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“En su afan por conquistar un mayor territorio, las células neoplasicas
transforman al organismo que las alberga, sin importar si dicha

transformacién ocaciona a la larga su propia destruccion.”
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Resumen

El objetivo de 1a presente tesis fue determinar la presencia y actividad enzimatica
de las metaloproteasas de matriz (MMPs), asi como de sus inhibidores TIMP-1 y
TIMP-2, en células de cancer pulmonar. La actividad enzimatica presente en los
medios de cultivo y extractos celulares se determind por medio de zimogramas de
gelatina y caseina, y de ensayos de actividad colagenolitica y gelatinolitica
utilizandose sustratos radiactivos. La presencia de MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-
9, TIMP-1 y TIMP-2 inmunorreactivbs se corrobord por estudios de
inmunocitoquimica y Western blot. Se midié la capacidad de invasion de las
células neoplasicas en un ensayo de invasion in vifro con Matrigel. Se estudio
también la influencia del Matrigel y de la gelatina sobre la actividad gelatinolitica
de las células neoplasicas. -
La mayor actividad colagenolitica se encontrd en los medios que correspondian a
una linea celular de adenocarcinoma. La mayor actividad gelatinolitica se
observé en los extractos celufares del carcinoma de células pequefias. No se
pudo detectar actividad caseinolitica en ninguna de las muestras. En todas las
células se identificaron MMP-3 y MMP-9 en estado activo y/o latente. MMP-1 y
MMP-2 se observaron sélo en los carcinomas epidermoides y de células
pequenas. TIMP-1 se encontrd en todos los medios de cultivo con excepsion del
‘carcinoma de células pequefias, como una banda de 21 kD, y como polimeros.

TIMP-2 se hallé formando complejos inmunorreactivos de alto peso molecular que
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podrian corresponder a los complejos proMMP-2/TIMP-2. Los ensayos de
invasion mostraron que las células neoplasicas y los fibroblastos, tenian la misma
capacidad invasiva, y que esta capacidad era diferente a la de las células
epiteliales normales. La presencia del Matrigel o de la ‘gelatina en los cultivos
celulares, activaron a MMP-2 y MMP-9.

Estos resultados mostraron que las células neoplasicas pulmonares son capaces
de producir MMPs y sus inhibidores, encontrandose la mayor actividad
gelatinolitica en los extractos celulares correspondientes a carcinoma de células
pequenas. Esta actividad enzimatica aunada a 1a ausencia del inhibidor TIMP-1
podria estar en relacion con elrcomportamiento clinico metastasico que se
observa en este tipo de céhcer pulmonar. Finalmente, la capacidad de invasion de
tas células parece no s6lo depender del papel que tienen las MMPs en la
degradacion de 1a matriz extracelular. Las inter'acciones que las células
establecen con la matriz pueden activar mecanismos independientes en Ioé que

participan las MMPs, que permiten la migracion de las células.
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Abstract

lThe aim of the present study was to examined the presence and enzymatic activity

-

of matrix metalloproteases (MMPQ), and their inhibitors TIMP-1 and TIMP-2 in lung
cancer cells. Enzymatic activity from cultured media and cell extracts, was
measured by gelatin and casein zymography, and radiolabeled gelatin and
collagen degradation assays. Immunocitochemestry and Western blot analysis
were performed to corroborate the presence of immunoreactive MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 proteins. {nvasion capacity was examined in
an in vitro invasion assay with Matrigel. It was also studied the influence on
neoplastic cells gelatinolytic activi‘ty by Matrigei and gelatin.

The highest collagenolytic activity was found in the media from an
adenocarcinoma cell line. The highest gelatinolytica activity was observed in the
cell extracts from a small cell carcinoma cell line. It was not possible to detect
caseinolytic activity in any sample. MMP-é and MMP-9 were identified in all celis
in their active and/or latent forms. MMP-1 and MMP-2 were only observed in the
epidermoid and small cells carcinomas. TIMP-1 was found in the media of all cells
as a 21 kD band, and as TIMP-1 polimers with the exception of the small-cell
carcinoma samples. TIMP-2 was found as higher-order molecular immunoreactive

complexes that may correspond to proMMP-2/TIMP-2 complexes.

-
-
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Invasion assays showed that neoplastic and fibroblasts cells have the same
invasion capacity but different from normal epithelial cells. MMP-2 and MMP-9
were activated by the presence of Matrigel and gelatin in cell cultures.

These results demonstrated that lung neoplastic cells produce MMPs and their
inhibitors, with the small cell carcinoma cell extracts showing thé highest
gelatinolytic activity. This enzymatic activity plus the absence of TIMP-1 inhibitor
fits well with the clinical mestastatic behavior of this type of lung cancer. Finally,
the cells invasion capacity is not just the result of extracellular matrix degradation
by MMPs. Cell migration may results froh cells and matrix interactions that

activate independent mechanisms in which MMPs participate.



Introduccion

cFuma?

Una de las preguntas obligadas que se le hace a un paciente cuando se
sospecha de la presencia de cancer pulmonar (CAP), es si tiene el habito de
fumar, ya que tradicionalmente, se ha considerado al tabaquismo como uno de los
factores de riesgo mas frecuentemente asociado a esta enfermedad. Esta
asociaciