Ptasmina
Catepsina G

Proteinasas de cisteinas Catepsina B
; Catepsina L.

Proteinasas de aﬁbanatu Catepsina D
. Otas Tiol Proteinasas

- o Heparanasas
: Hialuronidasas

Tabla 2. : ala ¢ et al.; 2000)

Como consecuencia de ésto, la invasidn tumoral debe ser vista como una
propiedad bioldgica-temporal que depende de dos factores principales: 1) la
determinacidn genética pre-existente de todas las subpoblaciones dentro de un
tumor maligno; 2) los factores epigenéticos, que proveen de un microambiente
adyacente al tumor que es capaz de modular el potencial invasivo a! inducir el
cambio temporal del fenotipo tumoral (Engers et al., 2000).

1.2 intravasacién, arresto de la célula t al y extr ion
Después de haber invadido exitosamente la matriz extracelular, las células
tumorales entran al sistema vascular para diseminarse por el cuerpo, paso
conocido como metastasis. Este paso requiere una secuencia coordinada de
——
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protedtisis y locomocion activa. El analisis estructural de tumores primarios sugiere
que las células tumorales llegan al flujo sanguineo a través de pequerias venas o
a través de neovasculatura sinusoidal de los tumores parentales. Dentro de! vaso
sanguineo, las células tumorales circulantes interactian con los constituyentes
celulares y humorales de la sangre y con las células endoteliales de los vasos
(Hellman, 1991; Suginc et al 1993). Estas interacciones tienen una influencia
significativa en el destino de las células metastasicas y el desarrollo del proceso
de diseminacién e invasion. En varios estudios se ha encontrado que la eficiencia
de invasion vascular tiene un gran impacto en el pronostico del curso que sigue la
progresion metastasica. Esto es, pacientes en los que durante la cirugia se
detecta invasién de vasos sanguineos o linfaticos tienen una peor prognosis que
aquellos en los que esta invasion no es detectada (Gabbert et al., 1992). Después
de haber entrado a la vasculatura, las células tumorales se diseminan en el flujo
sanguineo hasta llegar a los drganos filtradores como el higado y el pulmdn. En
esta etapa, las células tumorales necesitan evadir la respuesta inmune, esto es,
adquirir la capacidad de evitar la accidén de linfocitos T, neutréfilos, macrofagos y
células asesinas (NK). .
Existe un consenso general en que el arresto de células (urﬁbfales_
circulantes se lleva a cabo en el sistema de venulas postcapilares, y Que, uné pé'rte
del fendmeno depende del arresto mecanico debido a la restnccnén ‘de tamaﬁo‘
(Thorlacius et al., 1997). Evidencia morfolégica indica que una sola célula tumoral

puede entrar y detenerse en los capilares, mientras que un tapén mulllce|ular’, g

tiende a detenerse en vasos mas grandes, en los que la presnén y:la turbulencna"
afecta su viabilidad de manera adversa. .

Sin embargo, también es posible que el paso de una sola célula y su arresto
en el capilar no sea por un efecto mecanico, sino que ocurra porque la célulav
metastasica encuentra las condiciones necesarias para adhenrse. Para que ésto
se lleve a cabo se requiere que el endotelio se encuentre actlvado. lo que ‘te
permite expresar en su superficie las moléculas de adhesnén necesarias para
resistir el arresto mecanico del flujo sanguineo y que sirve de base para la
extravasacion.

YISy . :
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E! sitio de arresto de la célula tumoral es uno de los factores que
contribuyen a la metastasis de drganos especificos, observado en varios tipos de
cancer (Weiss, 1985) y se ha pensado que involucra interacciones especificas
entre la superficie de la célula tumoral circulante y el endotelio o el sub-endotelio.
También se ha propuesto que la especificidad se:‘rde'be a las diferencias
antigénicas entre distintas partes del arbol vascular en‘vAari’os organos (Auerbach
et al.,, 1985; Pressman et al., 1964). Sin emba'rgc}. s'no se phede asegurar que la
especificidad de la metastasis en ciertos orgacnbis'; se deba solo a la capacidad de
adhesion, sino que también involucra la expresion dé factores atrayentes, de
sobrevivencia y/o proliferacién que contri uyeh';a’ crear un microambiente
especifico que resulta favorable para el dé"éyaf Vollo,del tumor.

Después del contacto iniciél ‘con ‘e’i ér‘l‘dotelio. las células tumorales se
extienden a lo largo de la  pared vascular {(Chambers et al., 1995), para
posteriormente extravasarce, proceso que ihvolucra la degradacién de Ia
membrana basal del vaso por accion de enzimas liberadas por las células
tumorales, entre las que se encuentran los activadores de plasminégenos que
sirven para activar a la colagenasa tipo IV, a la catepsina-B y a las
endoglicosidasas de heparan-sulfato (Meyer et al.,, 1998). Los leucocitos, los
fibroblastos y las células endoteliales contribuyen a este proceso de degradacion,
el cual es balanceado por la actividad de inhibidores de estas enzimas, incluyendo
TIMPS, derivados de los tejidos alrededor del tumor (Khokha et al., 1995).
Posteriormente, existe una interaccion con el sustrato y una locomocion a'i:tirv‘a."
procesos que se llevan a cabo de !a misma manera como se realizaron durante el
procesos de intravasacion e interaccién con la matriz extracelular (Engers et al.,
2000).

1.2.1 Quiescencia Tumoral

Por observaciones clinicas, se sabe que la metastasis distante puede surgir
afios después de haber removido el tumor primario (Callaway et al., 1989). Como
se menciond anteriormente, investigaciones recientes han demostrado que mas
del 80% de las células tumorales circulantes se extravasan exitosamente pero el
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numero de metastasis que surgen de estas celulas es mucho menor del esperado
(Chambers et al., 1995) Esto deb:do a que las células tumorales después de
extravasarse entran a’. una - fase de retardamiento del crecimiento que es
equivalente al fenémeno de mncrometéstas1s silenciosa o de tumor en latencia.
Esta mlcrometéstasxs puede tener alta actividad proliferante, que es balanceada“
por una apoptosis actwa (Rac:la et al., 1996; Vitetta et al., 1997). Eventualmente,
muchas de las células del tumor se detienen en la fase GO del ciclo celular
(Marches et al., 1998), lo que resulta importante desde el punto de vista clinico ya
que las células detenidas en esta fase del ciclo no son susceptibles ni a
quimioterapia ni a radioterapia. Sin embargo, como resultado de los cambios
microambientales, estas células son susceptibles de re-ingresar al ciclo celular en

. ‘cualquier momento y como consecuencia establecer una metastasis distante, aon
muchos afios después de que el tumor primario haya sido removido (Engers et al.,
2000). A la fecha se desconocen la sefial o seiiales que rompen este estado de
letargo y despierta el crecimlento de la masa tumoral secundaria.

2. INTERACCIONES ENTRE LAS CELULAS TUMORALES Y LAS
CELULAS ENDOTELIALES .
El sistema vascular es un érgano

co. con una Iémlna basal que forma un
limite fisico entre los compammentos nt
células endoteliales fueron cons:derad como una barrera inerte; sin embargo.
actualmente se sabe que ésta_s cévlulas;

extravasculares. Orlgmalmente las

jenen una‘ parﬂctpac:én ‘activa en la
regulacién de un gran nimero de procesos hbfnéosté!fcos’ ¥y patolégicos, entre los
que se encuentran: la erhbribgériesis. “la - regulacidn del tono vascuiar,
mantenimiento del equilibrio prb Ya‘nﬁcoag‘ulante, la fibrinolisis, la arterogénesis, la
isquemia y la inflamacion tanto aguda como severa (Hill et al., 1997).

La investigacion.de las interacciones entre las células cancerosas y la
pared vascular ha Ilévado ~al reconocimiento de que existen mecanismos
compartidos entre "la. fase hematdégena de la metastasis del cancer y la
patofisiologia de este proceso.
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De muchas maneras, el contacto inicial y la transmigracién de células
tumorales se aserheja a‘lo que realizan los leucocitos durante la reaccion
inflamatoria (Muller et al., 1995).

2.1 El contacto inicial

Al igual que con los leucocitos, las células tumorales tienen que
interaccionar con las paredes vasculares para disminuir su velocidad y poder
adherirse al endotelio y extravasarse. Los contactos iniciales entre las células
tumorales y el endotelio son débiles y temporales, y se basan principalmente en
interacciones carbohidrato-carbohidrato presentados por moléculas de adhesion
en ambos tipos celulares. Se postula que esta interaccidn inicia la activacion tanto
del endotelio como de las células tumorales a través de citocinas, radicales libres,
lipidos bioactivos y factores de crecimiento. Estos mediadores causan la expresion
de moléculas de adhesion inducibles en ambos tipos celulares reforzando las
uniones iniciales, subsecuentemente, mediadores humorales y/o vias de
transduccion relacionadas a las integrinas llevan a cabo la retraccion del endotelio,
el movimiento y la migracion transvascular de las células tumorales.

En este estado, los contactos con las células endoteliales juegan un papel
importante pero aldn no se ha determinado con claridad la identidad de las
moléculas que participan. Sin embargo, existen candidatos potenciales como: las
integrinas w431, u2, u5, moléculas de adhesidn vascular (VCAMs), moléculas de
adhesiéon endotelial (ECAMSs), moléculas de adhesidén intercelular (ICAMs), las
selectinas P y E, asi como un grupo de moléculas portadoras de un complejo de
glicosilacién conocido como sialil-Lewis (Mareel et al., 1993; Jiang et al., 1998)
(Tabla 1). Algunas de estas moléculas son inducibles bajo la influencia de sefiales
extracelulares como las citocinas o por radicales libres (Orr, 2000).

Estudios in vitro han mostrado evidencia de la participacion de selectina E-

en la metastasis de varios tipos de tumores, entre los que se encuentran:
carcinoma de colén, carcinoma de mama, leucemia, linfomas, carcinoma gastrico,
carcinoma pancreatico, carcinoma renal, sarcomas y melanomas (Krause et al.,
1999). Varios de estos trabajos mostraron que a pesar de que las células
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tumorales muestran una adhesion basal a las ceélulas endoteliales no activadas, la
adhesidon aumenta cuando las células endoteliales son estimuladas con citocinas
proinflamatorias y cuando las células tumorales expresan el complejo de
glicosilacion denominado sialil Lewis a y x. Resultados semejantes se han
obtenido en estudios en los que se ha analizado la participacion de ICAM-1 en la
adhesion de células de gliomas (Tamaki et al., 1995) y de VCAM-1 en la adhesion
de melanomas, para ambos casos es necesaria la expresion de las integrinas que
funcionan como co-receptores especificos para estas moléculas (Voura et al.,
1998).

Se ha mostrado que la expresion de integrinas esta involucrada en la fase
vascular de la metastasis; |10 que apoya la teoria de un proceso bifasico, en el que
las selectinas son las responsables del arresto inicial y las integrinas regulan la
adhesion tardia. Péptidos con secuencia GRGDS, homdloga al sitio de unidn de
integrinas RGD, puede bloquear la adhesién de diversas lineas tumorales a
monocapas endoteliales estimuladas (Lafrenie et al., 1994; Lauri et al.. 1990).

2.2 La migracion transendotelial

La monocapa de células endoteliales que recubre los vasos sanguineos y
tinfaticos es en realidad un epitelio modificado, por lo que presenta las
caracteristicas estructurales comunes de un epitelio. La integridad del endotelio
vascular depende principalmente de la organizacion de sus uniones intercelulares,
Estas uniones estan formadas por la interaccion homotipica de los dominios
extracelulares de una proteina transmembranal conocida como cadherina del
endotelio vascular (VE-cadherina), la cual a través de su dominio citoplasmico, se
asocia a una red de proteinas intracelulares como «, yry-catenina. Se ha
sugerido que proteinas adicionales como la vinculina y la c-actinina unen. al
complejo VE-cadherina-catenina con el citoesqueleto de actina. Durante el
procesos de metastasis, las células tumorales circulantes tienen que interrumpir
estas uniones intercelulares para poder extravasarse.

Voura y colaboradores (1998) montaron un sistema que permite medir la
interaccion de las células endoteliales y células de melanoma durante la
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transmigracion. Estos estudios presentan evidencia de que la migracion
tfansendotelial de células de melanoma puede subdividirse en 5 pasos
ksecuenciales (Fig. 2). Las células de melanoma se asientan sobre el endotelio en
los primeros 30 min de coincubacion, una hora después se puede observar un
penetracion parcial que ocurre preferencialmente en las uniones interendoteliales.
Después de 5 h de co-cuitivo, el 50% de las células de melanoma, que
originalmente tenian una forma esférica, muestran una morfologia aplanada y
extendida en la matriz que se localiza debajo de las celulas endoteliales, indicando
que el proceso de transmigracion ha concluido.

Trabajos de Lewalle (1997), Sandig (1997) y de Voura (1998), han
mostrado evidencia que sugiere la participacion activa de los dos tipos celulares
(endotelio y tumorales), caracterizado por la reorganizacion del citoesqueleto de
actina, cambios dindmicos en la forma de la célula y la expresion alterada de VE-
cadherina en las células endoteliales. La penetracion es iniciada por pseudopodos
en la parte basal de la ceélula tumoral, o©Ocasionando la formacién de
microfilamentos en el citoplasma de la célula endotelial y que surgen de las zonas
de contacto con las células tumorales (Fig. 2. etapa 1). Estas interacciones
adhesivas llevan a una redistribucion de VE-cadherina y de PECAM-1, a pesar de
que tanto la VE-cadherina como la N-cadherina estan ausentes en los contactos
entre las células tumorales y las células endoteliales, otros miembros de la familia
de cadherinas estan presentes en los sitios de contacto, lo cual es evidenciado por
el uso de anticuerpos para pan-cadherina en ensayos de inmunocitoquimica
(Sandig et al.. 1997). La permanencia de pan-cadherina en los contactos
heterotipicos sugiere que las cadherinas proveen de una sustrato favorable para la
transmigracion de las células tumorales. Sin embargo, se desconoce la especie o
especies particulares de cadherina(s) que estan involucradas en este proceso.

Los pseudépodos o protusiones se extienden lateralmente de la parte basal
de las ceélulas de melanoma. Normalmente. no se observan protusfones
membranales de menos de 1 uym de diametro, lo que sugiera que su formacion
puede ser inducida por interacciones entre las células de melanoma y el endotelio.
Estas protrusiones, al igual que otros tipos de espiculas o microvellosidades
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contienen F-actina, aumentando el area de contacto entre los dos npos celulares
lo que lleva a una adhesién mas fuerte (Fig. 2, etapa 11). .

Las células endoteliales presentan “nudos”. de mlcrof‘lamentos .que se
extienden hacia arriba y terminan donde las protrusnones del melanoma entran en
contacto con la célula endotelial. Esta organizacion de Ias f‘bras de actlna suglere

que existen interacciones activas entre las celulas endotellales y las células del

melanoma (Fig. 2, etapa 111).

La penetracion de los pseuddpodos a la reglén localuzada entre dos células
endoteliales, lleva a la retraccion de las células endote

Ies para proveer el
espacio necesario para que la célula tumoral se mueva; esta retracclén no separa
a la célula tumoral de 1a monocapa endotelial. La evidencua expenmental suglere
que las membranas celulares de ambas células permanecen en contacto estrecho
durante todo el procese de transmigracion, probablemente a través de
interacciones heterotipicas entre las células (Fig. 2, etapa V).

Figura 2. Dibujo esquematico de los pasos secuenciales en la transmigracion de
células tumorales (T) a través de la monocapa endotelial (E), hasta hacer contacto
con la lamina basal (LB). (Tomado de Voura et al., 1998)

El mecanismo por el que se induce la retraccidn de las células endoteliales
aun se desconoce. sin embargo, es posible que el contacto inicial a través de las
moléculas de adhesion ocasione la disolucion de las uniones interendoteliales. Por
otro lado, reportes recientes sugieren la formacion de uniones espaciadas “gap”
que se forman en los sitios de contacto entre las células endoteliales y las células
tumorales (el-Sabban et al., 1991, 1994; Honn et al., 1994). Se cree que el acido
12(S)-hidroxieicosatetraenoico (12(S)-HETE), un metabolito producto de la
actividad de la lipoxigenasa sobre el acido araquidénico, pasa a través de uniones
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comunicantes tipo “gap” de la célula tumoral a la célula endotelial, lo que
eventualmente lleva a la retraccidn del endotelio. Se sabe que el 12(S)-HETE
afecta la redistribucién de PECAM-1 y de la integrina aJfia (Tang et al., 1993),
disparando un rearreglo del citoesqueleto de actina dependiente de la cinasa de
proteinas PKC (Tang et al., 1995; 1993). Cabe mencionar, que los metabolitos de
lipoxigenasa también son capaces de facilitar la transmigracion de monocitos
(Sultana et al., 1996).

Una vez unidas a la matriz subendotelial, las células tumorales comienzan a
extenderse; proceso que requiere de integrinas que se unen a los componentes de
la matriz extracelular. Para sellar el hueco dejado por la célula tumoral, las células
endoteliales adyacentes reorganizan su citoesqueleto de actina y proyectan
lamelipodios que contienen gran cantidad de fibras de estrés que se extienden
sobre la superficie apical de las células tumorales. La VE-cadherina y PECAM-1
reaparecen cuando la célula endotelial comienza el proceso para re-establecer sus
uniones intercelulares (Voura et al., 1998) (Fig. 2, etapa v).

Estos eventos parecen estar relacionados con las respuestas de un
endotelio activado. Se ha mostrado que el contacto entre las células tumores y la
monocapa endotelial induce un rapido aumento transitorio de calcio intracelular
[Ca 2°), en las células endoteliales que parece ser dependiente de un mecanismo
de contacto célula-célula muy especifico (Lewalle et al.,, 1997). Este proceso
involucra cinasas de residuos de tirosina asociadas a receptores, si - esta
fosforilacidn es bloqueada se inhibe la separacidn endotelial .y la migraqién
transendotelial (Lewalle et al., 1898). También, el mecanismo que régula la
expresion de VE-cadherina, vinculina 'y los componentes de los complejos

cadherina/catenina parece ser dependiente del estado de fosforilacién de estas
proteinas.
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3. EL FENOTIPO ENDOTELIAL
3.1 El fenotipo constitutivo S )
Las células endoteliales dentro de los .vasos sanguineos 'y linfaticos son
estructural y funcionalmente heterogéneas. Anteriormente,’ se \menc i né que los
eventos que suceden durante la metastasis parecen | es(ar relac onados con tas
respuestas de un endotelio activado. Sin embargo, normalme e

endoteliales se encuentran en un estado que se conoce' como fenotlpo consmuhvo
O en reposo, que presenta una actividad metabdlica’ muy baja. acompaﬁada de
una pobre capacidad para adherir componentes - celulares . (neutréfilos,
polimorfonucleares y plaquetas). ' i

Las células endoteliales quiescentes o en reposo forman una poblacion
heterogénea que varia no solo entre drganos sino dentro de vasos de distintos
calibres dentro de un mismo 6rgano. La heterogeneidad de estas células es
evidente al analizar los diferentes morfotipos endoteliales presentes en diferentes
organos: asi por ejemplo los endotelios pueden estar formando una monocapa
continua y sellada en los organos donde realizan funciones de barrera como en el
cerebro o en los pulmones; o pueden estar formando una capa discohtinua con
espacios intercelulares o fenestradas intercelularmenta. como ocurre en el higado.
Esta heterogeneidad estructural de las ceélulas endoteliales ejemplifica la
capacidad de adaptacion de éstas células a su microambiente. :

Poco se sabe acerca de las moléculas que regulan el fenotlpo constitutivo
de las- células endoteliales (Fig 3). Muchos estudlos han caractenzado este
fenotipo utilizando patrones de unién a Iechnas. mdstrando especnf‘cndad en
diferentes drganos, especies, calibre de! vaso. Incluso. a dlferentes edades en un
mismo o&érgano existen variaciones, lo- que suglere ‘un perf‘l diferencial en la
expresién de glicoconjugados en distintas _poblacnones de endotelios (Gumkowski

et al 1985: Mills et al., 1986). Para_una mejor comprension del fenotipo se
necesitara la identificacidn de marcadores ‘especificos de subpoblaciones de

células endoteliales que puedan ser usados para seguir vias particulares de
diferenciacion.
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De los marcadores endoteliales que ' actualmente Sbe ‘conocen solo - la
molécula de adhesidn endotelial especifica de pulm‘én (Lu-ECAM-1) tiene una
expresion especifica y se localiza en vénulas capi'lares del puimén. En algunas
vénulas del bazo. Se ha observado que esta molécula de adhesion participa en la
metastasis de ciertos tumores que preferentemente invaden el pulmén (Zhu et al.,
1981). La principal funcién de esta molécula de adhesion parece estar asociada a
la metastasis y sus funciones primarias no han sido caracterizadas, sin embargo,
la preferencia de metastasis en ciertos organos y la expresion especifica de esta
molécula, sirven como ejemplo de como las células endoteliales pueden contribuir
a la regulacién de la compartamentalizacion de los drganos y en general del
cuerpo (Augustin et al., 1994 ).

Una molécula de expresion heterogénea en las poblaciones endoteliales es
Mad-CAM-1. Esta molécula de adhesion es un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y se expresa de manera constitutiva en vénulas de alto calibre
en los parches de Peyer del intestino. Normalmente, se puede unir a integrinas
«sPz y a la selectina-L expresadas por diferentes subpoblaciones de linfocitos
{Springer, 1994).

El microambiente ejerce cierto control sobre el fenotipo endotelial, por
ejemplo, Lu-ECAM-1 puede ser inducida por los componentes de matriz
extracelular de los pulmones. Cuando las células endoteliales derivadas de aorta
se cultivan sobre matriz extracelular derivada de pulmon se induce la expresion de
Lu-ECAM-1, lo que refleja que la matriz induce un proceso de transdiferenciacion
para que adquieran un fenotipo similar al que presenta las células endoteliales de
los capilares de pulmoén (Zhu et al., 1991; Augustin-Voss et al., 1981).

Otro elemento importante del microambiente endotelial esta constituido por
las células que rodean al endotelio que también son capaces de afectar el fenotipo
endotelial. Se ha observado que cuando los pericitos entran en contacto directo
con las células endoteliales ejercen sobre ellas un efecto inhibitorio,
manteniéndolas en estado quiescente (Orlidge et al., 1987).
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3.2 Activacién endotelial: Transdiferenciacién del fenotipo constitutivo

La adquisicidn del fenotipo activado es, en muchos aspectos, éimilér ala "
diferenciacién de las células hematopoyéticas, con una gran diferencia: - la
diferenciacion de las células hematopoysgticas es unidireccional, esto es,-las
células se comprometen a un cierto linaje y no pueden revertir el’ fenotlpo. En
cambio. si bien el fenotipo constitutivo de las células endotehales puede pésar a -
un estado activado, después de 12 a 24 h las células endoteliales " regresan al
fenotipo constitutivo (Fig. 3). S :

3.3 El fenotipo activado ; - :

La habilidad de diferentes tipos celulares para transdiferenciarse muestra la_i
’capacldad para adaptarse a los requerimientos locales y asi ampliar el rango de ‘,
funciones metabdlicas vy fisiologicas que pueden realizar. i

La activacién endotelial esta asociada a distintos cambios fenotiplcos que,
de una manera semejante al proceso de transdiferenciacion - del fenotlpo
constitutivo, sirve para que la célula se adapte localmente a los requeﬁhightos
funcionales que se necesitan durante condiciones como dafio tisular, 1a vares'ehcia
local de agentes infecciosos o cambios en las condiciones: de fpebfus'ién.
Normalmente, se considera que las células endoteliales estan activadas cuando
estan proliferando o cuando permiten la adhesién de células sangulneas (Flg 3).
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FENOTIPO CONSTITUTIVO FENOTIPO ACTIVADO
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Figura 3. Principales diferencias entre el fenotipo constitutivo y el fenotipo activo de
tas células endoteliales. Se indican los procesos en los que participa en cada uno de
fos fenotipos. (Modificado de Augustin et al., 1994).

En afos recientes, el fenotipo de activacion endotelial lnduc:do por c|tocmas
durante la inflamacién, ha sido caracterizado extensamente tant
vitro. Uno de los primeros pasos en la cascada inflamatori
moléculas de adhesion como la selectina-E (CDGZE)
VCAM-1 (CD106) e ICAM-1 (CD54). La expresnén d
dependiente de citocinas proinflamatorias como TNF

n VIVO COmO in

'S ia expreslén de

o IL 1[3 y permne que tas
células circulantes se adhieran al endotelio . activadp Y lleguen al. sitio de
inflamacion. o

Otro modo de activacidon endotelial es la - anglogéﬂGsns. disparada por
mecanismos paracrinos y autocrinos, que permite a las ceélulas endoteliales
separarse de vasos pre-existentes y entrar a una cascada morfogenética que lleva
a la formacion de nuevos vasos con células endoteliales maduras. Estas células
que estan migrando sufren varios cambios entre los que se encuentran
alteraciones de: sus propiedades adhesivas, los patrones de glicosilacion de sus
antigenos de superficie, la produccion de citocinas, la expresion de los receptores

de factores de crecimiento, su capacidad de proteolizar diferentes componentes
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de la matriz extracelular y. su  comunicacién mtercelular (August:n-Voss et al..
1992; Hauser et al., 1993).

La capacidad de respuesta de las células endotellales a'los factores de
crecimiento angiogénicos depende de la expresién:de los receptores para cada
uno de ellos. Se ha demostrado que receptores que; sony fosforilados en residuos
de tirosina, se expresan dlferenc:almente en las células endotellales anglogémcas.
contribuyendo a la heterogeneldad del feno(:po activado d

al., 1994). .

3! endotello (Agustin et

El fendmeno de activacion sé lleva a cabo . principalmente en la
microvasculatura (precapilares, cap:lares y venas postcapilares) e involucra la
expresiéon de genes de “activacion® en células endoteliales de diferentes tejidos y
organos, que per se son heterogéneas en su morfologia, fisiologia y funcion. Sin
embargo, la mayor parte de los estudios realizados in vitro analizando !a activacion
endotelial se han efectuado con células endoteliales primarias derivadas de
grandes vasos como la aorta de bovino o la vena umbilical de humanos. Asi, los
“genes de activacion” se enciendan sin afectar a los genes de diferenciacion, esta
combinacioén de diferentes grupos de genes expresados simuitaneamente permite
tener una microvasculatura heterogénea (Risau, 1995). Sin embargo, una clara
diferencia entre los genes que se expresan en el estado activado y aquellos que
definen el estado diferenciado de las células endoteliales radica en.que la
expresion de los primeros es un fenémeno transitorio, en donde la magnitud,y 1a
duracién de su expresion es dependiente de sefiales microambiéntéiéé. E&mé
puede ser la presencia de citocinas proinflamatorias. En algunéé casos
patolégicos, como la formacion de placas ateroescleréticas, la constante preséhcia
de sefales proinflamatorias transforman una respuesta endotéliall transitoria en
permanente, contribuyendo al desarrollo de una condicién patolégica.

Si bien, son muchos los elementos ' de regulacion transcripcional que
participan en la transicion del estado’ endotetial quiescente al estado activado,
recientemente, se ha reconocidb que. uno de los encargados centrales de

encender los genes del estado de activacion es el factor de transcripcién NF-xB,
.del cual depende la expresiéri de:diversas moléculas de adhesion, citocinas y
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algunos factores de crecnmlento en cuyos promotores se han identificado
secuencias reconocidas por este factor. = :

4 FACTOR DE TRANschPcnc‘m‘ NF-xB
En 198‘6 ; sén‘y Baltimore describieron

F-kB como un factor niclear que

Actualmente. se sabe q
un dominio homdlogo conservad
formar homo- y heterodimeros’ (Chen
incluye a p50/p105, p52/p100, Rel A (p65)
sitios en el DNA de aproxnmadamente 10 pares

ue se pueden unir a
ses. que en conjunto se
encxa KB presentes en la
region promotora de una gran cantidad de genes ha permmdo agruparlos en dos
grandes familias: las secuencias que responden al estimulo por citocinas y las
secuencias que responden a factores de crecimiento.

llaman sitios xB. E! estudio comparatnvo de’las s

SECUENCIAS xB EN LOS PROMOTORES

Citocinas hGGAmYYCC
Factores de crecimienta nGGrNnYYCC
Donde: h:A,C,T.

r: purinas (G o A)
y: pirimidinas (T o C)
n: cualquier nucledtido (A, G, T, C)

Tabla 3. Secuencias conocldas como xB, p en los p
responden a NF-<B.

de genes que
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La mutac:én s:stemétlca de cada nucleétndo en Ias secuencias kB ha
revelado que basta con un, camblo de G por c en Ia posncxén dos de cualquiera de
las dos famlhas para alterar la: establlldad entre ‘los complejos NF-xB y las
secuencias xB: El resultado es una dlSmll’luCIén en Ia ef'cuencna transcripcional.

Como ya se mencnono astas protefnas comparten un dominio llamado
“hornélcgo a Rel" (RH). que esta compuesto por dos sitios semejantes a
inmun'ogiob'ulin‘as que tiene varias funcnones: la dimerizacién de dos subunidades,

“la unién al DNA a través de un dominio bééic’d. el control de su destino nuclear por
Vmedio de una secuencia de localizacion nuclear (NLS) y mas importante para su
regulacion, el sitio para la unién con los inhibidores de NF-xB, denominados.ixBs "
(Karin, 1999). Sin embargo, basados en las secuencias del extremo carboxilo.: la

familia de NF-xB puede ser dividida en’ dos clases; los miembros de la pnmera D

clase son p105, p100 y “Relish” de Drosophila que presentan un extremo carboxtlo
mas largo, que ademas contiene multiples copias de repetncnones de ankl
cuya funcion es la inhibicidn de estas moléculas. Los homodimeros formados por',
los miembros de esta clase generalmente no son activadores de la transcnpcnén' 2

sin embargo, ésto cambia cuando forman dimeros con rnlembros de 1a segunda o
clase de factores de transcripcion’ NF-xB en” cuyo : caso “son' “activadores -
transcripcionales muy eficientes.-La segunda clase incluye a c-Rel. Rel B,  Rel A
(p65), Dorsal y Dif. Estas protelnas contienen - un -dominio de actlvacnén en el
carboxilo terminal, cuya secuencia no esta conservada entre especies a.pesar de
que pueden activar la transcnpcn n entre .especies (Gilmore, 1999) (Fig. 4).

Todas las proteinas: Rel de'vertebrados pueden formar homodimeros o

heterodimeros, excepto Rel B, que sélo forma heterodimeros. Esta diversidad de
combinaciones contnbuye a'la

regulaczén de una variedad de genes. A pesar de
que pueden ser redundantes; cada’ dlrnero tiene especificidad para variantes de
los sitios de umén KB No

' cuando se habla de NF-xB, se refiere al
heterodimero formado porrlas subunldades P50 ¥y Rel A (p65), porque éste es uno
de los dlmeros més comu' es.y el més abundante en las células analizadas hasta

el momento. Sm embargo.‘es importante resaitar que algunas respuestas

transcrlpcionales pueden ser dependientes mms_ummeros.
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Los IkBs forman una farmlia pequeﬁa de protelnas que comparten un
dominio de 6 o mas repeticiones « de ankmna el extremo amino que fun ona como

dominio regulatorio y el extremo carboxllo que contlene un dormnlo PEST que esta
involucrado en la regulacnén neganva del mhlbidor (Fig. 4)
En ausencia de est!mulos g externos

Ia mayorla de los co}nplejos

REL (RHD), evitando asi la translocamén al nucleo del factor de NF—KB. :

Regién homdloga a REL
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Figura 4. Proteinas NF-xB e IxB. Todas las proteinas NF-kB presentan un dominio
homalogo liamado REL (RHD), el cual regula la dimerizacién y la unién al DNA. En este
dominio sea la senal de nuclear (NLS), la cual es recanocida poar
las proteinas 1kB. Todas las proteinas 1B contienen 6-7 repeticiones de ankirina, las cuales
regulan su unién con el RHD. IxBa, kBl e IxBz contienen un domino regulatorio en el
extremo amino en el cual se encuentran dos serinas conservadas (SS). La fosforilacién en
estos sitios marcan a los (kB para su degradacion dependiente de ubiquitinizacion. Los
extremos carboxilos de p105 y p100 son similares en secuencia, estructura y funciéon a los
IkBs, estas porciones previenen la entrada de estas proteinas al nucieo y son eliminadas por
degradacion dependiente de ubiquitinizacién. GRR: region rica en glicina; LZ: cierre de
leucina. La flecha sefala los residuos del extremo carboxilo de p50 y p52 (después del
procesamiento de p10S y p100 respectivamente) (Tomado de Karnin et al., 2002).
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Para que NF-xB pueda llegar a su sitio de acci;‘)yn en el nacleo, el ?:orhplejo
citoplasmico NF-xB:1xB tiene que disociarse’ de hecho, la activacién dél_factor NF-
xB dimérico consiste en favorecer la separacnén de su mhib|dor. Se Sab‘a ciue ia
activaciéon puede ser inducida. por'el tratamlen!o con éste es de fo bol con
citocinas promﬂamatorlas como TNF-a e IL-1 [3. con lxpopollsacérldo b ctehano \'

que media ésta activacion. Ciertos I-<B como el lkBa,, tlenen péptndos saﬂal de -
localizacidn nuclear y secuencias de exponacnén nuclear (NES) de manera que la
sedal de activacién de NF-xB-al ndcleo pueda ser abatida por ‘lkBar recién
sintetizado que puede entrar al ntdcleo y capturar a los dimerés de,NVFV-KBV que se
encuentran unidos al DNA. La consecuencia de esto es la remocion del factor de
transcripcion del nucleo, regresando al citoplamasma en forma de bomplejo NF-
xB/IxB gracias a su secuencia de exportacion nuclear (Fig. 75): ,(Arehiana-
Seisdedos et al., 1997; Sachdev et al., 1998). 3 o

En pocos minutos, activadores potentes de NF-KB como TNF" o IL-1|3.
ocasionan la casi completa degradacion de los 1kBs (especnal 3 ,' [ thv.) Este
proceso es mediado por el proteasoma 26S y depende de 1z P

y 836 en IxBa humano). La importancia de la fosfo 'acién d stos dos ésyidu»os»
de serina queda de manifiesto cuando son susm‘“ dos’ por. glicinas

lo _guve'vresulyta
en una mutacion dominante negativa que prevnene a ctiva‘ciénk' de VN/F;NB. Una
vez fosforilados, los

IxBs adn unidos a NF-KB' ufren una’ segunda modnf‘cacnén
post-transduccional: 1a pohublquntxmzacuén (Alkalay' e »1995; D:Donato et al.,
1995; 1996) (Fig. 5).

La poliubiquitinizacion ocurre a través de una cascada de reacciones
enzimaticas. La primera, dependiente de ATP, es llevada a cabo por la enzima de
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activaciéon de ubiquitina-E1 y tiene como resultado la formacion de un tioester-E1-
ubiquitinado. La segunda reaccion es catalizada por enzimas qu“e~conjugah
ubiquitina o un aceptor intermedio: ubiquitina-E2, la cual recibe a.la ublqumna
activada de E1. Cabe mencionar que existe solo una enzima. E1 mlentras que
existen varias E2 responsables de ila ublquttlmzac:én de dlversos sustratos. El
ultimo paso en la cascada de ubiquitinizacion es la transferenci‘
activada del sustrato intermedio E2 al sustrato f‘nal lo cua

ubi qumna

S catahzado por’
proteinas ligasas de ubiquitina-E3. El grupo de proteinas E3 es aun més grande Y
heterogéneo que el grupo de las E2 y la mayoria de sus’ mle
bien caracterizados (Hershko et al., 1998). : ,

Yaron y colaboradores (1998) encontraron un com
activacion E3 que es responsable del reconocnmienl .
proteina, llamada E3RS"“8, forma parte defla famnha “F-bo NWD-repeat" famitia
que participa en la degradacién de prote!nas

Como ya se ha mencionado, el paso, que determma que el complejo NF-
xB/IxB se rompa es la fosforilacion de dos reSIduos espec“‘cos de serina en 1=B.
Sin embargo, existen varias excepciones a esta via una de ellas es la actlvaclén
de NF-xB en respuesta a radiaciones de luz UV, en la que se observakdegradamén
de IxB sin que éste se encuentre fosforilado (Bender et al., 1998; Li et al., 1998);
una segunda excepcion es la anoxia, en este caso se estimula la fosforilacion de
IxBa en ef residuo de tirosina 42 (Imbert et al., 1996). Se ha sugerido que el IxBax ..
fosforilado en tirosina se une al dominio SH2 de la cinasa PI3K, separéndolo del
dimero NF-xB (Beraud et al., 1999). Sin embargo, este residuo de tlrosma no esta
conservado en otros IkB, asi que la “universalidad” de esta via ‘esta en duda:
También, se ha reportado una via de activacién independiente de la fosfonlacién
de los IkBs, en cuyo caso estos son degradados por calpalna (Planem et al.,
2001).

El contro! de la fosforilacion de IxB en respuesta a estimulos activadores de
NF-xB recae en la cinasa de kB, llamada IKK. La actividad de esta enzima es
especifica de residuos de serina y ‘responde a un gran namero de activadores de
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NF-kB, incluyendo a TNF-a, el cual estimula su actividad mostrando una cinética
que correlaciona con la degradacion de IkBa (DiDonato et al., 1997).

IKK es un complejo formado por al menos tres proteinas fuertemente
asociadas. Dos de estos polipéptidos, IKKa (también conocida como IKK1) e IKKB
(IKK2) funcionan como las unidades catalizadoras de la cinasa (DiDonato et al.,
1997), mientras que el tercer polipéptido, IKKy (también llamado NEMO o IKKAP1)
funciona como unidad regulatoria {(Mercurio et al., 1999) (Fig. 5).

IKKa también ha sido aislada como una proteina que interactua con la
cinasa de la cinasa de MAPK (MAP3K), llamada NIK (cinasa inductora de NFxkB)
(Réginer et al., 1997). En experimentos de sobre-expresiéon, se ha observado que
NIK actia como -un potente activador tanto de IKK como de NF-kB, lo que ha
llevado a proponer que el sustrato primario de NIK es IKKa (Karin et al., 1998).

Las. estructuras primarias de IKKa e IKKB son muy similar (52% de
identidad), contiene dominios de cinasas en su porcidén amino terminal, cierres de
leucina (LZ) y motivos helice-asa-helice (HLH) en el carboxilo terminal. Hasta la
fecha, a IKKy no se le ha reconocido un dominio catalitico, pero esta compuesta
principalmente de tres regiones con q.-helices. incluyendo un cierre de leucina. La
forma predominante de IKK es un heterqdlmero IKKa:IKKB asociado a un dimero
o trimero de IKKy (Rothwarf et al., 199‘8). Una cuarta proteina conocida como
IKAP, que no se ha detectado como un-constituyente del complejo IKK, podria
estar involucrada en la activacion - del! éomplejo IKK aunque  su imporiéncia
fisidlogica y funciona!l todavia no' és cla/ra"(Cohen et al., 1998) 'Estudios' en
levaduras sugieren que IKAP es. una proteina nuclear. por lo que es dlficnl que
continuamente forme parte del complejo cltoplésmlco IKK.

Las actividades de cmasa_de IKKe e IKKB y su capacidad de ser activadas
dependen de'la dimerizacién a través de ‘sus dominios LZ y HLH;: mutaciones en
cualquiera de estos disminuyé la éctividad de cinasa sobre kB (Zandi et at 1997;
Delhase et al., 1999). La actividad de la cinasa también depende de la presencia
de la subunidad IKKy; su importancia en la via queda de manifiesto en el hecho de
que ni el complejo de IKKo/IKKB ni NF-«xB pueden ser activados en células
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deficientes de IKKy, estudios recientes han dado'pruebas de la 'importancia de
IKKy en la activaciéon de NF-xB y ademas sug:eren que su extremo carboxnlo es
necesario para el reclutamiento de actwadores que se encuen!ran rio arriba, ‘como

IKK. IKKa e IKKp se fosfonlan exclk

IKKy se fosforila tanto en restduos d s a como de treonln

Dos de los resnduos
de serina de IKKPB que pueden ser fosfo lados se Iocahzan enel asa de activacion,

en un segmento del dommlo de

nasa que es semejante al que se encuentra
presente en otros tipos de cinasas. Generalmente, el asa de activaciébn no
fosforilada se encuentra doblada sobre el dominio de cinasa e interfiere con la
entrada de ATP y del sustrato al sitio catalitico. La fosforilacién mueve el asa de
activacion y la retira del sitio catalitico, permitiendo la entrada y la unién de los
sustratos {Delhase et al., 1999; Johnson et al., 1996). Estudios recientes muestran
diferencias entre las subunidades cataliticas. esto es, los activadores pueden
activar solo a la subunidad IKKg y no IKKa o viceversa. .
La fosforilacidn también puede resultar en una regulacidn negativa de la
actividad de IKK. Ademas de su asa de activacion, IKKB puede ser fosforilado en
residuos de serina localizados entre el motivo HLH y el carboxilo terminal. La
fosforilacion de estos residuos de serina depende de la actividad de
autofosforilacion de la enzima y posiblemente ocurre de manera subsecuente a la
fosforilacion en el asa de activacion. Cuando .se: fosfdrilan‘al menos 9 de los
residuos de serina presentes en el carboxilo termlnal E= enznrna alcanza un estado
de actividad muy bajo; una vez en este estad

: KK se-vuelve sensible a la
inactivacion por accién de las fosfata as especnalmeme cuando la sefal de
activacion ha desaparec:do.

Los smos de autofosfonlacnén se encuentran
localizados muy cerca.del dominio HLH ;por. lo:que, se ha sugerido que la

inactivacién se alcanza por un camblo en la conforﬁlaclén del sitio catalitico de la
enzima (Karin, 1999). T N
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Agentes infecciosos Extracelular,
LPS, Antigenos virales

Trustocacién
a nicleo Proteinka Rel:
18, @ -Rat, p105
Moliculue de wdhesién:
v.caM. 1Cam
Seleotina B
Citoctnaa:
I8, TNP.a, O.CST,
IFN.y 1.2,

Citoptasma

Figura 5. Via clasica de activacibn de NF-«B. De Izqu'erda a derocha, achvaclon
dependiente de receplores de citocinas (TNF-« e IL-1(}), i por os
(LPS) o por anligenos virales, o por estimulos inespecificos como estrés oxldaﬂvo.
radicales libres (ROS) o luz ultravioleta (UV).

Recientemente, se han realizado estudios para saber si la via de activacion
de NF-xB mencionada anteriormente es la via “universal” de activacion; sin
embargo, los resultados muestran que éste factor de transcripcion puede ser
activado por al menos una via mas. Trabajos realizados por Romashkova y
colaboradores (1999) sugieren que el PDGF es capaz de activar NF-xB a través -
de la activacién del oncogen Ras, que a su vez activa a la via de PIgKIAkt"que
involucra la activacion consecutiva de Akt y de IKK y la translocacion de NF-xBa
través de un mecanismo independiente de la degradacion de IkB. Paralelamente.
Nidal-Ozes y colaboradores (1999) reportan que en células 293, el TNF-a induce
la activacion de NF-xB a través de la fosforilacién de IKK en la treonina 23; esta
fosforilacion es llevada a cabo por Akt, el cual fue previamente activado por accion
de la Pl3K fosforilada por asociacion con el receptor 1 de TNF (TNFR1). De igual
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manera, Nidai (1999) demuestra que la activacion de NF-xB dependiente de TNF-
« requiere de la activacion de Akt B e :

‘“También se ha observado que los receptores de quimiocinas en monocitos,
neutrofilos y linfocitos activan una v!a dependlente de las proteinas G, que llevan a
la activacion de . factores de transcnpcnén. Sin embargo, se ha encontrado que
otros tipos celulares no hema(opoyétucos. pueden presentar estos receptores, lo
que sugiere que las quimiocinas pueden regular el crecimiento y la diferenciacién
de otros tipos celulares a través de la activacidén de factores de transcripcion.
Ademas de las quimiocinas, otros agonistas de receptores acoplados a proteinas
G (GCPRs, del inglés G coupled protein receptors), incluidas las proteasas,
neuropéptidos y mediadores de lipidos pueden regular la actividad transcripcional
en una gran variedad de células. En particular, se ha observado que estos
receptores pueden llevar a la activaciéon o inhibicion de NF-xB, dependiendo de
cual de las diferentes proteinas G esta involucrada en la sefalizacion (Ye, 2001).

Cuando la proteina G que se activa es de la clase s, (Gs), la activacién del
receptor causa elevacién de AMP ciclico y la activacidn de ta proteina cinasa A
(PKA). Estos eventos llevan a la fosforilacion de CREB (del inglés cAMP response
element binding protein), el reclutamiento de CREB resuita en una disminucién en
la disponibilidad de otros factores de transcripcidn, afectando negativamente la
activacion de NF-xB. De hecho los agonistas de receptores f3-adrenérgicos, que
estan asociados a éste tipo de proteina G, aumentan la produccién de IkBa, por lo

que inhiben la activacién de NF-kB (Fig. 6) (Sheppard et al., 1999; Farmer et al.,
2000).
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Figura. 6. Etecto de receptores acoplados a proteinas G sobre NF-«B.

Los miembros de la familia Gq agrupan a un gran numero GPCRs. que
activan a la PLC-p. Cuando esta via se enctende. NF-»B ‘es ac(nvado. ‘Sin -

embargo, en varios experimentos, se ha mostrado que mh|b|dores ‘de a PKC

pueden bloquear la activacion de NF-nB o que sug:ere que Ia PKC que parhcnpa

en esta via puede estar involucrada en la actwacnén del: facto de' ranscrlpcu‘)n;

3 (Fig. 6) (Ye, 2001).

Se ha reportado’ que miembros de los receptores acoplados a proteinas G
de la familia G, regulan ia acnvacuén de varios factores de transcripcion entre los
que se encuentra NF-».B Sin embargo, se sabe que estas proteinas G inhibien las
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adenilato ciclasas y no activan efectores como 'la PLC-B por lo ‘que no se sabe el
mecanismo por el que estas’ protelnas G puedan actlvar a: NF-kB (Hsu et al.,
1999). B : S e

Después de la activamén. las subumdade G,;., se separan de la Go e
independientemente estlmulan a la F'LC—B E umrse .a la - subunidad
reguladora de la Pk acuvando a ésta’ cmasa de dos (Hawes et al ,1996).
Recientemente, se ha observado que en dlstmtos tipos ce ul

1 es, las subunidades
Gy, son capaces de activar a NF-xB. Se ha sugerldo que esta actlvactén ocurre a
través de la subunidad regulatona p101 de la PiK,’ que tiene un sitio de unién para
Gpy (Krugmann et al.; 1999). Varios estudios han sugendo que’ 1a cinasa Akt juega
un papel en la estimulacion de NF-xB a través de GPCRs, aunque auin no se
conoce completamente la via de activacion (Murga et al., 1998; Ye, 2001) (Fig 6).

5. PARTICIPACION DE LAS CITOCINAS EN LA METASTASIS
La comunicacion entre las ceélulas cancerosas .y el endotelio. involucra

moléculas producidas por ambos tipos celulares y por otras células'que -se .

encuentran en el lecho vascular. Estos estimulos  tienen el potencial” péka
promover la adhesién y la extravasaciéon de células cancerosas 'y por lo tanto.
promover la metastasis.

Las citocinas son factores que regulan el crectmlento y:la- prollferacnén‘

celular, y pueden ser producidas tanto por las células del sistema lnmune ‘como
por las células tumorales. La diferencia entre los dos tipos es que la produccnén de
citocinas por células tumorales es un proceso constitutivo o sujelo a ‘una
regulacion aberrante (Ardestani et al., 1999). S
Actualmente se estudia la participacion y regulacion de las citocinas en la
progresion de varios tipos de tumores (Tabla 3); la regulacion autdcrina de las
células tumorales involucra la produccion endégena de la citocina que actiua en los
receptores especificos de las células productoras estimulando la proliferacién
celular. Las citocinas producidas por las células tumorales pueden tener efectos
paracrinos sobre las células que se encuentran alrededor del tumor, de igual
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manera las células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, monocitos, linfocitos y
granulocitos pueden producir factores activadores o inhibidores de la proliferacion
celular. Estos factores paracrines pueden favorecer el crecimiento del tumor, la
angiogénesis, la adhesidn o motilidad, promover la diseminacion, inhibir el
crecimiento del tumor o causar diferenciacion. De hecho, algunas citocinas tienen
una doble regulacién, de ser un inhibidor paracrino puede pasar a ser un
estimulador autécrino para inducir la proliferaciéon del tumor (Lazar-Molnar, 2000).

Dada su participacion en procesos metastaticos algunas citocinas han sido
estudiadas mas a fonfo y se ha podido caracterizar algunos de sus efectos tanto
paracrinos como autocrinos. :

El TGF-b es expresado consitutitvamente en la mayoria de las células de .
melanoma en cultivo y puede ser utilizado como marcador blolégnco ‘de ,Ia’
progresion de melanomas. Se sabe que induce angiogénesis y es”,éa‘paz de
potenciar la accién angiogénica del FGFb (Shih et al., 1893). Sin enﬁbargo.’ se ha
identificado como una molécula inmunosupresora k,en' . glioblastomas,
adenocarcinomas protaticos, carcinomas colorectales de pecho, endometrlales y
tiroidales (Derynck et al., 1987).

Los subtipos de IL.-1 han mostrado tener un efecto antiproliferativo sobre
algunos melanomas y sobre ciertos tipos de leucemia (Ardestani et al., 1999). Se
ha mostrado que algunos tipos de cancer de mama, carcinoma pancreatico y
melanomas secretan IL-1a y que la interaccidon con su receptor en fibroblastos que
rodean al tumor es capaz de activar al factor de transcripcion NF-xB. Estos
analisis han mostrado tambien, una posible correlacién entre el aumento en-la
expresion de la citosina y la metastasis a nédulos linfaticos (Bhat-Nakshatri et al.,
1998; Chiviri et al., 1996). » :

. El crecimiento de melanomas en estadios tempranos son inhibidos por IL.-6
secretada por fibroblastos, sin embargo, melanomas metastasicamente
competentes y melanomas en estados avanzados son resistentes al efecto
antiproliferativo de la IL-6 (Sun et al., 1996). Los elevados niveles de IL'G en el
suero correlacionan con pregresidn tumoral, resistencia a la terapio
quimioendocrina y con un rango de sobrevivencia bajo por la metastasis extensiva
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en pacientes que sufren de carcmoma renal metastasnco céncer de marna y
cancer de pulmén (Yanawa et al.. 1995)."

- Se ha observado que la IL-10 favorece Ia prohferacnon de tas células
tumorales de una manera autécrnna (Feng et al.. 1997)

La iL-18 y el PDGF entre otras cutocmas pueden actvar al factor de
transcripciéon NF xB Io que

errmle la expresuén de a‘lgun moléculas de
adhesion que pueden tener un: efecto pro metastéstco (Matsumoto et al., 1997;
Olashaw et la., 1992) =

La IL-2 funcio

|ona como agen(e : ‘nmunoestimulénte 'al ihtéréctuar con
receptores especif‘cos de las’ células NK, linfocitos B y T (Caligun et al., 1990)

El. FGFb txene propsedades angiogénicas . b4 m:tégemcas. paralelamente
activa enznmas que degradan . matriz extracelular -brindando " una capacndad
invasiva a las células tumorales (Shietal,, 1993).

" CITOCINAS PRODUCIDAS POR TUMORES

TGF-q.~ : Melanomas, hepatomas Shih et al 1993; Lee et al., 1995
TGF-p: Melanomas Rodeck et al., 1994
1L-1 Melanomas, mama Ardestani et al., 1999; Nosaki et al., 2000
-2 Melanomas Caliguri et al., 1990
IL-6 Melanomas, mielomas Sun et al., 1992 ; Leavy et al,, 1991
Carcinoma renal, mama, Yanagawa et al., 1995;
Pulmon Darynck et al., 1987
1L-10 Melanomas Feng et al., 1997
IL-18 Melanomas Vidal-Vanaclocha et al., 2000
POGFAYB Metanomas Albino et al., 1991
FGFb Melanomas Dotto otal, 1988; Shih et al., 1993

Tabla 4. Citocinas que participan en el proceso metastasico
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTES!IS

PLANTEAMIENTO DEL PROBLVEMA

Los tipos celulares que participan en ia defensa contra agentes exte’rnos se
encuentran circulando en la sangre; sin embargo, durante una.

reacctén
inflamatoria éstas células tienen que moverse rapidamente de la sangre al tejldcr
lesionado. Este movimiento es conocido como extravasacion, el cual’ requlere la‘
formacion y el rompimiento de contactos célula-célula entre Ios leucocltos y las
células endoteliales de los vasos. Estos contactos estan rnedlados por moléculas
de adhesion presentes en ambos tipos celulares. g

La activacion endotelial involucra un cambio en la ﬁsiologiavde las células
endoteliales que se refleja en cambios en la expresion génica dependlente det.
factor de transcripcion NF-xB y asociado a un aumento en la capacidad adhesiva’
que correlaciona con la expresion de selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1

Se ha propuesto que para que las células tumorales puedan productr
metastasis es necesaria la activacién endotelial. Esto sugiere que es necesaria la
presencia de un estimulo que lleve a la activacion del factor de transcripcion NfF-
xB en las células endoteliales para inducir la expresion de moléculas de adhesion
que permitan la adhesién y extravasacion de las células tumorales.

HIPOTESIS

La activacién de NF-xB es esencial para el cambio en el fenotipo_endotelial
inducido por: citocinas’ proinflamatorias, proponémos que ésta activacion. es

importante para:la’ interacclén con células tumorales que muestren un fenotipo
metastasico.-’
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar si los productés syecre;tédosfpkor _la"s‘células‘ tumorales son capaces
de activar a las células endoteliales de forma dependiente de NF-xB.

Evaluar si los productos secretados por las células tumorales inducen la
actwacnén de:las’ células endotellales. reflejada en un aumento en la
capacndad de’ adhenr células uU937. : :

Evaluar si la activacion endotelial inducida por los productos secretados‘~
por las células tumorales correlaciona con la actxvacién del factor de‘,,
transcripcidon NF-kB.

Determinar la importancia de NF-kB en la adhesidon inducida p

los
productos secretados por las células tumorales.

Comparar los elementos de la via de activacion de NF-u\B por.
ios productos secretados por las células tumorales. 5
Determinar la participacion de las moléculas de adhesiérjy—endbtehal,v
selectina-E e ICAM-1 en ia adhesién inducida por. los brbduétos .
secretados por las células tumorales. i Sk

Analizar de los productos secretados por las célula tumorales.

6a) presencia de citocinas proinflamatorias :

6b) presencia de activadores de NF-xB penene‘cire:mes

a la familia de TNF-c. : :
Analizar el efecto de la aspirina sobre la activacion de NF-xkB y sobre la
adhesién inducida por los productos secretados por células tumorales.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS .

Obtencién de celulas

Las células endoteliales fueron obtenldas a pamr ‘de cordones umbilicales
humanos provementes de part 5S eutéc:cos vy ceséreas de: acuerdo al
procedlmnen(o descnto por: Jaffe en 1973 (Jaffe 1973) Brevemente, la vena fue
sometida a dlsgregactén enzimatica con una solucién de tripsina 0.1% (Sigma, St
Louis MO, USA) preparada en una solucién de verseno (NaCl 136 mM, KCI
5.36x107, EDTA 5.26x10™%, Tris 28 mM: pH 7.7), durante 15 min a una
temperatura de 37°C. La solucién disgregante fue colectada en tubos estériles y
centrifugada a 1000 rpm durante 10 min. E! botédn celular obtenido de 3-12
cordones fue sembrado de acuerdo a las condiciones de cultivo celular. La pureza
de los cultivos fue evaluada por medio de la expresion del factor asociado al factor
VIl de coagulacion (factor Von Willebrand), siendo mayor al 99%.

Las células promielociticas humanas de la linea U937, los fibroblastos
murinos L929 y las células Hela fueron adquiridas de la compafiia American Type
Culture Collection (ATCC).

La linea celular EUHE se aisld de una lesidn metastasica en el cuello de
una paciente con mal de Hodgkin en el Laboratorio de. Biologia Molecular del
Servicio de Hematologia del Hospltal General de MéXlCO. S.S.A, por el grupo del
Dr. Enrique Miranda. La linea EUHE expresa antlgeno CD15 marcador de
linfomas de Hodgkin, y adlctonalment antigeﬁo CD19 CDZO y CD23
(Mnranda et al.,, 1998). La lInea celu 3 Ies:ones

tumor metastés:co (INBL) y de 'n‘ no metastésnco (Calo) (Caceres-Cortes, et al..

2001).
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MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo celular

'te:ii‘aleé fu>eron mantenidas
en medio de cultivo M199 suplementado con glutamlna 200 'mM (ambos de
GIBCO BRL, Rockville, MD), 0.1’ mg/ml de factor de crecimiento endotelial
(Biomedicatl Technologies Inc. Stoughton. MA). 0 1 mg/ml de heparina (Sigma, St.
Louis, MO), mezcla de antibidticos’ (pemcnllna 100 U/ml ‘streptomicina 100 ng/mi) y
antimicotico (anfotericina 0.25 pg/ml) (GIBCO Rockville MD, USA) y 10% de suero
fetal bovino (SFB) (GIBCO , Rockville. MD, USA). En algunos casos, las cajas se
cubrieron con gelatina al 0.2% para posteﬁbrménte sembrar las células. Una vez
sembradas, las células fueron mantenidas a 37°C con una humedad relativa del
100% y 5% CO2. Para los ensayos experimentales las células fueron utilizadas
entre los pasajes 1 y 2, sembrandose a una densidad de 2x10° células por cm?.
Los cultivos fueron tratados con TNF-a (R&D' Minneapolis MN, USA) a diferentes

tiempos y concentraciones y las células se emplearon para las extraccnones de
proteina y RNA total.

Células endoteliales humanas. Las células en

Células U937. Las células de"la ; linea : promielocltica ue37 fueron
mantenidas en medio RPMI-1640 (GIBCO Rockvxlle ™MD, USA) suplementado con’ . 
10% de suero fetal bovino (SFB)(GIBCO Rockwlle MD USA) y antlmlcétlco al 1%

100% y 5% CO,. Para prevenir su actwacnén po‘ endotoxmas 6lo s
material plastico para el cultivo de estas células.

(GIBCO, USA)y 5% suero de. ternera (

Células L929. La linea de f‘brobl stos "‘munnos L929 fue mantenida en

medio MEM suplementado con 5% SFB (GIBCO USA) y §% suero de ternera (In
vitro, Méxnco) ’
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MATERIALES Y METODOS

Medio condicionado de las células tumorales. o

Las células de los dlferentes llnfomas se sembraron en frascos de cultlvo de
150 cm? Cuando Ias células alcanzaron 100% de’ confluencua. la monocapa se
lavé 10 veces con 10 ml de PBS suplementado con CaCIz (3 mM) y MgClz (5 mM)

para remover los . componentes del uero. Postenormente, los™ frascos fueron

‘incubados con 25 ml de medio sun suero. Después de 48 h de mcubacién ‘et medlo
fue colectado. cemnfugado y. liofilizado. EI polvo resultante fue resuspendldo en
1/10 del volumen originat y dializado dos veces consecutivas con una membrana
de ultrafiltracién de P,M-1A0 contra una solucién de PBS, pH7. El contenido en
protelnas - fue determinado con e} reactivo ccmercial‘ de . Bradford ' (BioRad,
Hercules, CA). Muestras de diferentes preparaciones de medio condicionado se
analizaron en geles de poliacrilamida tefidos con nitrato de plata. Todas las
preparaciones utilizadas dieron el mismo patréon de bandeo.

Medio condicionado de macréfagos activados.

Una densidad de 5§ x 10° célutas U93v7vse‘semeraron en cajas de Petri de
100 mm de diametro y se estimularoh cbr{ PMA (0.1 *p.M) (Sigma) en RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovnno r:12.h Después de la incubacion
las células se lavaron 3 veces con PBS, Y se' es agregé medio RPMI
suplementado con 10% SFB. De esta manera se mantuvo el cultivo por 48 h,
siendo éste el tiempo necesario para pe mi i
macrofagos. Posteriormente, ‘las célu
(0.1 pg/ml) (Sigma, Rockville MD US
PBS para reducir el LPS re5|dual Despué
incubadas por 3 h, una vez transcurnd'

a dlferenc:acnén de las células' a
das con LPS' ‘de E. coli
adas 3 veces con 10 ml de

e Ies agregé medlo fresco y fueron
este empo el med:o fue colectado.
centrifugado y filtrado, utilizando membranas de 0.22 pm

Anticuerpos.

Para la citometria se utlllzé un antu:uerpo biotinilado contra selectina-E
(Pharmigen, San Diego, CA) a una d|lu0|6n de 1:1600. Para su deteccion se utilizé
streptavidina acoplada a f‘coerltrma (Pharmlgen. San Diego, CA) a una dilucién de
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1:3000. Péra ICAM‘-‘I se utilizd un anticerpo acoplado ‘aAﬂuorescelna (Sigma, St.
Louis, Md) a una dilucién de 1:50. Todas Ias diluciohés se realizaron en PBS-BSA
5%, -

El anicuerpo neutralizante para selechna E (BD San Jose, CA) se u(nhzé a
una concentracnén de 2 ng/mi. : ‘ )

Los anticuerpos contra IxBa, Akt y el secundano. una inmunoglobuhna
acoplada a peroxidasa (Pierce, Rockford, IL). para el western fueron utnllzados a’ -
una dilucidn de 1:1000. Las incubaciones se reahzaron en TBS/Tween : :

Los anticuerpos para el analisis de ELISA de TNF—a. (Pharmngen San Dlego
CA, USA) v de de IL-1p (R&D Minneapolis MN, USA) se uh‘ zar’n a‘una dllucubn
de 2 ng/mi para el de captura y a 1ug/pl para la deteccuén.

Ensayo de adhesion. .

El ensayo de adhesion se hizo siguiendo los principios técnicos publicados
con algunas modificaciones (McEvoy, 1996). Las HUVECSs: se sembraron en
placas de 48 pozos (con una superficie de 1 cm?/pozo) y se.dejaron crecer hasta
alcanzar 100% de confluencia y formar una monocapa continua. Posteriormente,
se estimularon con TNF-a, IL-1p (R & D Systems,’ Minneapolis MN) o con los
medios condicionados por 3 h. Paralelamente, células U937 fueron marcadas con
timidina tritiada (NEN, Boston MA) (2 x 10° células/ml con 1. nCi/mil) por 48 h, una
vez transcurrido el tiempo se lavaron con PBS suplémentad”o con CacClz (0.9 mM)
Y MgCilz (0.4 mM) para retirar la timidina tritiada no incorporada. Se agregé 250 ul
de una suspensidn de células U937 (equivalenies ’a'2 x 10% células) se agregd a
cada uno de los pozos que contenia las HUVECs pretratédas con: i) {as citocinas,
ii) los medios condicionados o iii) medio como ‘control. Ambos tipos celulares se
co-incubaron por 3 h a 37°C. Después de esta’ |ncubacu5n, ftas células no
adheridas se removieron con 2 lavados con PBS_ suplementado con CacClz (0.9
mM) y MgCl: (0.4 mM). Las células que se mankuweron adheridas se lisaron con
500 ul de NaOH 0.2 M y se incubaron’ toda la noche a 37°C con 100% de
humedad. Los lisados se mezclaron con: 3 ml de liquido de centelleo y la
radiactividad incorporada se cuantificé en un contador de emisiones B (modelo
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LS6000SC, Beckman. Palo Alto.vCA ) Los resultados se expresaron como el
porcentaje de células adhendas en relac:én al total de células agregadas al pozo.
Los anticuerpos neutralxzantes y los mhlbldores fueron agregados 1 h antes que el
tratamiento con citocinas o medio condicionado}.‘

Citometria de fli.ljo.

Las células endoteliales fueron crecidas a 80% de confluencia y tratadas
por 4 h o los tiempos indicados con los medios condicionados, TNF-a o medio
como control. La monocapa fue lavada con PBS suplementado con CaClz'(O.Q
mM) y MgClz (0.4 mM) para remover los componentes del suero. Las células
fueron incubadas con anti-selectina-E o anti-ICAM-1 por 30 min a 4°C.
Posteriormente, el anticuerpo fue removido y para el caso de selectina-E las
células fueron lavadas e incubadas con streptavidina por otros 30 min a 4°C. Una
vez terminado el tiempo de incubacion, las células se despegaron utilizando EDTA
4 mM y sé resuspendieron en 500 ni de PBS. El andalisis se realizé utilizando el
citofluorometro modelo FACScalibur (Beckton Dickinson, San Jose, CA). Los datos
son presentados como histogramas de la intensidad de fluorescencia a 560 nm, el

valor promedio de la intensidad de fluorescencia relativa (Fl) es presentado en
cada histograma.

RT-PCR.

&l RNA total de las HUVECs o de las ceélulas tumorales fue aislado
utilizando el reactivo Tripure® (Roche, Germany). A partir 1 pg del RNA total se
sintetizé el cDNA utilizando la transcriptasa reversa MuLV y un cebador poli-dT
(Perkin Elmer, Branchlarg, NJ). Con la ayuda del programa Oligo (Molecular
Biology Insights, Cascade CO, USA) se diseilaron y sintetizaron oligonucleétidos
sentido y antisentido para el cDNA de cada una de las moléculas que se analizé;
excepto por los oligonucledtidos contra selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1 ‘cuya
secuencia se obtuvo del trabajo de Meagher y colaboradores (1994). Los pares de
oligonucledtidos se disefiaron para tener valor de Tm que no difirieran en mas de
un grado centigrado. Todas las reacciones se realizaron utilizando 40 ciclos y el
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protocolo para las mezclas de reaccion y los reactivos del estuche comercial Basic
RNA-PCR (Perkin Elmer)(Tabla 5). Durante la fase de alineacion
' especifica del par de oligonucleétidos.

se utilizd la Tm

de
distitntas moléculas ostudiadas.

Marcaje del oligonucledtidos para analisis tipo “Southern”
El marcaje de los oligonucleétidos se realizd utilizando T4 cinasa (Roche),

SENTIDO ANTISENTIDO Tm Tamano INTERNO
°c) Del
—.1 producto
E-SEL 5-CTC-TGA-CAG-AAG- 5-ACT-TGA-GTC-CAC- [ 254 -GAT-GGT-CTC-TAC-
AAG-CCA-AG TGA-AGC-CA ACA-TTC-AC (Meagher et
al., 1994)
B-ACTIN 5-GTG-GGG-CGC-CCC- [ 5~-AAA-TCG-TGC-GTG- 55 548 *-GGG-CAT-GGG-TCA-
AGG-CAC-CA ACA-TTA-AGG-AG GAA-GGA-TTC-AT

TRAIL *-TGG-CAT-TGC-TTG- | 5-CCC-CCT-TGA-TAG- 52.9 561 "-CCC-CTA-GTG-AGA-
TIT-CTT-AAA- ATG-GAA-TAG GAA-AGA-GG’

FAS-L 5-TGG-GCT-GTA-CTT- | 5-CAG-GCA-CTA-AGA- 52.5 581 5-GAG-GAA-CTC-TAA-
TGT-ATA-TTC TGA-GTG-TA GTA:TCC-CCA

NGF 5-AGG-CGG-AAC-CAC- | 5-CGG-CAC-TTG-GTC- 58.8 489 5-ACC-CGC-AAC-ATT-
ACT-CAG-AGA TCA-AAA-AAG ACT-GTG-GAC

cobaoL 5-CTG-CCC-ATC-AGC- | 5-TCC-CGA-TTG-GAA- 53.5 497 5-GCC-GCA-ATT-TGA-
ATG-AAA-ATT CAG-AAG-GTG GGA-TTC-TGA

1L-18 5°- GCC-TCT-ATT~TGA- 5-CCT-TCG-TAT-GAT- 58 285 5-ATG-GCT-GTA-ACT-
AGA-TAT-GA! GAA-GAT-TCA ATC-TCT-GTG

1ICAM-1 -GCT-TCG-TGT-C\.T- 5-GAA-ACC-GAA-CAC- 55 419 5-ATC-GGG-GAA-TCA-
GTA-TGG ACA-AGC GTG-ACT

VCAM-1 5 -ATG-ACA-TGC-TTG- 5-GTG-TCT-CCT-TCT- 58 259 5-TTG-GAG-TAA-CTT-
AGC-CAG-G TTG-ACA-CT GGA-TAA-TT(Meagher et

al., 1994)

[ESM-T 5-CGG-CTG-TGA-TTT- |5-AGG-GGT-TTIT-CTG- 50.9 522 5-CCG-CAG-TGA-GTC-
CTG-AGA-G GTT-GTT-T AAA-TTA-G
5-CGG-GGG-AAT-GGA- | 5'-GGG-CGT-CAG-GGA- 63.3 629 5'-CGG-GCG-TGA-CTG-

Fractalcina | CGA-GTC-TGT CAG-GAG-TGA GTT-CCT-CAG
Tabla S. para la yet du tas

la reaccion de marcaje contenia: 100 ng de DNA en 1 pul, 1 pl del amortiguador
correspondiente de la enzima concentrado 10x, 0.5-1 ul de y-P32-ATP, 1ul de la
enzima y 6 pl de agua. La reaccidn se incubé 30 min a 37°C y posteriormente se
inactivo la enzima a 65°C por 15 min. El oligonucleétido marcado fue filtrado en
una membrana de nitrocelulosa de 0.22 um en: solucidn de  hibridacién para
eliminal al *2P no incorporado (Challberg et al., 1980). )
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Ensayo de hibridacion tipo “Southern”

10 pl dé la reaccién de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1%. El
gel fue transferido - por capilaridad a una membrana de nylon (Osmonics,
Waestboroug MA, USA). La pre-hibridacion se realizd con una solucién constituida
por: 1x de solucion de Denharst (100x: 10 g Ficoll 400, 10 g polivinilpirrolidona, 10
g albumma) 6x de SSC (SSC 20x: NaCl 3M; Citrato de Na 0.3 M, pH 7), 0.05% de
pirofosfato de sodio, 0.5% de SDS, 100 pg/ml de DNA de esperma de salméon por
5 h'a 37°C. La hibridacidn se llevé a cabo toda la noche a 37°C en una solucién
que contenia: 6x de SSC, 1x de Denharst, 20 mg/m! de tRNA (Roche, Indianapolis
IN, USA), 0.05% de pirofosfato de sodio mas el oligonucledtido interno marcado
radiactivamente (Tabla 5) (Suggs et al., 1981). Posteriormente, se realizaron 4
lavados de 15 min cada uno, con 6x SSC, 0.05% de pirofosfato de sodio. La
membrana se expuso en una pantalla intensificadora de fluor y se visualizé con la
ayuda de un analizador de imagenes Phosphoimager, la intensidad de la senal fue

evaluada por el programa Image Quant (Molecular Dynamics, San Francisco CA,
USA).

Extractos nucleares

Las HUVECs fueron lavadas con PBS frio y despegadas en 1 ml de PBS
utilizando una espatula de plastico, posteriormente, se centrifugaron en
refrigeracion por 5 min a 3000 rpm. La pastilla celular fue congetada utilizando un
bafio de hielo seco y etanol por 1 min, se resuspendié en 100 ul de una solﬁcién
hipoténica amortiguadora “A” (10mM HEPES (pH 8.0), 1.5 mM MgClz, 10mM KCit,
1mM DTT]. El lisado se centrifugd a 3500 rpm por 10 min. La. pastilla, formada
mayoritariamente por los nicleos celulares, fue resuspendida en. 30 pl de una
solucion amortiguadora de alta fuerza idnica “C" (10 mM HEPES' (pH 7.9). 0.4 M
NaCl, 1.5 mM MgCl,, 25% glicerol, 0.2 mM EDTA, 1 an DTT 0. 5 MM PMSF) vy
fue incubado a 4°C por 30 min con agitacién constante para extraer las proteinas
unidas ‘al-DNA. La muestra fue centrifugada en refrigeracién (4°C) por 20 min a
1400 rpm. Se recuperd el sobrenadante y se mezcld en una proporcién de 1:1
(v/v) con el amortiguador D [20 mM HEPES (pH 7.9), 50 mM KCI, 25% glicerol, 0.2

TESIS CON - =2
FALLA DE ORIGEN




MATERIALES Y METODOS

mM EDTA, 1 - mM DTT, 0.5 mM PMSF). La concentracion de proteina en los

extractos nucleares fue determinada con el reactivo de Bradford (Biorad, Hercules
CA) (Dignam et al., 1983).

Ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA)

Un oligonucledtido de 21 pares bases de doble cadena, conteniendo 10
bases con una secuencia consenso para el sitio de unién de NF-kB: 5°-AGT-TGA-
GGG-GAC-TTT-CCC-AGG (subrayada aparece la secuencia consensa) (Santa
Cruz, Santa Cruz CA, USA) fue marcado con [y-*?P]ATP (NEN, Boston MA., USA) ¢
usando cinasa T4 (Boehringer Mannheim, Germany). Las reacciones .de union
entre el oligonucledtido y las proteinas nucleares se realizaron en un volumen total
de 20 ul que contenian: 10 ng de la proteina nuclear, solucidn amortiguadora de
union [20 mM HEPES (pH 7.9), 50 mM KCI, 256% glicerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM
DTT. 0.5 mM PMSF, 1 ug/ul polydl-dC, 10 mg/mi BSA, 1 M DTT] vy el
oligonucléotido marcado (0.5 ng). La reaccidn se incub® 20 min a temperatura
ambiente, posteriormente los complejos de DNA-proteina y el oligonuciéotido libre
se separaron en un gel de poliacrilamida al 4% bajo condiciones no
desnaturalizantes. Los geles fueron secados y se visualizaron con autoradiografia
con la ayuda de un analizador de imagenes Phosphoimager, la intensidad de la

sefal fue evaluada por el programa Image Quant (Molecular Dynamics, San
Francisco CA, USA) (Fried, 1989).

Inmunoblots ) R )

Las células se lavaron dos veces con PBS frio y se lisaron ‘con(500 'pl de -
una solucién de 50 mM Tris pH 8.0, 120 mM NaCl, 0.5% NP-40, 100 mM NaF, 5
ug/mil aprotinina, 1 mM PMSF, 10 pg/ml leupep!ma. La proteina se cuantificé
usando e! reactivo de Bradford: (Blorad Hercules CA, USA).: En un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 10% se cargaron 30 ng de proteina para su
migracion electroforética, el gel:se" electro!ransf‘né a una membrana de
nitrocelulosa (Osmonics, Westboroug. MA) La membrana se bloqued con leche
descremada (Carnation) al 5% en una solucién amortiguadora de TBS/Tween por
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1 h (TBS: NaCl 8 g, KC1 0.2 g, Tris 3.0 g; pH 8 suplementado con Tween ',al 0.1%).
E!l anticuerpo primario se incubd en TBS/Tween con albumina al 1% p r 2 'h ~Las
membranas se lavaron 'y se trataron con el anticuerpo secundarlo

|Iuldo en
TBS/Tween con 1% de:albumina por 2 h. Las bandas de Ias protemas se
visualizaron con un estuche comermal de quimioluminiscencia (Plerce) y pellculas )
de autoradiografia (Kodak. Rochester NY, USA)YLaemmli; 1970; Burnette, 1981).° : o

Bioensayode citotoxicidad para TNF-a

El ensayo se realizé como previamente se describié por Kramer (1986)
Brevemente, en una placa de 96 pozos se sembraron 9 x 103 celulas en 100 pl por
pozo. Al dia siguiente se le agregd medic completo suplementado con 1 ng/m! de
actinomicina D y 100 ng/mil de proteina del medio condicionado en diluciones
seriadas. Después de 12 h, las células remanentes se tifieron con una solucién de
cristal violeta al 0.1% por 15 min. Después de varios lavados con agua corriente,
la tincion fue disuelta en acido acético al 10% (200ul) y se determiné |la densidad
optica (DO) a 595 nm utilizando un lector de ELISA (Biotek, Winooski VT, USA).
Como curva patrén en cada uno de los experimentos se realizé una curva
standard de TNF-« recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis MN, USA).
Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje de viabilidad con respecto
al control.

ELISA e )

50 ul del anticuerpo de captura (2 pg/m! en 0.1 M de NazHPO4 pH 9 O) se
agregaron a los pozos y se incubd toda la noche. Al dia snguxente.
lavados con PBS-Tween (0.05% viv), posterlormeme los: pozos fueron tratados
con 300 ul de solucidon de bloqueo (PBS con 10% de suerd fetal bovmo) por 2ha
temperatura ambiente y de nuevo fueron Iavado

veces con PBS -Tween. Se
agregaron 100 pl por pozo de las’ muestras o. de Ias solucuones patrén con TNF-c
recombinante humano (Pharmngen. -~ San Dlego CA ‘USA) e IL-1B (R&D,
Minneapolis MN, USA) y se incubaron por 2h a temperatura ambiente. Los pozos

se lavaron 3 veces con PBS-Tween y se trataron secuencialmente con 100 ul del
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anticuerpo biotinilado (1pg/pl en TBS-Tween)y 100 nl de una solucidn de
streptavidina acoplada a fosfatasa alcalina (1:1000 en PBS-Tween) en cada caso
seguidos de 3 lavados con PBS-Tween. Finalmente, se agregaron 100 ul de p-
nitrofenil-fosfato (1 mg/m! en 10 mM de dietanolamida pH 9.5 con 0.5 mM de
MgCilz) por cada pozo. La placa fue incubada por 30 min, y se midié la densidad
optica a 405 nm usando un lector de ELISA (Biotek, Winooski VT, USA).
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RESULTADOS

Evaluacién de los medios condicionados.

Los medios condicionados de las célultas EUHE y Eusebia utilizados en los
experimentos se obtuvieron de diferentes lotes; para establecer que el contenido
proteico los medios era similar, se migraron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida y se tifieron con nitrato de plata. Todos los lotes utilizados tuvieron
el mismo patréon de bandeo. En la figura 7A, se muestra un gel con 2 lotes de cada
uno de los medios que se utilizaron donde se observa que el patrén de las bandas
es similar.

La polimixina-B es un potente antibidtico aislado de Bacillus polymyxa cuyo
efecto radica en su capacidad de unirse a la porcidon lipido-A del lipopolisacarido
(LPS). Esta interaccion esta mediada por fuerzas idnicas entre los grupos amino
de la polimixina B y los grupos fosfato y carboxilo de la region lipido-A-Kdo. Bajo
ese principio, la polimixina se ha usado para remover endotoxina (LPS) de
soluciones (Issekutz, 1983). El LPS puede activar a las células endoteliales e
iniciar una respuesta semejante a la que se obtiene durante la reaccidon
infltamatoria (Cines et al,, 1998). En la Figura 7B se muestra que el LPS es capaz
de incrementar el porcentaje de adhesién alcanzando un punto maximo de 55%
con 10 ng/ml de LPS. Sin embargo, el pretratamiento con polimixina B abate el
incremento de esta adhesidon. La produccion de los medios condicionados por las
células tumorales requiere varios pasos en los que se vuelven susceplibles de
contaminacion con LPS. Basandonos en los resultados de la figura 7B, los medios
condicionados fueron pretratados con polimixina B (15 pg/ml) para descartar
cualquier respuesta dependiente de LPS y solo observar la respuesta dependiente
de los componentes de los medios condicionados. La adicién de 15 pg/ml de
polimixina B no tuvo ningun efecto sobre la adhesidn inducida por el medio
condicionado por las células tumorales.

ey,
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Efecto del pretratamiento de células endoteliales con productos solubles
secretados por los linfomas EUHE y Eusebia sobre la adhesién de células U937

Comparamos 1a adhesién de las células U937 a HUVECs pretratadas con
TNF-a, con productos secretados por macréfagos activados con lipopolisacarido
(LPS) o con los productos solubles derivados de los linfomas EUHE o Eusebia.
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Figura 7. A) Tincién con nitrato de plata del gel de poliacrilamida-SDS con dos lotes dlslmlos
de los productos secretados por las células EUHE (Lote 1 y 2) y Eusebia (Loto 3 y 4).

de peso B) de célutas US37 a células endoteliales grelraladas
con LPS o con LPS prelratado con polimixina 8. El ensayo se realizé como se reporta en
materiales y métodos. *=p>0.05, *"=>0.00005.

El TNF-a aumentd la adhesién de las células U937 de una manera dosis
dependiente (Fig. 8). incluso, 10 pg/m! fueron suficientes para inducir el doble de
adhesién con respecto al control (p<0.05). La adhesidn inducida por el TNF-a
alcanza un valor maximo de 34% utilizando 1 ng/ml, lo cual no aumentd aun
cuando la concentracién de TNF-a se incrementd 100 veces. Esto sugiere que los
mecanismos de activacién endotelial en lo que respecta a su capacidad de
adhesién inducida por TNF-a, han alcanzado su nivel de respuesta maximo. Como
un control positivo de medios condicionados, se realizaron ensayos utilizando los
productos secretados por células U937 diferenciadas en macréfagos activados
con LPS, que se sabe secretan citocinas proinflamatorias capaces de activar al
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endotelio. El pretratamiento con este medio condlcmnado aumenté la adhestén de
una manera dosis dependiente, alcanzando un mémmo de 40% semejante a Io
obtenido con TNF-a (Fig. 8B). : B3

Los productos solubles derivados de los dos Imfomas (amblén fueron

capaces de aumentar la adhesion de una manera dosts-dependlente (Fig. 8C), sin
embargo. uno de ellos (EUHE) alcanzd un maximo de 55% »stendo' esto 19%
superior a la adhesion maxima inducida con TNF-a. © cbn eI medlo condl(:lonado'
de los macroéfagos.
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Figura 8. El pretratamiento de HUVECs con productos sccretados por las células del
linfoma EUHE o Eusebia induce de manera dosis dependiente un aumento en la adhesién de
células. A) Curva dosis-respuesta de TNF recombinante humano, B) Curva dosis-respuesta de
Ia adhesioén ir i por medio condicio por macrﬁ!agcs U937 estimulados con LPS (MC
Macro). C) Curva dosis respuesta ida con los de las células EUHE
(izquierda) o Eusebia (derecha). En todos los casos se incluye un control no estimulado (Ctri).
La adhesion fue evaluada como se describe en materioles y métodos Las barras indican Ia
desviacion standard del promedio. las diferencias con respecto al control fueron significativas
con * = p<0.05 6 ** =p<0.01.

La activacion endotelial correlaciéna con la activacion del factor de
transcripcion NF-x8

Utilizando ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA), se
evalud la activacion de éste factor. Después de 20 min de tratamiento con TNF-a
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(10 ng/ml) se indujo una translocaciéon de NF-xB 6 veces mayor a la del control
De manera similar, el medio condicionado por las ‘células’ Eusebia (60 pg/ml)
indujo un aumento de 6 veces, sin embargo, los productos seqretados ‘porlas
células EUHE (60 ng/ml) inducen una activacion atn mayor, alcanzando 8 veces
con respecto al control (Fig. 9).

TNF 10 ng/mi - - . - -
EUHE 60 pgim! . - - - -
Euseb60 ng/mt . - . R .

Relacién con respecto
al control

Figura 9 Activacion del tactor de transcripcion NF-aB en células endoteliales. Las células
er fueron con 60 pg de los productos secretados por células tumorales,
con 10 ng/ml de TNF-a o con medio como control. Después de 20 min se hizo una
extraccion de proteinas nuciearas. Se muestran 1a relacion con respecto al control.

Participacion de NF-aB en el aumento de la adhesién celular inducida por
los productos secretados por células tumorales.

Con el objetivo de evaluar la participacion del factor de transcripcion NF-xB
en el aumento de la adhesidon inducida por los productos secretados por las
células tumorales, se utilizd al inhibidor BAY11-7085, el cual, interfiere con ia
activacion de NF-xB al bloquear especificamente la fosforilacién de IkBa.

Los resultados muestraron que con 15 ng/m! del medio condicionado de las
células EUHE se obtiene una translocacion 3.6 veces por arriba del control
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(células con medio de cultivo), sin embargo en preésencia deél inhibidor BAY11-
7085 (1 uM) la translocacion disminuye a solo 1;6'vec"es sobreﬂel ‘c‘onﬂtrol (Fig. 10).
Se observd un efecto similar en los cultivos de células endoteliales tratados con
los productos secretados por las células Eusebia (15 ug/mi) donde hay un
aumento en la translocacion de NF-«xB de 1.6 que se reduce a 0.8 veces (Fig. 10).

EUHE (15

- +
Eusebia

Relacion con respecto
al control

Figura 10. Efecto de Bay11-7085 sobre la translocacion de NF-xB. HUVECSs fueron tratadas
por 1 h con el BAY11-7085 (1 uM) posteriormente se estimularon con los productos
secretados por 1as células tumorales El EMSA se realizé de c6mMo se reporta en materiales y
metodos. En la parte inferior se muestra la relacién con respecto al control.

Es imporntante notar que la concentracion recomendada por el fabricante
para inhibir- el 50% de la respuesta mediada por el TNF-a es de 10 uM. Sin
embargo, para las células endoteliales esa concentracion resulto ser toxica, por lo
que se analizd el efecto a 5 uM siendo ésta la dosis mas alta a la que las células -
respondieron sin que llegara a ser toxica. Por tanto y con el fin de asegurar Ia
deteccion de un psobile efecto de este inhibidor de la activacion de NF-KB sobre eI
ensayo de EMSA también se redujo la dosis de los productos secretados por las
células tumorales. Por lo que el efecto del BAY 11-7085 se evalud contra 7.5y 15
nug/ml de la proteina secretada por las células tumorales, que de’ acuerdo ala-
figura 8 aun produce un claro aumento en la adhesion.

En presencia de 5 uM del inhibidor |a adhesidn en células tratada‘s con
TNF-a se observd una reduccién del B8%, mientras que en células tratadas con el
medio condicionado de las células EUHE y Eusebia disminuy® en un 54% y un

r
60




RESULTADOS

44% respectivamehte. Como control, en endotelio estimulado con los productos
secretados por los macréfagos activados se obtuvo una reduccion del 92% (Fig.
11).
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Figura 11. Efecto del inhibidor BAY11-7085 sobre la adheslon inducida por los productos

secretados por células tumorales. Las ceélulas er fueron por 1 h con el
inhibidor (5 uM) y posteriormente se adiciond el medio condicionado de las células EUHE (7.5
nug/mi), o do Eusebia (7.5 pg/ml), TNF-a 0 los p por

por 3 h mas. Por ultimo se adicionaron las colulas U937 y se coincoubaron con las células
endotetiales por 3 h mas,

Paralelamente, se realizaron ensayos de retardo en ia movilidad
electroforética utilizando 5 uM del inhibidor. En la figura 12 se puede observar que
la presencia del inhibidor disminuye a la mitad la translocacion de NF-kB inducida
por TNF-a y una cuarta parte en la inducida por los productos secretados por la
linea tumoral EUHE.
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TNF (10 ng/ml) - + + - - —
BAY (5uM) - - + - - +
EUHE (15 pg/ml) ~— - - - + +

Relacion con respecto 1 3.3 2.8 1 2.1 1.5

atl control
Figura 12. Efecto del BAY 11-7085 sobre la translocacion de NF-«B inducida por los
productos secretados por las células EUHE. EMSA de células endoteliales 20 min después
de estimuladas con TNF-u (10 ng/ml) o con los productos secretados por las células de la

linea EUHE (15 ng/mi). Los extractos y el ensayo se realizaron como se reporta en
materiales y métodos. Veces de aumento can respeclo al control no tratados.

Los resultados presentados anteriormente muestran que 5 uM no es
suficiente para interferir con [a translocacién inducida por el TNF-a. Para evaluar si
era posible abatir este efecto se utilizdé la linea HMEC 1 (llnea de células
endoteliales de microvasculatura), que ha demostrado ser mas reslstentes a los *
efectos toxicos del inhibidor BAY 11-7085 que las células endotellales primarias.

Las células HMEC-1 fueron tratadas con 10 pM’ dé"BA,Y 11-7085 ‘y con

TNF-« siguiendo el mismo protocolo que en los experirﬁentos_ aﬁteribres.'Se

puede observar que la presencia del inhibidor disminuye los niveles basales d'e'
NF-xB presente en el nucleo. El TNF-a auments la translocacion 2.4 veces con

respecto al control y, cuando las células fueron pretratadas con el fnhibidor y

estimuladas con el TNF-a, la translocacion se redujo hasta los niveles del control,

lo que nos sugiere un completo bloqueo de la translocacion de NF-xB inducidé por

TNF-«, confirmando que la inhibicidn parcial observada en los cultivos ‘de
endotelios primarios es debida a un problema de concentracion y no a un defecto

del inhibidor para bloquear la activacion del factor de transcripcion (Fig. 13).
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TNF 10 ng/m! - - + +
BAY 10uM - + - +

Relacion con respecto 1 0.4 2.4 0.6
al control
Figura 13. Efecto del BAY 11-7085 sobre la translocacion de NF-wB en células HMEC-1.
EMSA de células HMEC-1 pretratadas con BAY 11-7085 (10 M) y estimulacdas con TNF-a
por 20 min. Las extractos nucleares y los geles de retardo se realizaron como se describe en

materiates y métodos. En la parte inferior de la imagen se muestra las veces de aumento con
respecto al control.

Especificidad de la estimulacion de los productos secretados por las células
tumorales y el inhibidor BAY 11-7085 sobre NF-x8

Para evaluar la especificidad de los complejos DNA/proteina formados por
efecto de los productos secretados por las células tumorales se realizaron
ensayos de retardo utilizando anticuerpos contra las subunidades p65, p50 y como
competidor el mismo oligonucledtido frio. Los datos muestran que en presencia de
los anticuerpos los complejos formados se desestabilizan indicando la presencia
de las dos subunidades en los complejos inducidos por los rﬁedios condicionados
por células tumorales (Fig. 14A). De igual manera, al usar el oligomicleétidb frio se
observa la desaparicién del complejo, confirmando que el coi’nplejo que se forma
en los EMSA es NF-xB. :

Para analizar la especificidad del efecto de los productos secretados por las
células tumorales sobre NF-kxB se evalud el ééngénido ‘nuclear del factor de
transcripcién Sp-1. La figura 14B ,muestraﬁli, que.ni el TNF-a ni los medios
condicionados de las células tumorales en b}égenéia o ausencia del inhibidor BAY
11-7085 inducen cambios nucleares de ésté factor de transcripcion. to que

Toaid oo 63

FALLA DE URIGEN




RESULTADOS

confirmé que él ef'ebcrtok de los productos solubles: secretados por las células
tumorales al igual que el de TNF-a' es ‘mediado por NF-xB.

A B

- TNF-a - + -+ - -
apés - T I oz EUHE Doz
a-p50 - - + BAY11-7085
Frio - -

- - +
NF-xB-> i; JE 3 ¥

Figura 14. Especificidad del efecto de los productos secretados por células tumorales sobre NF-
xB. A) Analisis de los complejos de NF-xB usando el oligonucledtido para NF-a8 con extractos
nucleares de HUVECS tratadas con 60 ug de los productos secretados por las células EUHE y
preincubados con anticuerpos contra las subunidades p50 o p65 del factor o compitiendo con el
mismo oligonucledtido frio. B) Ensayo de retardo utilizando un oligonucledtido para el factor de
transcripcion Sp-1 con extractos nucleares de HUVECs tratadas con 60 ng del medio
condicionado de las células EUME o 10 ng/mi de TNF-a.

Sp-1—»

Participacion de IxBa en la activacion del factor de transcripcién NF-xB
mediada por los productos secretados por células tumorales.

Con el objetivo de determinar si los productos secretados por las células
tumorales utilizan la misma via de activacion de NF-xB que el TNF-a se analizé la
degradacion de IxBa en extractos de proteina total. Mientras que el tratamiento
con TNF-o por 20 min indujo degradacién significativa de IxBo, los- factores
solubles derivados de células tumorales no afectaron el contenido f‘vde ésta

isoforma (Fig. 15) y sugiere que el mecanismo de activacién de ‘NF-xB es distinto
del de TNF-c. :
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Linea 1 6 7

IxB- _>~ --\o — - it

TNF-a

UHE - +
Eusebia - -
Bay11-7085 - -

- - + +
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Figura 15. Inmunoblot de IxBa en celulas endoteliales tratadas con los productos secretados
por las células tumorales. Las células HUVECSs fueron estimuladas con TNF-a (10 ng/ml) o con

los productos secretados por las células t EUHE o (60 mg/mi) por 20 min,
posteriormente se realizd una extraccion total de proteina. Se corrlemn 30 pug de protelna enun
gel de poliacrilamida al 12% y se transfirieron a una slosa.

1a membrana se incubo can anticuerpo anti-InBa y se reveld por qulmnolumlnlscencla

Participacion de Akt en la activacion del factor de transcripcion NF-xB
mediada por los productos secretados por ce€lulas tumorales.

Recientes estudios han demostrado que para la activacion de NF-xB por
estimulos tan diversos como TNF-a o el PDGF es necesaria la. activacion de la”
PlaK, que a su vez activa a AkVPKB al fosforilaria (Romashkova et al., 1999 Nldal- :
Ozes et al 1999). Para evaluar la pamc:pacuén de elementos de: ésta via en fa

activacion de NF-xB se realizaron |nmunoblots ‘uti |za do:un ‘an cuerpo ‘que -

reconoce la forma fosforilada de Akt. La’ f‘gura 16 muestra que‘tanto el TNF-a.
como el medio condicionado de las células EUHE aumentan la fosforllaclén de
Akt; sin embargo, los niveles obtenidos con los productos'secretados por las
células - tumorales son mayores que los obtemdos con TNF-a Eslcé resultados
sugieren que el medio condicionado de las células EUHE activa més esta via que
el TNF-a. Para ambos estimulos el uso del inhibidor d:smlnuye los nweles de Akt
fosforilado a los niveles basales.
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TNF-a - -+ + - -
EUHE — - - » -
BAY11-7085 — - + — -+
-ty WD ‘ENeves Akt -P

Figura 16. Inmunocbiot de Akt fosforilado de HUVECS tratadas con el medio condicionado de las
célutas EUHE. Células HUVECSs fueraon tratadas con TNF-« (10 ng/ml) o con los productos
secretados por las célutas del linfoma EUHE (67.5 ug/mi) por 20 min, posteriormente se realizd
una extraccién de proteina total. 30 ug de proteina so corrieron en un get de poliacrilamida al
12% y se transfirio a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente la membrana se incubd
con un anticuerpo anti-Akt fosforilado y se revelo por guimioluminiscencia.

Efecto de los productos solubles secretados por las células tumorales en la
expresion de la selectina-E

Se ha reportado que el aumento en la adhesion de células U937 inducida
por la activacion endotelial mediada por TNF-a requiere de un aumento en la
expresién de al menos tres moléculas de adhesidn endoteliales: selectina-E,
ICAM-1 ¥y VCAM-1, todas dependientes del factor de transcripcion NF-«B (Estrada-
Bernal, 1998). De estas moléculas, la selectina-E es la primera en ser transcrita y
sintetizada, por lo que los niveles membranales de proteina se eleva en las células
endoteliales durante las primeras horas después del tratamiento. Uno de los
marcadores mas comunes para la activacidn de sitios NF-kB en respuesta a
citocinas proinflamatorias, es el promotor del gen de selectina-E (Stoelcker et al.,
1996; Vidal-Vanaclocha et al., 2000). Por esta razdn, se evalud la expresion de
selectina-E en la superficie de las células endoteliales después de haber sido
tratadas con los factores solubles derivados de las células tumorales, TNF-a o con
los productos derivados de macréfagos activados con LPS. La intensidad de la
fluorescencia basal detectada con el analisis de citometria de flujo no cambidé en
las células control con o sin anticuerpo anti-selectina-E marcado con ficoeritrina.
Después de 4 h de estimulacion con TNF-a, la intensidad de fluorescencia
aumentd mas de 100 veces en el 90% de la poblacion celular, un fenotipo similar
se observé con el tratamiento con el medio derivado de macréfagos. Sin embargo,
solo el 10% de la poblacidn endotelial tratada con los productos solubles derivados
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de las células tumorales mostrd ‘un aumento equivalente en la intensidad de
fluorescencia (Fig. 17). Este pequeiio aumento en la expresion de selectina-E es
contrastante con el aumento en la adhesion inducida por los productos secretados

por las células tumorales (Fig. 8);
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Figura 17. Niveles de expresion de selectina-E en la supedicie de células endoteliales.
HUVECSs fueron tratadas con TNF-a (10 ng/ml), medio condicanado de macréfagos activados
(Macro+LPS 160 ug/mi) y Jos productos secretados por células tumorales (120ug/ml). Las
célutas HUVECs fueron tratadas con 4 h por los dilerentes activadores. Posteriormenta, se
realizaron incubaciones con e) anticuerpo primario biotinitada y con streptavidina derivatizada
con ficoeritrina (PE).

Dado que la diferencia en la expresion de selectina-E en membrana entre el
TNF-« y los medios condicionados podria resultar de diferencias en la cinética de

expresion de este antigeno de superficie, se realizd un seguimiento de la
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presencia de selectina-E hasta 8 horas, que es el tiempo maximo en el que se
realiza el ensayoc de adhesion. La intensidad promedio de fluorescencia relativa
(IF) aumentod de 6 en células control a 750 en células tratadas con TNF-a por 3 h,
éste parametro alcanzd un maximo de 893 despues de 4 h para después decaer a
748 h alas 8 h (Fig. 18). Sin embargo, a pesar de que la expresion de selectina-E
es modesta con el tratamiento de los productos secretados por las ééluiés
tumorales, Ia intensidad de fluorescencia aumentd 5 veces a las 4 h alcanzando

un valor maximo de 21 y cayendo a 4 a las 8 h (Fig. 18).
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Figura 18. Cinética de expresion de selectina-E. HUVEC fueron tratadas con TNF-a (10 ng/mi)
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Efecto del inhibidor BAY 11-7088 en la expresion de selectina-E.

Los datos obtenidos anteriormente muestran gue nuestros resuyltados
siguen la cinética que previamente se habia reportado, esto es, el punto méxirﬁd
en la expresion de selectina-E se encuentra a las 4 h de tratamnemo con TNF-a.
se quiso evaluar el efecto del inhibidor BAY 11-7085 sobre la expresubn de
selectina-E en la superficie de la membrana celular. 4 :

Los resultados muestran que en las células tratadas con el fnh"bldor éﬁtes
de estimular con TNF-a (10ng/ml), el aumento en la expresién que:'i‘n:dldc‘é'éerNF-
a se previene por completo; en el caso del medio condlcronado por células
Eusebia (120 ng/mt), el pequefio aumento observado también fue bloqueado por la
presencia del inhibidor (Fig. 19).

Ctri Bay11-7085 1uM
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Figura 19. Efecto del inhibidor BAY11-7085 sobra la expresién de selectina-E. Células
endoteliales HUVEC fueron pretratadas por 1 h con el inhibidor y después fueron estimuladas
por 4 h mas con TNF-« (10ng/ml) o los por las Eusebia (120
ng/mi).
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Pamc:pacrén de la selectina-E en la adhesion de células U937 activados
con los productos secretados por las células tumorales.

Si bien los productos secretados por células tumorales solo inducen un
pequeifio aumento en la expresion de selectina-E en comparamén con la respuesta
al TNF-a no podIa descartarse que este pequeﬁo aumento en fa expresu‘)n de
selectina- E mdumdo por Ios productos secretados por las células tumorales fuera
suficiente para pammpar signlf’catlvamente en la adhesién de las células U937.
Por tanto se evalud el efecto de’ anhcuerpos neutralizantes contra selectina-E en
un ensayo de adhesion.’ EI uso de’ los anticuerpos neutralizantes redujo la
adhesién dependiente de TNF-a en un 36%:; en contraste, cuando las células
endoteliales fueron estimuladas con el medio condicionado de EUHE, los
anticuerpos no tuvieron efecto y no interfirieron con la adhesion de las células
U837 (Fig. 20). Los resultados muestran que esta molécula no participa en la
adhesidn inducida por los productos secretados por las células tumorales.
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Figura 20. Efecto de anticuerpos nen izantes contra i E en la v inducida por
TNF-a o los productos secrolados por las célutas tumorales. HUVECS fueron incubadas 1 h con
el net £. posteriormente se estimulé con TNF-a o los
medios condicionados de las células (umorales ¥ se continué con el protocolo del ensayo de

adhesion.

TESIS CON
FALLA DE CRiGE 70




RESULTADOS

Efecto de los productos secretados por las celulas tumorales sobre Ios )
niveles de RNAm de moléculas de adhesion de células endotellales.

Se sabe que las moléculas de adhesion: selectina-E, ICAM 1y VCAM -1 se
expresan durante la . reacciéon inflamatoria  gracias” a. Ia acclén de: cnocmas
promﬂamatorlas como el TNF-a y la IL-18 (Rosales‘et a 1995). Sin qmbargor,r
existen otras mo|éculas de adhesion que no pamc' yan directame

“‘inflamatoria y cuya expresion también pueden se
el caso de la fractalcina y la molécula especij‘
ambas expresadas solo en células endétél al
Fong et al., 1998). :

n'la’reaccion

Para evaluar cual o cudles moléculas de dh
adhesién inducida por los factores secretados,

An pudleran particnpar en la
or. células turnorales EUHE o
Eusebia se realizaron reacciones de transcnpcnén reversa y PCR que- permitieron

evaluar si la expresiéon del RNA mensajero de algunas moléculas de adhesion es
influenciada por los productos secretados por las células tumorales.

Comparados con el control, los niveles de ESM-1, VCAM-1, fractalcina y
selectina-E no variaron en presencia de los medios condiclonados por las células
tumorales (Fig. 21 A, B, C). La uinica molécula que ﬁresenté un ligero aumento fue
ICAM-1 cuyo mensajero se increment® al doble con respecto al control. Sin
embargo, cuando las células fueron estimuladas con el TNF-a o con.el médio
condicionado de macréfagos activados, se observé un incremento en'los niveles
de todas las moléculas exceptuando a ESM-1 que mantuvo un nivel cdn;tant_e ven
todos los tratamientos (Fig. 21 A, B, C). Estos resultados permiten‘cohf}mar el
efecto de las citocinas proinflamatorias sobre la expresion de moléculas de
adhesidon. Los resultados obtenidos sugieren analizar mas profundamenxe Ia
posible participacion de ICAM-1 en el incremento de adhesién mediada por los
medios condicionados de las células tumorales.
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EUHE (ug/ml) - 60120 - - - - EUHE (ug/mi}
Eusebia (ng/mi) - - =~ 60120- -
TNF (10 ng/ml) - e e e e .
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Figura 21. Efecto de los pro las de linfoma sobre 1a expresion de
RNAmM de moléculas de achesndn andomlual HUVECs fueron tratadas con los productos
por las células ty por 4 h, po: se realizd una extraccion de RNA
total, del cual se tomaron (.5 ug para las reacciones de RT»PCR y el southern. En la figura se
muestra el producto de PCR, la hibridacidn con oligont internos para
cada producto de PCR y la grafica resultado de 1a correccion por cargado.
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Efecto de ‘los productos solubles secre!ados por Ias células tumorales enla ’
expresion de Ia ICAM- :

El anéllsus por RT-PCR mostré que ‘sélo el RNA mensa]ero de ICAM-1 tiene
un pequeﬁo mcremento por. efecto de os medio: condncnonados de Ias células
tumorales. Por Io ‘kue se evaluaron os 'uveles de. ICAM 1 ens 1a: rnembrana de "
HUVECs eshmuladas ccn TNF'-a, lo productos secretados por: Iaé- EUHE y el
medio de macréfagos actlvados co

B 3 > a citometria muestra que
el TNF-&¢ y el medio de macréfagos aumenta la expresnén‘ de ééta molécula de‘
adhesiédn 100 veces con respecto al control mientras que el’medio condlcnonado
de las EUHE aumenta la expresién de ICAM-1 solo 10 vece sin embargo es
importante notar que si hay un aumento en los niveles de esta protelna mlentras
que con selectina-E solo se observé un efecto minimo (Fig. 22)

Figura 22, Efecto de los productos secretados por las células EUHE sobre 1a expresién de
1ICAM-1. Células endoteliales HUVECS fueron estimuladas por 4 h con: TNF-a (10ng/ml), los
productos secretados por las células EUHE (60 ug/mi) o con el madio condicionado de

macréfagos activados con LPS (S50% v/v). Postaeriormente se realizd el analisis por citometria
como se describié previamente.

Se sabe que la expresion de ICAM-1 alcanza niveles maximos de expresiéon
entre las 6 y 8 h despues del estimulo (Simiantonaki et al., 2002). El experimento
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anterior se realizé a Ias 4 h siguiendo el protocolo que se, habla establecido para
selectma £, por lo’ que ‘se: procedlé a evaluar si dentro del hempo en el que se
realiza el ensayo de adhesnén la_cinética de expresion de ésta ‘molécula es distinta
entre los medios condicionados y el TNF-«, lo que puede reforzar la sugerencia de
su bérticiﬁédérﬁ en’ el “pro'ce'so “Con este objetivo, se realizé un analisis de
cnometrla para evaluar Ia expresion de ICAM-1 durante el tiempo. La figura 23
muestra Ios nlveles de ICAM 1 a tas 3, 4 y 8 h después del estimulo con TNF-a o
con los productos secretadqs por las células tumorales, se observa que desde las
3 h la expresién de la proteina ya ha aumentado para ambos tratamientos, es
importante‘notér que este aumento continda a lo largo del tiempo. La existencia de
un aumento en la expresion de la molécula desde las 3 h, sugiere su participacién
en la adhesion de las células U937 al HUVECSs estimuladas con TNF-a o con los
productos secretados par las células del linfoma.
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Figura 23. Niveles de expresion de ICAM-1 en HUVECSs estimuladas con TNF-u o los productos
secretados por las células del linfoma EUHE. HUVEC fueron estimuladas por los tiempos
indicados con TNF-u (10ng/mi) 0 con los productos secretados par las células EUHE (60 ug/mi).
Posteriormente se realizd el analisis por citometria como se describid previamente.

Efecto del inhibidor BAY 11-7085 en la expresién de ICAM-1.

£l aumento en los niveles de ICAM-1 sugiere que esta molécula podria
estar participando en !la adhesién inducida por los medios condicionados de las
células tumorales; si esta hipdtesis es cierta, el inhibidor BAY 11;77i0"85"que
blogqued la translocacion de NF-xB y la adhesion, deberia ser capaz de bloquéar la
expresion de esta molécula de adhesion. La figura 24 muestra que el tratamlento
con el inhibidor previene la mduccnén de . ICAM-1 mducnda por los productos
secretados por las células (umorales. manteméndola en los mveles basales
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Crrl

Bav 11-7085 b +

Figura 24. Efecto del inhibidor BAY 11-7085 sobre la expresion de ICAM-1. Células
endoteliales HUVEC fueron pretratadas por 1 h con el inhibidor y después fueron estimuladas
por 6h mas con 10s productos secretados por las células EUHE (60 pg/mi). Posteriormente se
realizé el analisis por citometria como se describié anteriormente.

Participacion de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-18 en la
activacion de las células endoteliales mediada por los productos secretados por
células tumorales.

La activacion endotelial inducida por los productos secretados por las dos
lineas de células tumorales podria deberse a la presencia en el medio de una
variedad de factores entre los cuales las citocinas proinflamatorias como el TNF-cv.
y la IL-1B son los candidatos mas fuertes. Para definir ia posible parhctpacuén de
estas moléculas se utilizaron anticuerpos neutralizantes contra estas cltocmas. )
esto permitiria bloquear su actividad biolégica en caso de estar presentes entre Ios
productos solubles secretados por las células tumorales.

Para mejorar la eficiencia en el bloqueo. se utilizaron las concentrac%bnes
mas bajas en las que el TNF-a, [a IL-18 y los medios condicionadoé indujeroh una
respuesta. El anticuerpo contra TNF-« interfirié con la induccién én la adhesion
reduciéndola un 75% con respecto a las células tratadas solo con TNF-a (0.1
ng/ml) (Fig. 25A). Una comportamiento similar se obtuvo con el anticuerpo anti IL-
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1B. en el que la adhesidon se redujo un 68% con respecto a su control (0.1 ng/ml)b
(Fig. 25A).‘ )

‘ Como ' se esperaba, cuando los anticuerpos neutralizantes fueron
agregados al medio condicionado de los macrofagos activados con LPS, hubo una
interferencia parcial de la adhesion; los resultados muestran queb la adhésién
disminuye un 58% cuando el medio fue tratado con el anticuerpo anti-TNF—a. Y
redujo un 42% con el anticuerpo contra IL-1p3. Con estos resultados se conﬁrm'ala

presencia de éstas citocinas en los productos secretados por los macréfa‘gos
activados con LPS (Fig. 25B). :

Ninguno de los dos anticuerpos pudo interferir con la adhesion inducida por.
los factores secretados por las células tumorales, aun cuando el tratamiento se
redujo a 7.5 ng/ml, que fue la concentracidn mas baja utilizada en la que se obtuvo
una respuesta en la adhesion (Fig. 25C).

Para evaluar la presencia del TNF-a en los productos secretados por las
células tumorales, se realizaron ensayos que permiten evaluar al TNF-o
bioldgicamente activo. Se sabe que el TNF-a es capaz de inducir muerte celular
en varias lineas celulares, incluyendo a la linea de fibroblastos de pulmén de
raton conocida como L929. La figura 26, muestra que ninguno de los dos medios
condicionados evaluados (EUHE y Eusebia) tuvieron efectos citotdxicos, aun
cuando se usaron concentraciones relativamente altas de proteina (100 pg/mi).
Como referencia se realizé una curva de citotoxicidad con TNF-a recombinante, la
cual mostré un efecto dosis dependiente después de 24 h. Bajo estas condiciones
la viabilidad de las células tratadas con 0.5 ng/ml de TNF-a alcanzé el 50%. A las
48 h, la viabilidad a esta concentracién fue del 0%. El medio condicionado de los
macréfagos activados con LPS presentd una toxicidad similar, manteniendo una

respuesta dosis dependiente en la que con 32 png/ml se alcanzé el 50% de la
viabilidad.
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Figura 25. Participacion de TNF-« e IL-1p3 en la adhesion inducida por los productos secretados
por las células tumorales. A) Efecto de anticuerpos neutralizantes de TNF-a e IL-1p} en la
adhesion inducida por estas citocinas. B) Efectos de los anticuerpos en la aghesion mediada por
los productos con LPS. C) Efecto de los anticuerpos sobre

por

ta adhesion regulada por los productos secretados por las células tumorales.
=
=]

= - - -
s ] <3
S -
Fig. 26. Andlisis de la presencia de TNF-a con actividad citotdxica en los productos secretados

S .3
TNFR-a (ng/mi) EUHE (pg/ml)
por las células tumorales. Células de linea L929 fueron tratadas con TNF-a 0 con los medios

de las EUHE o Eusebia, postaeriormente se evalud la viabilidad con cristal
violeta,

o _____E"
L0 —

2238

“Eusebla (ug/mh

343

TESIS CON__ | s
FALLA DE GRIGEN |

194




RESULTADOS

' Para ‘confirmar la “ausencia : de. TNF-ay . de- IL—1|3 en los -medios
condlclonados de las_células tumorales. se reahzaron ensayos de EL|SA para
analizar la presencla tamo de: TNF—a como de! IL-1[3 en Ios produclos secretados
por. las células tumorales La tabla 6 muestra que no se detecté TNF-a en Iosf
medios condlcnonados de ias células EUHE m Eusebla y que sélo se encomraron
pequeﬁas cant ades de IL-1[} (05

'3 9 pg/ml)‘ Consnderando que en . lo
experimentos’ ‘se utnllzaban aproxnmadamente 50 ‘ul del medlo cond:cnonado para
obtener una dosis de 60 pg/ml de protelna total la concentracnén estimada de IL-“
1B en este voltimen' es de 004 pg/ml que se encuentra por abajo del minimo
requendo (10 pg/rnl) para obtener una respuesta fisiologica.

"EURE (92u0) | T ! ___388 b o
"Eusebia(s8u9) L T ess T T o i

Tabla 6. Analisis de ELISA de los productos secretados por las células tumorales. 100 ul de los
medios condicionados de las células tumorales EUHE o Eusebia fueron analizados por ELISA

para evaluar la presencia de TNF-a @ IL-1p. ND: no dete t}sﬂo.\\\
TE SIS Co N I
FALLA DE Onl GEN

Los resultados anteriores muestran que ni el TNF-a, I:—113 se

ZQuién activa al endotelio?

encuentran presentes entre los productos secretados por las células tumorales, de
ahl que la activacion endotelial dependa de otro u otros factores. Una hipotesis al
respecto es que otros miembros de la familia de TNF-a puedan ser
responsables de la activacidn endotelial;

los
recientemente se publicd una revisién
donde se presentan los activadores de NF-xB conocidos hasta este momento
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entre los que se encuentran algunos‘mierhbros de esta familia {Pahl, 1999). Con
este antecedente. se disenaron oligonuclestidos especificos para algunas de estas
moléculas y se realizaron analisis dé RT-PCR y aCOpIados a un ensayo de
hibridacién tipo “Southern” partiendo del RNA total de las células EUHE y Eusebia
en condiciones de crecimiento (medio suplementado con 10% de SFB) y otra en
las condiciones de coleccién de medio condicionado (48 h en ausencia de SFB,
condicién descrita como CM en la tabla 7). Esta aproximacion mostré que no
existen productos de PCR para CD40L, FAS-L, TRAIL, I1L-18 ni para IL-6. Sélo se
detectd una sefial positiva para NGF en ambas lineas celulares. Para las células
EUHE, bajo condiciones de crecimiento (10% SFB) se detectd un claro producto
de amplificacién (*), esta amplificacion aumentd cuando el RNAm fue aislado de
ceélulas en condiciones de en ausencia de suero (**) (Tabla. 7).

FAS-L TRAIL NGF it-18 CcD4oL -6
EUHE - - - - - -
EUHE CM - - . - - -
Eusebia - - e - - -
Eusebia CM - - b -

Tabla 7. Presencia de RNAm de otros activadores de NF-xB. Se realizé una extracciéon de RNA
total de células tumorales en condiciones de crecimiento (10% SFB) o en condiciones en las
que se obtuvo el medio condicionado (48 h de deprivaciéon de SFB). Se realizaron reacciones da
TR-PCR con oligonuctedtidos especificos para cada uno de 1as moléculas y posteriormente un
analisis de southern con oligont ido interno o iacti

te.

Para evaluar si el NGF presente en los productos secretados por las células
tumorales era el resposable de la activacion endotelial, se realizaron ensayos de
adhesion celular y ensayos de retardo en la movilidad electroféretica del DNA.

Los resultados muestran que el NGF induce sdlo un pequefio incremento
en la adhesion, el cual no alcanza los niveles que se obtienen con la mezcla de
productos secretados por las células tumorales (Fig. 27A). De igual manera, los
geles de retardo muestran que la trénslocacién de NF-xB inducida por el NGF es
muy pequena comparada con el efecto de los medios condicionados de las células
EUHE, apenas por arriba de los niveles basales (Fig. 27B).
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Figura 27. Efecto del NGF sobre las células HUVECs. A) Efecto del NGF sobre el incremento
en la capacidad de adhesion de celulas endoteliales humanas. B) Translocacion de NF-xB
inducida por NGF. Células HUVECs fueron tratadas con 100 ng/ml de NGF o con 60 pg/mi de
el medio condicionado de las células EUHE por 20 min. Posteriormente, se reallizd el EMSA

como se reporta en materiales y métodos. En 1a parte inferior de la figura se muestran las
veces de aumento con respecto al control.

Los resultados anteriores sugieren que la adhesion inducida por los

productos secretados por las células tumorales no depende de NGF; sin embargo,

es posible que el NGF contribuya a la respuesta general; por lo cual se evalud el
efecto de anticuerpos neutralizantes contra NGF en la adhesidn mediada por los
medios condicionados por tas células tumorales. En la figura 28 se puede observar

que en presencia del anticuerpo a dos concentraciones (1=2 pg/mi, 2=4 pg/mi) la

adhesion
afectada.

inducida por los productos secretados por las células tumorales no se ve

aIS Lo 81




RESULTADOS

% de adhesion
@

L 0fnnae

CTRL 60/Ab1  60/Ab2  30/AbT  30/Ab2
EUHE (ng/mi)

Figura 28. Pariticpacion del NGF en Ia adhesion inducida por los productos secretados por
las células tur El medio cor da las células EUHE fue preincubado con dos
concentraciones (1=2 pug/mi: 2=4 ug/ml) de anticuerpos neutralizantes para NGF por 1 h a
temperatura ambiente, posteriormente fue utilizado en un ensayo adhesion sigulendo el
protocolo ya establecido.

Efecto del pretratamiento de celulas endoteliales con productos solubles
secretados por otras lineas celulares sobre la adhesién de células U937.

Los resultados anteriores mostraron que los productos secretados’ bpr Iaé
células de los linfomas fueron capaces de activar al endotelio, sin embargo;-no “se

sabe si este comportamiento pueda ser generalizado a otros tlpos de tumores, en
part:cular tumores sdlidos.

Para evaluar lo manctonado anterlorment’

las células InBlI

alcanzados con los produclos secretados po el llnfoma Eusebta o por TNF-a. o

que sugiere un mecanismo general para la mayorla de Ias células tumorales.
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Figura 29. Etecto de productos secretados por células derivadas de tumores cervico-utarinos

sobre la capacidad de adhesion de HUVECs., HUVECs fueron pretratadas con el medio

condicionado de 3 diferentes lineas de cancer cervico-uterino (Calo, InBl y HeLa) por 3 h
iormente fueron cair con las células U837, *p>0.05, **p<0.005.

Efecto del Acido Acetil Salicilico en la adhesion de celulas U937 a

endotelios tratados con TNF-a y con los productos secretados por los linfomas
EUHE y Eusebia.

Los datos presentados anteriormente demuestran que los productos
secretados por células tumorales pueden aumentar la capacidad de adhesién del :
endotelio a través de la translocacién y activacion del factor de transcripéién NF- :
xB, esto sugiere que este factor puede ser un blanco terapéutico para prevemr el:
desarrollo de metastasis. Sin embargo, los inhibidores de la actlvacnén de NF—KB

como el BAY 11-7085, son moléculas que no pueden ser usadas in wvo por su £
toxicidad extrema.

Los trabajos de Yin y colaboradores (1998) mostraron que él écido‘aceﬁl
salicilico, componente activo de la aspirina, inhiben la activacion de la cinasa B de
IkB lo que tiene como consecuencia que el factor de transcripcion NF-xB
permanezca en el citoplasma y no haya expresion de los genes dependientes de
la activacion del factor. Por lo que se evalud el efecto del acido acetil salicilico en

RS TYS ) \,-;\I a3
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1a activacion del factor de transcripcién NF-xB en las HUVECs tratadas con los
productos secretados por las células EUHE o con TNF-c. Se observa que en
presencia de la aspirina hay una reduccion en la translocacion de NF-xB (Fig. 30),
lo que correlaciona con lo reportado en la literatura y demuestra que en las células
endoteliales, la aspirina funciona como inhibidor de éste factor de transcripcion.

EUHE - + + - -
TNF-a - - - + +
Aspirina -~ - + - +

Figura 30. Efecto del acido aceti! en la trar 1 de NF-xB. HUVEC fueron
tratadas con 4 mg/m! de aspirina por 1 h, posteriormente se estimularon con 60 mg/m! de

medio condicionado o con 10 ng/mi de TNF-« por 20 min. Por dltimo, se reallizd el EMSA
como se reporta en matenales y metodos

Los resultados obtenidos anteriormente muestran que se requiere de NF-xB
para el aumento en la capacidad de adhesion de las células endoteliales inducida
por citocinas y por los productos secretados por las células de ia linea EUHE.
Recientemente se demostré que la aspirina y los salicilatos son capaces de inhibir
la adhesiéon de linfocitos T a células endoteliales (Gerli et al., 1998; 2001). Por lo
que se analizd si la aspirina era capaz de inhibir la adhesidon endotelial inducida
por los productos secretados por las células tumorales. La figura 31 muestra que
el tratamiento con 4 o 3 mg/m! de aspirina reduce !a adhesion inducida por TNF-«
a los niveles basales, mientras que a concentraciones mas bajas (2, 1 mg/ml) el
efecto inhibitorio es parcial. Sin embargo en las HUVECs estimuladas con los
medios condicionados de las células EUHE se observa un bloqueo de la adhesion
en todas las concentraciones de aspirina evaluadas.
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Figura 31. La aspirina inhibie la adhasién inducida por TNF-a y los productos secretados por
las células tumorales EUHE. El ensayo se realizé como se menciona en materiales y
métodos.

Como se menciond anteriormente la adhesién de linfocitos y de algunas
células tumorales depende de la expresion de moléculas de adhesion las cuales
requieren de la activacion de NF-xB para su sintesis. Si por efecto del acido acetil
salicilico no hay activacién de NF-xB y como consecuencia hay una reduccién de
la adhesion, se podria esperar que hubiera una redu'cciél;\‘ en Ios:niveles de las
moléculas de adhesion en la membrana de las células endoteliales. De ahi que se
evaluaran los niveles de ICAM-1 en la membrana de HUVECSs tratadas con
aspirina y estimuladas con TNF-« o0 con los medios condicionados de las células
EUHE o el medio de macréfagos activados con LPS como control positivo. Se
observa que el tratamiento con aspirina abate la expresion de ICAM-1 a pesar del

estimulo, en todos los casos se mantienen los niveles basales de expresion (Fig.
32).
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Asp 4 mg/mi - +
ctrl
et I
Macro+ _* IF: 91 . IF: 33
- .
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Figura 32. Efecto de la aspirina (Asp) en la expresion de ICAM-1 en la membrana de HUVECs.
Células HUVEC fueron tratadas por 6 h con el medio condicionado de células EUHE (60
ng/mil), con TNF-a (10 ng/ml) y con el medio de macrofagos activados con LPS (Macro+LPS)
{50% v/v), posteriormente, se realizé un andlisis por citometria de flujo como se indica en
materiales y meétodos. IF: Intensidad relativa de fluorescencia.

Es importante aclarar que la aspirina tiene diversos efectos sobre las
células, entre los que se encuentra la inhibicion de la via del acido araquidonico
(A.A.) para la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos, a través del
bloqueo de la actividad de la cicloxigenasa (COXI). Con este antecedente, se
analizo la participacion de estas vias sobre la activacién endotelial reflejada por un
aumento en la adhesion, para lo cual se utilizaron 3 inhibidores que actian a
distintos niveles de la via del A.A.: la indometacina, la dexametasona y el bromuro
de bromofenacilo (BPB). Las concentraclones que se utilizaron en los ensayos
son concentraciones reportadas para inhibir la actividad de las enzimas. La figura
33 muestra que la via del acido araquiddnico y sus metabolitos no participan en la
adhesion inducida por TNF-a y por lo tanto en el cambio de fenotipo endotelial. Lo
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que sugiere que en la inhibicion de la adhesion por la aspirina no esta participando
ia via de transduccion que lleva a la produccion de prostaglandinas y leucotrienos.

OTNF
B TNF+INDO 200uM
8 TNF+DEXA 100nM

W W
(7]

N
[

% de adhesion
o

o r
BTNF

80 mTNF+BPB 0.5 UM
S 60
o
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5 40 T
<
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o+ v y

TNF-a (ng/mi)

Figura 33. Participacién de la via del acido araquidénico en la adhesién. Células HUVEC
fueron tratadas con los inhibidores (dexametasona 100 nM (DEXA): indometacina 200 uM
{INDOQ] y bromuro de bromofenacilo [BPB 0.5 uM]) por 1 h, posteriormente se realizd en
ensayo de adhesion como se reporta en matoriales y métodos.
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El endotelio no sblo provee de una barrera estructural entre la circulacion y
el tejido que la rodea, sino que también participa en la coagulacion, en la adhesion
y extravasacion de linfocitos durante la reaccion inflamatoria y en la secrecion de
mediadores que influyen en la hemodinamica vascular (Hogg et al., 1995; Cines et ;
al 1998). Actualmente, se sabe que el endotelio tiene que mantener un e,stad/oﬁde"
reposo o quiescente para poder optimizar la regulacion del flujo sanguineo: éiendo
éste el estado en el que las células endoteliales mantienen de manera actlva. Una
superficie antitrombdtica que facilita la circulacion del plasma y sus componentes
celulares a través de la vasculatura. o

El endotelio es un érgano que responde a una gran variedad de“argonisut"as.
de “retos” microambientales y de estimulos que lo llevan a un procéso ‘de
activacion, el cual, lleva a una pérdida de las propiedades anticoagulantes'y a la
adquisicidn de otras propiedades como las vasodilatadoras procoagulantes y las
proadhesivas (Cines et al.;, 1998). En los sitios de inflamacién, las células
endoteliales son activadas por citocinas proinflamatorias, paso importante que
permite entre otras cosas la adhesion y extravasacion de leucocitos.

Diversas caracteristicas del paradigma del reclutamiento de leucocitos son
analogas en diversos aspectos a los Gltimos pasos de la cascada metastasica. En
particular, en sitios secundarios de colonizacidon donde se ha sugerido que las
células metastasicas interactiian con el endotelio microvascular (Vidal-Vanaclocha
et al., 2000; Cines et al 1998; Schadendorf et al., 1995). De este hecho, surge la
hipotesis que propone que las células tumorales utilizan la misma via o una via
semejante a la de los leucocitos para adherirse y extravasarse.

Los productos solubles secretados por las células tumorales activan a
las células endoteliales.

Un aspecto importate de la transformacion y malignizacién de las células
tumorales radica en su capacidad de producir una variedad de factores con
diversas actividades bioldgicas. Si bien, muchos de estos factores han sido
identificados, su funcion prescisa y su papel no resuita facil de comprender dentro
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de los dlferentes comextos mlcroamblen(ales en los que se desarrollan Ias células
tumorales. Wi

Recientemente se . ha "reportado 1a’ : presem:la de dlstlntos factores
secretados por células tumorales que pueden afectar el fenotlpo ndotelial. Se ha
demostrado que’ las ceélulas tumorales B16 denvadas de‘-un noma munno
secretan factonjes que inducen la expresuén de citoc

Sin embargo, nuestro conocimiento con respecto a. Ios cornponentes det
medio condicionado derivado de los tumores melastésncos de mayor Incndenma

remodelacion de las células endoteliales. De igual manera Llu Y colaboradores
{(2001) observaron que las células de céncer de colén humano secretan un factor
que inhibe la apoptosis de células endoteliales. Estos dos trabajos se encuentran

relacionados con los procesos anglogémcos que favorecen la formacnén de las
masas tumorales.

Para el presente estudio se utilizéd un linfoma primario derivado de una
lesiéon metastasica (EUHE) y una linea derivada de células EUHE inyectadas en
ratones desnudos (Eusebia), las cuales mantuvieron la capacidad de secretar
factores que pueden activar al endotelio vascular. Es importante recalcar que se
utilizaron diferentes lotes de los medios condicionados, pero que en todos los
casos se evalud que tuvieran el mismo patrén de bandeo, esto es el mismo
contenido proteico, en geles de SDS-poliacrilamida. A pesar de que en este
estudio se emplearon distintos lotes del medio condicionado la respuesta celular
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obtenida siempre alcanzé el mismo nivel. El medio condicionado derivado de éstas
dos lineas difieren solo en los niveles méximosf de  adhesién siendo que los
productos secretados por las células EUHE inducen ‘Un maximo de adhesion por
arriba de los niveles saturantes de TNF-o.y .del” medio condicionado de
macrofagos activados con LPS que se empled como control positivo, por que se
sabe secretan una combinacion de citocinas pfolnflamatorias que pueden activar a
las células endoteliales (Sajjadi et al., 1996)

Dado el origen hematopoyético de las células tumorales (EUHE y Eusebla)
y siendo que el TNF-a y 1a IL-1P corresponen a los activadores endoteliales mejor
caracterizados (Anrather et al., 1997; Etter et al., 1998: Modur et al., 1996: Pober
et al., 1986), se evalud la presencia de estas citocinas entre los productos
secretados por las células tumorales. El bioensayo para TNF-a y el de ELISA
mostraron que entre los productos secretados por las células tumorales no se
encuentran presentes ni el TNF-a ni la IL-1B. El hecho de que los anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra TNF-a humano o IL-1p humana no tuvieran efecto
en el incremento en la adhesién inducida por los productos secretados por las
células tumorales pero si interfirieran con la adhesion mediada por las citocinas
recombinantes y el medio condicionado de los macréfagos activados, confirma la
ausencia de estas dos citocinas en los medios condicionados de los linfomas
utilizados. Por lo que podemos concluir que los factores secretados por las células
tumorales, son distintos a TNF-« y a IL-13; sin embargo, inducen un cambio
fenotipico en las células endoteliales.

Un acercamiento para el analisis de los posibles productos secretados por
las células EUHE y Eusebia fue el uso de reacciones de RT-PCR, lo que permitid
evaluar la presencia de RNAmM de algunas citocinas .y factores :Con éste analisis
solo se amplificd el RNAmM del NGF, factor que se ha demostrado puede activar a
NF-kB en células de Shwann, en células’ g:!el ganr
(Wood, 1995; Carter et al., 1996; Pahl, 1999')'

o dorsal en PC-12 y PCNA

os expenmentos realizados con
NGF muestran que la respuesta endotellal a este factor  (recombinante) es

pequefia comparada con la que se obtlene con el medio condicionado de las
células tumorales. No obstante, no se puede descartar que el NGF pueda estar
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contnbuyendo parctalmente ala respuesta genera de Ios productos secretados
por las células tumorales. o que su efecto sobre :
potenciado por otros factores cosecretados por Ios lunfomas EUHE o Eusebla..

Activacion endotelial por productos secretados por celulas de tumores E
cérvico-uterinos humanos

Durante el desarrollo de este traba]o se utlhzaron los productos secretados !
por dos linfomas (EUHE y Eusebla) un punto importante fue evaluar si todas las
células tumorales secretan factores capaces . de activar al. endotelio. Se ha
reportado que los medios condicionados de lineas celulares derivadas de tumores
de colon, fibrosarcoma y adenocarcinoma de coldn son capaces de alterar 1a
fisiologia de la célula endotelial (Kamada et al., 2000; Liu et al., 2001), pero no es"
claro si esta alteracion este relacionada con el proceso de activacion endotehal
que permite una mayor adhesion de células metastasicas. ) Sl

Con este propdsito se realizaron ensayos de adhesidon utlllzando los
productos secretados por células de 3 lineas de cancer cérvico- utermo. que al
provenir de tumores solidos tienen un origen y comportamlento dls nto a’ los
linfomas que son células en suspension.

Los datos mostraron que las 3 lineas secretan factores capaces de‘activar
al endotelio, con diferencias de intensidad entre ellos. Esto nos sugiére qué muy
probablemente los linfomas y tumores cervico-uterinos, y ta!l vez la rﬁayoria de los
tumores, tienen la capacidad de secretar productos solubles capaces de alterar el
fenotipo endotelial y aumentar su capacidad de adhesion in vitro. Si bien es dificil
de demostrar actualmente. es importante evaluar la relevancia de estos
fendmenos descritos in vitro, en un modelo de metastasis in vivo.

¢Cuantas sefales participan en la activacién mediada por los
productos secretados por células tumorales?

Considerando que los productos secretados por las células tumorales son
un conjunto de factores y citocinas es importante tomar en cuenta las diferentes
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vias de seﬁallzamén que pueden ser encendldas de manera s:multanea que
pueden modular posutlva o negatwamenta sl ;

Las citocinas y factores llevan a ‘cabo sus actnv:dades bloléglcas a través de
receptores especlficos, cuyo patrén de . xpresnén y af'nldad por: moléculas de
seﬁallzaclén son dlsllnlOS" asi cuando Ios‘receptores se activan la’ respuesta

celular seré ‘el resuitado seré un equ

o ntre las vias' encendldas. Un claro

ejemplo de'esto es el TNF-c, que enclende sumulténeamente una via’ apoptétlca a.
través de la cascada de caspasas y una vla antl-apoptétlca a través de :Ia -
activacién de NF-kB (Hirano et al., 2001)." SR B
) . De hecho, aun cuando un receptor puede activar las mismas viaé de_
transduccién, cada célula puede responder a Ia estimulacion de manera diferente;
dependiendo de su activacion previa por otros moduladores ya sea por d|feren0|a' ]
en los niveles de expresién o por un estado de activacion inducido por: otrasr
moléculas que pucieran afectar la via de una manera negativa o posmva. i
E! balance de cada via de transduccién puede ser influido por una vanedad
de factores que determinan la duracién y la intensidad de cada seﬁa En este; ‘
sentido, los mecanismos de retroalimentacidn positiva y negatlva pueden ser
cruciales para determinar el balance y la respuesta.

Asi, la diferencia entre los productos secretados por las células tumorales Y
el TNF-a sobre la expresion de moléculas de adhesion, como la- selectina-E,
puede deberse a la combinacion de vias encendidas que da c mo resultado una
activacion transcripcional diferencial del gen y del producto gémco. Sin embargo.

la respuesta celular general es la misma, un lncremento en la capamdad de
adhesién.

Participacion de NF-xB en la activacidén inducida por los productos
secretados por las células tumorales. ;

Los productos secretados por las células . tumorales incrementan la
translocacion del factor de transcripcion NF-kB de una manera similar a como lo
hace el TNF-a. Sin embargo, es importante notar que a pesar de que la magnitud
de translocacion es semejante, el porcentaje de células adheridas es distinto, lo
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que sugiere la pamcipac:én de ‘otras vias que son act:vadas por los medios
condicionados en particular EUHE y.que estas vias no son actlvadas por el TNF-O..
En cualquier caso, esto quiere decnr que no hay necesanamente una correlacxén
lineal entre la translocacion del factor NF-\B y la adhes:én ‘cel

El incremento en la adhesnén medzada por los medl" S condnmonados de las - v
células tumorales y por cxtocmas promﬂamatorlas depende de'l‘a actlvacxén de NF-
kB, lo que se demuestra con eI uso del mhnbldor BAY 1 1-7085 que “ble quea ‘la via
de activacién del factor de transcripcién. La concentracién de S pM fue suficiente

para demostrar que en presencia del inhibidor la translocacxén de NF‘KB al nacleo
disminuye, lo que correlaciona con una disminucion en el incremento en:la
adhesién inducida tanto por los productos secretados por las células tumorales
como por el TNF-a recombinante. El efecto parcial de! BAY 11-7085 puede ser
debido a que la concentracion del inhibidor es insuficiente para producir:'un
bloqueo total o a la participacidn de vias que no son afectadas:poriel BAY 11-
7085, como en las que se encuentran involucradas otras |soforrnas ‘de KB, A"
pesar de tener el mismo origen, las HMEC-1, una llnea celular ya establectda
resultd ser resistente al efecto toxico de! inhibidor y al evaluar eI efecto se observo
que con 10 UM de BAY 11-7085 se presenta un bloqueo completo de la act:vac:én
de NF-xkB a pesar de la presencia de TNF-c. s

La dependencia del efecto de los productos secretados por las células
tumorales sobre NF-wB queda demostrada con el uso de antlcuerpos contra las
subunidades p50, p65 y con el ensayo de competencla con ollgonuc|eétldo frio; de
igual manera se demuestra al evaluar la translocaclén del factor de transcnpcnén
SP-1, donde no se observa ningun efecto. ‘Al |gual que los’ productos secretados
por las células tumorales, el efecto del mhxbidor BAY 11-7085 es especifico sobre

la translocacion de NF-xB, ya que el lratamlenlo con el inhibidor tampoco afecta a
SP-1
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Partic:pacuon de elementos de la via de activacion de NF-KB . .
Se sabe ‘que emste una “via de activacion de NF-KB clés:ca (Karm et al..
2002), que mvolucra la cmasa lKK y los |nh|b|dores IxB. Sin embargo, por. o
menos se han reponado dos vias alternas para llegar a la actwacxén del complejo
V IKK; la pnmera a través de la'cinasa NIK vy la segunda unllzando Ia vla de la PI;K y
su sustrato Ak( (Nldal et al.. 1999; Romashkova et al.. 1999) :

via dependiente de TNF-a se realizaron inmunoblb;

células endoteliales tratadas con los productos : se
tumorales la via de PlaK/Akt es mas comun que en la

Ios datos

inmunoensayos tipo “western” utilizando antlcuerpcs contra xBa,

comprobaron que la activacion endotelial mediada_ . por |nduce, Ia
degradacion de IkBa, mientras que las células endotehales tratadas. con I

productos secretados por las células tumorales no mostraron camblos en- los
niveles de IxBa a pesar del tratamiento. Estos resultados sugseren que Ios medios
condicionados de las células tumorales utilizan un via de ‘activacion de NF-xB
independiente de IkBa. Es probable que Ios rned|os oonchclonados de células
tumorales recluten al NF-kB que se encuentra asocnado a otras problaciones de*
inhibidores como pueden ser IxBp o IkBe (tamblén presentes en ceélulas
endoteliales humanas) o que utilizen una via en la que una cinasa (PlaK, MAP, o
alguna otra) puede fosforilar a NF-xB causando un cambio conformacional que
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modula  su achvacnén prornov:endo su translocac:én al ntcleo. (Schmitz et al
2001). : - : :

Independlentemente del mecanlsmo por el cual los productos secretados
por las células tumorales reclutan a NF-v\B nuestros resultados sugieren que las

los ‘productos secretados por las celulas

oléculas de adhesién endotelial selectina-E e
de las células U937 con el endotelio.

. Parti
_ICAM-1en't
i . ncnoné antenormente. NF-xB es esencial para la transcripcion
; dhesién endotelial como selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1. De
estas tres: moléculas. la prlmera en ser expresada es la selectina-E que participa
en la adhesuén laxa y el “rollmg de leucocitos (Meagher et a}., 1994; Modur et al.,
1996; Pober et al., 1986). De hecho, recientemente se ha reportado que la
selectina-E participa en la adhesion de varias células tumorales al endotelio
(Krause et al., 1999). Se ha observado que algunos tipos celulares de carcinoma

de moléculas : d >

escamoso, melanoma, cancer de mama, carcinoma pancredtico y cancer
colorectal utilizan a la selectina-E para adherirse al endotelio e iniciar un proceso
metastasico (Allen et al 1996; Schadendorf et al 1995; Tézeren et al., 1995; |wai et
al 1993: Matsumoto et al., 2002).

Los resultados del analisis por RT-PCR y citometria de flujo sugieren que a -

pesar de que [a translocacion de NF-xB es similar para los medios condicionados
y para el TNF-a, el estimulo no es suficiente para promover una expresion
semejante de selectina-E; el uso de anticuerpos neutralizantes demuestra que la

adhesion inducida por TNF-a requiere de la ‘expre'si‘én de 'selectina—E.‘ mfenlias,

que en la inducida por los productos secretados por las células tumorales no es
necesaria. El promotor de la selectina-E contiene 3 sitios de unién para las
subunidades . p50/p65 de NF-xB, un sitio de unién para los factores  de
transcripcion ATF-2 y un sitio para la unién de HMGI (de! inglés High Motility
Group) (Collins et al., 1995). Estos sitios deben de actuar cooperativamente para
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inducir la transcripcion del gen. Se sabe que para el caso de TNF-u. existe esta
cooperacién y por lo tanto una induccidn completa del gen, sin embargo dado que
no conocemos que otras vias de sefalizacion sean actwadas por los productos
secretados por las células tumorales es poslble que.no., tengamos e vefecto de
cooperacion de todos |os sitios en el promotor, ) que en 'uno de Ios sitios se una
un represor y como consecuencia no exista expresnén'de a proteina‘ enla
membrana endotelial. Una posible explicacion a la falta de expre5|én de selectma-‘
E es la activacion del factor HMGI que en este caso a ua como represor de la
transcripcion.

Estos resultados sugieren la participacién de otras moléculas de adhesnén.
cuya expresion podria ser inducida por ios medios condicionados y de otras que
pudieran estar presentes en la membrana previo al estimulo 'y que por efecto del
medio condicionado cambien su afinidad por el contrareceptor (Rosales et al., .
1995). Se sabe que moléculas de adhesidn como ICAM-1, VCAM-1, fractalcinay
ESM-1 pueden ser inducidas por citocinas proinflamatorias (Fong et al.,. 1998, g
Meagher et al.,, 1994), el analisis de RT-PCR de éstas moléculas confirmo éste
efecto, sin embargo, mostré que los productos secretados por las células

tumorales so6lo son capaces de inducir al doble el RNAmMm de ICAM-1. L,4osy_'fv

resultados obtenidos en la citometria de flujo con anticuerpos anti-iCAM-1
confirman que los productos secretados por las células tumorales son capacer de
aumentar la expresién de la proteina en la superficie de la membr
ceélulas endoteliales. Cuando las células endoteliales son tratadas con el.in bIdOl'

BAY 11-7085 y los productos secretados por las células tumorales se observa que o

hay una disminucion en la expresion de la molécula de adhe 6n que : .
niveles basales. Estos resuitados confirman que es necesana la translocamén de

NF-xB al nluicleo para la induccién de la expresion de esta molécula de adhes:én.
Asi, hemos identificado a la expresién de ICAM-1 y la falta de expresion de
selectina-E como marcadores moleculares del estado de activacion “endoteliat
provocado por los factores secretados por la célula tumoral EUHE y Eusebia. Sin
embargo, aun faltan ensayos que evalden la participacion directa de esta molécula
en la adhesién inducida por los medios condicionados.
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Los resultados presentados muestran que los productos secretados por las
células tumorales no mducen I ]

expresnén selectma-E pero si ‘aumentan los
niveles de  ICAM-1. Esto imphca que los medlos condlcuonados de las células
tumorales carecen de una seﬁal coesnmuladora que se encuentra presente en la
via.activada por TNF-,a o que actlyan un mecanismo de represidén que evita la
expresion de selectina E. . Demostrando  que selectina-E no participa en la
adhesidn inducida por los productos secretados por las células tumorales.

Estos datos también implican que la adhesion de células U937 sigue un
proceso diferencial al de la adhesion de leucocitos. Asi, si bien la adhesion es
similar es muy probable que las moléculas de adhesion implicadas sean diferentes
a las que participan en la reaccidon inflamatoria. Considerando la hipdtesis inicial
que propone que el proceso que llevan la adhesidon de las células metastasicas a
las células endoteliales es similar a lo que ocurre en la inflamacion, es importante
resaltar que ni el TNF-a ni la IL-1f3, se encuentran entre los productos secretados
por las células tumorales. Este hallazgo implica diferencias entre ambos procesos
incluso desde el factor (o factores) responsables de activar al endotelio vascular.
Queda fraccionar al medio condicionado por los linfomas EUHE y Eusebia para
identificar al factor (o factores) responsables de la activacion ehdotelial.

Efecto de la aspirina sobre la ac!lvac n de células - endoteliales
mediada por los productos secretados por Ia‘ celulas tumorales.

Drogas anti-inflamatorias no esteroideas (NSAIDS del inglés, non-steroideal
anti-inflammatory drugs) como la aspmna. Ilev’awn: a cabo su efecto anti-
inflammatorio en parte por inhibicion de la a

ividad de la enzima ciclooxigenasa.
Estudios mas recientes han demostrado'que la asplrma (el acido acetil salicilico)

también puede inhibir la via de NF-xB asocnada a la patogénesis de la respuesta
inflamatoria. Este bloqueo se lleva aca o a través de la inhibicién de la cinasa
IKKB cuya funcién es fosfonlar a B’ pro

ando su degradacion y la liberacion de
NF-xB para ser translocado at; nucleo (Ym et .al.,, 1998; Kopp et al.,, 1994).
Paralelamente, estudios hechosr por Gerli- (1998- 2001) mostraron que el pre-
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tratamiento con éspirina de linfocitos T, reduce la adhesion de éstos a células
endoteliales activadas.

Sin embargo, desde 1973 existen reportes del efecto anti-metastasico del
acido acetil salicilico (Powles et al., 1973; Livolsi, 1973). Se ha observado que
pacientes con artritis reumatoide que reciben aspirina de manera cronica tienen
‘poco riesgo de adquirir cancer colorectal, apoyando la evidencia epidemioldgica
de que el uso de NSAIDs, en particular de la aspirina, puede proteger del
desarrollo de céancer (Gridley et al., 1993). Recientemente se ha observado que la
aspirina al inhibir la actividad de ciclooxigenasas puede regular la angiogeénesis
inducida por células de carcinoma de colon (Tsujii et al., 1998). De igual manera,
se sabe que la aspirina puede inhibir la secrecion de MMP-2, aumentar la
produccion de cadherina-E e inhibir la invasion de células tumorales (Jiang et al.,
2001). .

Con estos antecedentes y los resultados obtenidos en este trabajo'se“
evalud si la aspirina era capaz de inhibir la adhesion inducida por TNF-a-y por los
productos secretados por las células tumorales. Los resultados muestran que e!
pretratamiento de las células endoteliales con aspirina disminuye su capacidad dé
adhesidon aun en presencia de los activadores. Esté inhibicion éprrelaciqné 'corrx
una menor translocacién de NF-xB al nucleo y un decremento en los niveles de la
molécula de adhesién ICAM-1 en la membrana de la célula endotelial.

Si bien, estos estudios fueron realizados in vitro, cabe resaltar que tienen el
antecedente de los pacientes de artritis reumatoide, por lo que es. posible
considerar a la aspirina o av, farmacos con actividad neutralizante de la activacién

de NF-xB como un complemento en las terapias para el tratamiento de cancer.

Inhibicién de Ié adhesioén, la posibilidad de una terapia.

Las céluiasv,turqqfa‘lles mimetizan la adhesion de leucocitos a endotelios
durante la reaccién inflamatoria. Experimentos recientes han demostrado que las
selectinas 'pueqen jugar un papel importante en particular en la metastasis de
carcinoma de colén (Nakamori et al., 1993; Sawada et al., 1994; 1993; Goetz et al
1995). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que no
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sélo la selectina puede estar involucrada en la adhesion de células (umorales. De
hecho, existen reportes en los que las moléculas de adhes:én mvolucradas 'son
distintas a las selectinas, como por ejemplo ICAM-1 y VCAM- 1(Langlely et al.,
2001; Maeda et al., 2002) s el :

Reclentemente. ha tomado fuerza la idea de establecer una terapla antl

esto es, 1) la separacidn de células tumorales mdlvnduales de grupos pequeﬁos de

células tumorales o del tumor primario como consecuencia de una reducc:én en la
tendencia de las células tumorales de mantenerse unidas y 2) el aumentoven fa
*adhesividad” de las células tumorales metastasicos que les permited mantenerse
unidas en la sangre para interactuar con las células endoteliales 'y extravasarce.
La mayor parte del reconocimiento intercelular que media los fendmenos de
adhesion requiere de grupos de carbohidratos expuestos sobre las moléculas de
adhesion. Por tanto, se establecen 2 puntos en los que la inhibicidn de ia adhesiéon
celular puede ser un blanco terapéutico: los mecanismos de pérdida de adhesiéon
entre las células metastasicas pueden ser interferidos o eliminados con la
aplicacién de inhibidores del procesamiento de la N-glicosilacién como la
castanospermina, la N-metilnojirimicina y particularmente la swainsonina y sus
analogos. Se ha reportado que la swainsonina reduce la actividad de la a-
manosidasa alterando el proceso de N-glicosilaciéon e inhibe fuertemente la
capacidad metastasica de las células tumorales de ratén MDAY—DZ'(De’n'nisb.‘
1986). . Esta actividad anti-metastasica de la swainsonina puede incluir su hablidad
para restablecer la inhibicién por contacto durante el crecimiento. y la
normalizacion del funcionamiento de algunas integrinas (Dennis et al., 1993). bé
hecho, existe un estudio en fase | utilizando a la swainsonina en paciehtes con
cancer avanzado que ha mostrado resultados promisorios (Goss et al., 1994). '

Se han alcanzado avances importantes en la caracterizacién estructural ‘y
funcional de carbohidratos asociados a moléculas de adhesidon que juegan un
papel importante en la diseminacién metastasica del cancer. El concepto de una
terapia combinada para el tratamiento de la metastasis ha surgido basada en la
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aplicacién de égi—égahtés para las células tumorales e inhibidores de adhesion
como’ las ghcoammas sintéticas . antimetastasicas y la tradicional terapia de
radiacidn o qu|m|oterapi' Laidea es sinergizar la apoptosis que inducen estas
terapias para evnar la resnstencia a drogas dependiente de adhesion que puedan
presentar: la células tumorales. Analogos sintéticos de glicoaminos son las
nuevas’ drogas antl-metastésicas que se encuentran en fase | de prueba clinica.
Sin embargo.‘la evidencia experimental indica que la terapia anti-metastasica
basada en el principio de la adhesién y los reactivos para el d|agn6$|tcc ‘de la
metéstasns se encuentran todavia en proceso de desarrollo.

~ Una de las nuevas ideas es el desarrollo de una terapia. basada en'la
modificiacion de la adhesién, esto es, la aplicacién combinada de int:libidores de'la
N-glicosilacién con el objetivo de restaurar la funcion normal de los receptores de
adhesion (como las integrinas) y las glicoaminas smtétlcas con’ énfasis en la
inhibicion de la agregacioén y adhesion tumoral basada en mteraccnones homo y
heterotipicas carbohidrato-lectina. Sin embargo,. con los resultados obtenidos en
este trabajo, es posible considerar la inhibicion locahzada de factores de
transcripcién como NF-xB para evitar la expresién de moléculas de adhesion
endotelial que favorezcan la adhesién y la Vdisremlrna:t:lén de! tumor. La terapia anti-
adhesidn para la metastasis de cancer tendria como blanco dos pasos criticos en
la cascada metastasica y puede limitar la habilidad de las células para encontrar
una “puerta de escape” para entrar a un tejido durante la diseminacién del tumor.
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“CONCLUSIQNES .

adhesidén inducida por Ios productos secretados por el !
" embargo, es posible que lCAM 1 uada estar pamc pando e

inducida por los productos s¢ os por Ias células tumorale

heslén al ser

ret:

5) Las citocinas proinﬂamatonas TNF—a e lL-*lB nosee uentran presemes
en los productos secretados por las células del Informa E HE y Eusebxa por o
que la activacion- endotenal se debe a la presencla de otro (s) factor (es) que
puedan cambiar el ‘fenotipo endotelial de-una manera dependxente del factor de
transcnpcnén NF-KB. : :
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PERSPECTIVAS

Este trabajo nos abrié un panorma a cerca los mecanismos de adhesién
entre las células tumorales y las células endoteliales, en donde existen varias
preguntas por contestar:

1) E! proceso de adhesidn requiere de moleculas de adhesion presentes
tanto en las células endoteliales como en las células tumorales. ¢Cuales son
éstas moléculas? (En que momento de la adhesidn participan? Por lo tanto, es
importante evaluar utilizando diversas metodologias la expresion y participacion de
estas moléculas durante el proceso de adhesion tumoral. '

2) Las células tumorales secretan factores que son capaces ‘de activar al
endotelio vascular. Es importante identificar que factores a parte de la IL-1py el

TNF-a que son capaces de activar al endotelio afectando: su” capactdad de
adhesion.

3) El factor de transcripcion NF-xB es |mportame para muchos procesos
celulares, entre los que se encuentra el proceso metastéslco Por Io que evaluar
su inhibicién con bloqueadores fisioldgicos es Imponante. 2

4) Los experimentos mostrados en este trabajo fueroh rééllzados in vitro, de
ahi que sea importante evaluar si se presentan los mlsmos electos anallzando el
proceso en un modelo in vivo. :
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Abstract

NF-x8 activation is an carly event dunng k

Y i related to adh of leuco-

cytes. We report that soluble products sccrcled by two human lymphom.n actuvate NF-xB, and increase the abilny of

cndathelial cells to adhere U937 cells in vitro. Analysis of the P e the absence of tumor necrosis

factor-a and interlcukin-1p. Interference of NF.x83 [ the i in U937 cell adhesion, suggesting &
role for NF-=l}

the of physical i the vas
cience lreland Lid.

and umor cells. © 2002 Published by Elsevier §

Keviwords: Endothelial cell: Cytokines; Tumor necrous factor-a: Ce 4 media: M

Inol, ctin: 1

1, Introduction has been shown that melanoma derived interleuking-

IB AL-13) activates NF-=B in endothelial cells,

Tumor cells secrete a variety of i and the adhesi of 1 ma cells due to the

growth factors with autocrine and paracrine action
that influence the surtounding cells and their interac-
tion with invading tumor cells. The cell-cell interac-
tion b ic and endathelial cells has been
postulated as an important event previous to tissue
invasion, involving pamcrme signaling, mechanical
contact and i i (1 n
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up-regulating of E-selectin, ICAM-1 and VCAM-1
(2]. Olher studics r:v:nl a positive correlation
of IL-la and lymph
node metastasis {3]. lL-lu derived from breast cancer
cells p. NF-«B ati and i of
NF.xB-dependent genes in normal skin ﬁbroblasls
[4]. B16M and Mecth A tumor ccells have also been
shown to secrete p. not yet

of inducing phenotypic changes in endothelial cells
[5.6). Although the intracellular targets for all these
products have not been completely defined, in addi-
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tion to NF-x3, AP-1 and the STAT family have been
proposed as likely intracellular mediators for these
effects (7).

The NF-«B family of eukaryotic transcription
factors function as homo- and hetero-dimers {8),
that includes pSO/p 105, pS2/pl00, RelA (p65). c-Rel
and RelB. Dimers bind 10 a set of related 10 base pair
(bp) DNA-binding sequences, collectively called =B
sites that regulate the expression of a wide variety of
genes. In the cytoplasm of most cells, RelUNEF-<B
transcription complexes are present in an inactive
state bound te inhibitory proteins collectively known
as IxBs {8). Through the action of a multitude of
extracellular signals IkBs are degraded. liberating
NF-xB. In patticular, endothelial cell activation by
pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis
factor-a (TNF-a) requires NF-xB activation for the
expression of 11.-183, IL-6, 1L . TNF-a, the inducible
NO . and cell-adl les (CAMs)
such as E-selectin, ICAM-{ and VCAM-1 [9,10].
The combined expression of these products and adhe-
sion molecules contribule to a normal inflammatory
response,

It has been postulated that tumor cell interactions
with the micro- Vascul:u‘ endotheliuwm is analogous 1o
! yu and_extravasation duting the
i processes d dent on NF-
xB acuvauun {1.11]. Hence, tumor cells with invasive
potential would benefit from increasing the adhesive
capacity of endothelial cells towards tumor celis in
much the same way as TNF-a or {L-1B, p

A. Estrada-Rernal es al. / Cuncer Letters a (2002) aax-xu

mitogen (0.01 pp/ml) (Biomedical Technologies
Inc., Stoughton, MA). Eulle cells were obtained
from a metastatic lesion in the neck of a 15 year-old
female patient with Hodgkin's disease, cells presented
Hodgkin's cell- hol and ¥ 1 CDIiS. a
marker of Hodgkin’s lymphoma, in addition to
CD19, CD20 and CD23 {13]. The Euscbia cell line
was derived from a metastatic lesion produced in NIH
Swiss nude mice that had been injected with the Eule
cell line. This second cell line was positive for the
same markers as the parental EuHe cell line. Both
EuHe and Eusebia cells were cultured in RPMI lack-
ing phenol red, supplemented with 10% FBS. Cells
from the human lymphoma U937, purchased from the
ATCC (Manassas, VA), were cultured in regular
RPMI supplemented with 10% FBS. All cells line
cultures were incubated at 37°C in a humidified atmo-
sphere with 5% CO:

2.2, Preparation of conditioned media from tumor
cells

Cells from the two different lymphomas were
cultured until they reached 100% confluence. The
cell layer was washed ten times with PBS-DMEM
(1:1 w/v) to serum Then, the
flasks were incubated with 25 ml of scrum free
RPMI, After 48 h the culture medium containing the
soluble products derncd from the tumor <cclls was

1 and ly 1fler < i The

leukocyte adhesion.

We show lh.u soluble factors derived from two
human human  1; cell lines
promote endothelial NF-xB activation linked to adhe-
sion of U937 cells.

2. Methods
2.1. Cell culture

Primary human endolhclml cells (HUVECs) were
lated from umbilical cords by p:

tion as previously ibed [12]) and 1
medium 199 supplemented with 10% FBS (GIBCOI
BRL. Rockville, MD), glutamine (2 mM). heparin (1
mg/ml) (Sigma, Saint Luis, MO), and endothelial

powder was diss 4in 1/10 of the original
volume and dmlyzcd with a PM-10 ultra-tiltration

by ¢ pore. MA). Protein concen-
tration was ith a J:
reagent (BioRad, Herculcs. CA).

2.3. Prey ion of diti d di
activated macrophages

from LPS-

U937 cells were differentiated with an 8 h pulse of
PMA (0.1 uM), and stimulated with LPS (0.1 pg/ml)
48 h later, as described [14]. After 30 min of LPS-
stimulation the cells were washed three times wnh
PBS to reduce the i LPS,
was recovered 3 h later.

2.4. Cell adhesion assay

The assay was d as i ib
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[15}). Stimulation of confluent cultures of HUVECs
was carried out for 3 h. A suspension of U937 cells
(1 X 10° cells/mi) was radiolabeled with [*H-thymi-
dine (1 pCifml) (NEN, Boston, MA) for 48 h.
Aliquots of the labeled cell suspension (250 10°
;.cll\/”S() p.l) were added to cm.h well. After 3 h of
all the cells  were

by 4 by 1wo washes with

PBS. The udhcr:nl cells were i 1 il 1

2.7. ELISA

Assays were pesformed following the vendor's

(R&D Sy N 1} MN). Fitty
p.| aliquots of the cnpmm antibody (2 pg/ml) were
used per well, with 100 ul of the sample or the stan-
dards. One pg/ml of the biotinilated capture antibo-
dies were used with streptavidine-alkaline

with 500 ul of 0.2 M NaOH and mixed with 3 ml of
sciatillation Auid and counted in u B counter (Beck-
man). Neutralizing antibodies (Pharmigen, San
Diego, CA) and the inhibitor BAY 11-7085 (Calbio-
chem. La Joya. CA) were added to the medium 1 h
prior to stimulation. Results are the percentage of
attached cells relative 1o the total number of U937
cells added per well.

2.5. Flow cytometry

HUVECS received the different stimuli or control
medium for 4 h at 37°C, washed twice with PBS and
incubated for 30 min at 4°C with the biotinilated
primary antibody sgainst E-selectin (diluted 1:1600
in PHS-BSA 5%) (Pharmigen. San Diego, CA).
Following a 30 min incubation with phycoerythryn-
labeled streptavidine (1:3000 in PBS-BSA 5%) at
3°C, HUVECs were detached with 4 mM EDTA,
resuspended in PBS. and analyzed in a FACScalibur
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA). Histo-
grams present the relal fluorescence intensity value
at 560 nm (FI).

2.6. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

NF-xB and translocation to the nucleus was deter-
mined as previously described [16]). The [P}-labeled
double strunded oligonucleotide used (5'-AGTT-
GAGGGGACTTTCCCAGG-3") contains the under-
lined NF-xB consensus sequence (Santa Cruz, Santa
Cruz, CA), antibodies for NF-«I3 complex analysis
were purchased from the same vendor. l’ruleix\/D'\lA

were ved in 5% ing poly-
acrylamide gels. dried and analyzed with a Storm 850
phosphoimager and the ImageQuant software (Mole-
cular Dynamics, San José, CA). EMSA for the SP1
transcription factor was performed in a similar way
using the oligonucleotide S'-ATTCGATCGGGGC-
GGGGCGAGC-3' (Santa Cruz, Santa Cruz, CA).

dilated 1:1000. Finally. 100 pl of p-nitro-
phenyl-phosphate (1 mg/ml) were added to cach well,
incubated for 30 min. The O.D. at 405 nm was
measured with a plate reader (Biotech Instruments
Inc., Highland Park, VT).

2.8. L9229 TNF bioassay

The assay was performed as previously described
117). Briefly, L929 cells were plated in 96-well plates
(1.2 % 10* cells/well). I\ﬂer 24 b lhc cullurc medium
was laced with 1 pp/mi of
actinomycin D with 100 ug of total protein from the
different conditioned media, or sequential 2-fold dllu-
tions. After 12 h of i i at 37°C.

cells were fixed and stained with crystal violet. The
stain was dissolved in 10% acctic acid (200 ul) and
the O.D. at 595 nm was determincd using a plate
reader. A standard curve with thTNF-a was included
in each assay. Results are expressed as the percentage
of viability relative to the control.

2.9. Siatistical analysis

Results are the average of three independent experi-
menss performed in triplicates; error bars indicate
standard deviation of the mean. Data were treated
with dent’s f-test to signifi-
cance,

3. Results

3.1. Enhancement of U937 cells adhesion to HUVEC
by pre-treatment with soluble producis derived from
human lymphomas

‘We compared the adhesion of U937 cells to HUVEC
that had been pretreated with: (i) TNF-a (Fig. 1A): (i)
the conditioned media from LPS-activated macro-
phages containing native TNF-a and IL-13 and other

1cC
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Fig. 1. Products secreied by the human lymphomas EuHe and Eusebia increase endothelial cell adhesion. HUVEC where pretreased for 3 h with

TNF-a (A}, conditioned media (CM) from LPS.

o
incubated with HUVECS for 3 h before evaluating ccl adhesion. * m p << .05, *= ae P < 0.01.

cytokines (Fig. 1B): or (iii) with the

media of tumor cells (C). U937 cells wete co-

fe 1 that the diti media derived from the

derived from the human ly EuHe or bi. ly change the rcslmg cndolhchal cell pheno-
(Fig. 1C). TNF-a and the conditioned medium from type i ing their adh to
LPS-activated mac!oph.l&es ch to a dosc dependent TNF-a.

in cell adh: a i v.nlue
of 34 and 40%, respectively, despite excess 3.2. Endothelial cell activation correlates with NF-x B
addition (Figs. 1A,8). The conditioned media from lhc activation
two fymp (EuHe and bia) also ind a
dose i} in cell (Fig. 1C). Activation of the NF-xB transcription factor is
While me m:ulm.ll cell adhesion mduccd by me Euse- essential for endothelial cell acuvauun by TNF-a and
bia i was 30%, otherp: . NF-«B activation in
reached 50% with the conditioned media fmm EuHe, HUVECS. was cv'dual:d by EMSA, 20 min after
19% above the i cell ionlevel i by he 6- and 8-fold
recombinant and native cytokines. The increase in ccll when u—e:u:d with producls derived from EuHe or
adhesion induced by the three di diti ia cells, respectively (Fig. 2A). A similar 6-fold

nedia remained unchangcd when they were tested in
the p: in-B (10 pp/ml), i ing no

increase was observed with TNF-a. The principal

of pr
:omammanon wuh LPS (data not shown), We

y TNF-a or by the soluble factors
derived from both tumor cell lines had a similar mobi-
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A TNF - o+ -

EuHo - - * -

Eusocbla - - - *

NF-KB»g .

Fold Increase

EUHE - +
a-p65 - -
a-p50 - -
Cold

"-Hf
- A

TNF-a - -+ + - -
EUHE - - -+ o+
BAY11-7085 -~ - o+ =
;
Sp-1 —P

Fig. 2. Activation of NF-xH in endothelial cells treated with soluble products secreted by lymphoma cells. (A} Nuclear extracts were prepared
20 min after the addition of 60 u g of soluble products secreied by tumor cells or 10 ng/ml TNF-a. A [*?P)-labeled NF-«B probe was used for the

EMSA. Numbers below each lane indicate the fold increases with respect 10 none-stimulated controls. (15) Analysis of the N

using the NF-xB probe with nuclear e
anubudies agaimst the pOS. the psO
independent eapenmenta. (C)
secreted by twmor cells 08 10 ng/mb TNF-o

lity (arrow in Fig. 2A). The speciticity of the DNA/NF-
xB complexes was confirmed using an unlabeled
oli ide probe as a i and with anl
P65 or anti-pS0 antibodies (Fig. 2B). With both ant
bodies the putative NF.xB complex was destabilized
indicating the presence of both NI--kB subunits. To
confirm that this effect of the products derived from
tmor cells on NF-kB was specific, we evaluated the
nuciear content of the Sp-1 transcription factor.
Neither TNF-a nor the products derived from EuHe
produced any change in the Sp-1 nuclear content,
alone or in the presence of BAY 11-7085. Hence,
conditioned media derived from both tumor cell lines
factors that 1y acti NF-«B, simi~
lar to TNF-a

<B complexes

racts trom HUVECS treated with 60 pg of the soluble products secreted by Eulle preincubated with
B subunits or competed with the unlabeled NF-«B probe. The image s representative of three
MSA analysis using an SP1 probe with nuclear extracts from HUVECS treated with 60 pg of soluble products

3.3. E-selectin does not participaie in ceil adhesion
induced by tumor-secreted products

‘The expression of E-selectin on the cell surface was
evaluated by flow cytometry. HUVECS treated with
TNF-a of with the soluble products from LPS-acti-
vated for 4 b sh a 10-fold i
in i ity above Is in 90% of the
cells. In contrast, only 10% of the endothelial ceil
population u—e.-n:d with condmoned mr.dm from
EuHe and E in
fluorescence intensity (Fig. 3A) \thle neulrallllng
antibodies against
U937 cells to endothelial cells treated with TNF-a
by 36%, thcy had no effect on the adhesion to

TESIS CON 7
FALLA DE (px

Y

of

a3
434
433
436
437
a3
4y
440
a0
442
4an

a2
146
447
4am
449
450
asi
as2
433
ass
ass
FI1Y
487
asw
as9

461

0%



sas

sie
527

<

ARTICLE IN PRESS

L] A. Estrada-Hernal et al. 7 Cancer Letiers xa (2002) auv-aaa
. om
Crrl
A £ i FI: 7
“Iﬂ" w0’ ro? w? 0t
W
- fimg oy N v
EuHe 120 pg TNF 10ng
K Fi: 67 F1: 1358
avn"‘ w' -u‘ w0 w0* so! ,33“ 0%
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Fig. 3. E->electn expreavion in respome o TNF-a and 5

(A) Flow cy analysis of E.
imoducts derived from tumor celis (EuHe and Eusebi

20 pghml) or

10 the soluble products denved from tumor cells.

on the susface of live HUVECs 4 h following stimulation with: TNF-a (10 ng/m). soluble

media from LPS.

(CM Macio: 160 pgf

mb). K1 average of the relative fluorescence intensity. () Cell adhesion assay in the presence of 2 ,.g/ml E-selectin nevirahizing antibuodies.
HUVECS were pretreated with TNF-a (10 ng/mi) or with soluble products derived from the Eutie celt line (60 ug/mi).

endothelial cells pretreated with the soluble products
derived from tumor cells (Fig. 3B). We that

«B und the increase in cell adhesion, BAY 11-7085.

E-sclectin does not participate in the adhesion of
U937 cells to HUVEC stimulated with the soluble
factors derived from tumor cells, and is not expressed
despite the activation NF-xB.

3.4. Increased cell adhesion induced by tumor cell
secreted products is dependent on NF-«B

To contirm the link between the activation of NF-

of IKK ylation of

l.(Bu was used (Fig. 4A) In the presence of S uM of
the inhi cell by 54 and 434%.
respectively in HUVECSs pretreated with the soluble
products derived from the EuHe and Eusebia cells.
When tested against TNF-a or soluble factors
by LPS i BAY 11-

7085 led 1o an 88 and 92% respective decrease in
cell adhesion (Fig. 4A). Two doses of BAY 11—
7085 (1 and 5 uM) reduced the translocation of NF-

s20
s3u
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Bay SuM - - - - -

EuHe
B Eusebia
Bay11-7085

Fold Increase

C EuHe - - - - h e
TNF- - + - - - -
Bay11-7085 = - + T T M

Fig. 4. Blocking NF-«B activation interfercs with cell adhesion induced by soluble products secreied by twmor cells. (A) Cell adhesion assay
was performed as described in Fig. |- HUVEC were preticated with (+) or withoul (=) BAY 11-7085 for | h before addition of TNF-a (1 ng/
m1). soluble faciors derived from tumor cclls (Eule and Eusebia® 7.5 g/ml) or cytokanes secreted by LPS-stimulated macrophages (Macro: 30
wg/ml). (B) Reduced translocatiun of NF-aB in the presence of HAY 11-7085 1 (0). of 5 (C) uM. HUVECs were pre-incubated with the
inhibitor for 1 h before stimulation with the soluble products derived from the tumor cells (15 pg) or TNF-a (10 ng/mb). Numbers indicate the

fold-increase of the signal of the NF-«13 camplea with respect 1o unticated controls (1ane 1). This image is representative of thiee independent
expeniments.

xB in to the sol fe derived from cffect of BAY 11-7085 is specific to NF-kB, we
both tumor cell lines (Figs. 3B,C). While for Eusebia, analyzed its effect on the Sp-1 transcription factor
1 M of BAY 11-7085 w ¢nough to produce (Fig. 2C). The inhibitor had no effect on Sp-1 nuclear
complete inhibition of NF-«B translocation, for content in HUVECs stimulated either with TNF-a or
EuHe and TNF-a 5 uM of the inhibitor were required with the soluble products derived from the EuHe
to obtain a similar effect. To prove that the inhibitory tumor cell line. We conclude that NF-xB activation

TESIS CCN
FALLA DE CRIGEN

o23

63

1i0




TICLE IN PRESS

8 A Estrada-Bemal et al. 7/ Cancer Letters ax (20024 xa-
A 120
100
Zeo
g 60
40 ﬂ
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o1 sl
=z g3z 3- 3 8a3R®E FEIR 2
TNFEeu (nQ/m1) Eutte (poim) etla tugimt)
0.0 ng/mit 0.0, ol
B 0.027 0.003 0.019 9.76
0.056 0.007 0.078 19.53
0.102 0.015 0.18 39.08
e 0.205 0.031 TNFex 1.506 156.26
45 0.062
0.782 0.125
4.709 0.25
2.5443 0.5
EuHe 0.035 0.0038 N.O.
Eusebia 0.005 0.00055 N.O.

Fig. 5. Lack of TNF-o or IL1-B among the soluble products secreied by tumor cells. (A) L929 4 munnc fibroblasts where tzeated with the

indicated doscs of TNF-a or soluble fuctor from tumor cetls. Cell visbility was
TNF-a or IL-1[ in the soluble products secreted by tumor cells. ND: not detected.

dhesion ind

is ¥y for the i in cell

thods. (B) ELISA for

by tumor cell derived soluble products.

3.5. Soluble products derived from Euble and Eusebia
bomphomas lack TNF-a or 1L-13

Endothelial activation activity secreted by tumor
cells were retained an ultratilter membrane with a
10 000 cut off value (Millipore) and past through a
similar membrane with a 50 000 cut off value. Preli-
minary fractionation revealed that the activity was not
retained in a Mono-S scpharose column (data not
shown). None of the two conditioned mcdm derived
from tmor cells i TNF-a

cell p ype results from factors differ-
ent to TNI‘-c. or IL-18.

<. Discussion

Activated endothelial cells participate in neutro-
phyle and PMN adhesion and extravasation from the
bloed stream to the tissues during the inflammatory
reaction [18]. Similar molecular mechanisms have

cen p for cell adhesi and
of metastatic cells {19]). Here we report lh..ll soluble
factors secreted by two human lymphoma cells alter
the endulhelml phenotype in vitro promoting an

city, even with and excess of 100 pg of p(olcln (Fig.
5A). nor was there any detectable TNF-« in the two
condmonr.d medla using ELISA tests (F:g 5B). lL-lﬂ
was below the

state, in which increased adhesion
of U937 cells is linked to the activation of NF-xB.

Several studies indicate lh:n tumor cclls secrete
soluble factors ble of i

to obtain any b-olog,nc:.l response, (0.5 pg/ni in EuHe
and 3.9 pg/ml in Eusebia). Hence the change in

picch in human heli. cclls in viuo. Bi6M
tumor cells secrete products that induce hepatic sinu-
soidal endothelial cells to liberate cytokines like IL-)
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that in an autocrine way promote the €Xpression of
VCAM-1 [S]. The conditioned media from Mecth-A
tumor cells vontain factors that promote remodeling
of endothelial cells in viro [6]. In these cases the
factor(s) fesponsible  for these  ef semains
unknown. Although TNF-a and [L-1f8 are the best
characterized endothelial cell activators {201 ELISA
tests and cytotoxicity assay for TNF-a provided no
evidence for their presence among the soluble factors
derived from the EuHe or Euscbia lymphoma cell
Hence, the factors responsible for 1he lial

vation of different ction patl b
TNF-a and the soluble factors sgurucd by tumor
cells that neverthel share NF-x13 activation,

Both ceil adhesion and NF-«B activation rose
during stimulation with the tumor derived factors
and decreased with the inhibitor of {«Ba phosphory-
lation BAY 11-7085. The lack of complete interter-
ence of BAY 11-7085 with cell-adhesion sug

i ing pathway not affected by
this Inhlbllon The fact that BAY 11-7085 complete

phenotypic changes induced by the conditioned

1 the in cells treated with TNF.a and

media by these two human lymphomas are difterent
10 these two cytokines, they are between 10 000 and
50 000 in size and do not bind to Mono-S sepharose.
We are currently cxploring the presence of other
proinflammatory cytokines. Based on the P d

the i media of activated macrophages
suggests that while cell activation by proinflammatory
cytokines depends on IkBa degradation tumor cell
derived factors require other 13 isoforms 8],

ln this study, two lymphoma cell lines that secrete

activators of NF-«B in endothelial cells lcccnuy

ble of activating endothclial cells were
u<=d The Eusebia cell line, generated in nude mice

reviewed [21]. and on the known phy

properties of the biological activity of the conditioned
media, NGF is a likely participant, but not necessarily
the only active factor secreted by tumor cells.

The soluble factors derived from tumor cells
promoted translocation of NF-xB complexes contain-
ing both the p65 and pSO subunits, that are likely to
form heterodimers. This effect is specific to NF-xB,
since no change in the nuclear content of the transcrip-
tion factor Sp-1 was observed in response to the solu-
ble products derived from tumor cells, nor to TNF-a.
nan the presence of the lnhlbnur B»\Y l|-7ubs
Sp-1 nuclear content ¢ 1
a specific etfect for this mlubuur

NF-xB plays a crucial role in the qu\alxon of the
endothelial cells in r to pr f y

with the original tymphoma Eule, retained
biological activity able to change the endothelial
phenotype. Hence the production of soluble factors
capable of altering the endothelial phenotype was
retained in the sccondary tumor. The soluble products
derived from these two cells lines ditfercd only in nu.
maximal levels of cell adh evoked, but p

the same effects on the translocation ole'-n(B and the
interference with BAY 11-7085. Our results suggest
that both cell lines secrete the same factor(s) respon-
sible for the phenotypic change linked to NE-«i3 acti-
vation. We postulate that the presence of endothelial
activators derived from tumor cells act on NF-xB,
promoting genc expression patterns that lead 10 a
phenotype charactesized by an increased cell aghesion

<

pacity. Although many different cell adhesion

P
tokines promoting the expression of E-sel
[5.19]. which is necessary for cell adhesion of differ-
ent tumor cells 10 endothelial cells [22
the amounts of NIF-xB transl, to the ! are

may be d in P o
tumor derived products, NF-xB activation may be a
}. Even though more In tumor cell

similar for TNF-a and for the soluble products
secreted by tumor cells, this was not cnough to
promote an equivalent expression of E-selectin, prob-
ably due to the lack of a co-stimulant signal induced
by pro-inflamimatory cytokines or to the ivatl of

linked to NF-xB activaion in endothelial
cells could become a target for the interfesence of
this cell-cell interaction,

a signaling pathway with a repression effect. In addi-
tion, the lack of interference of anti-E-selectin neutra-
lizing antibodies |nd|c.\lc< that in this ccll—ce"
interaction other cell o fes are
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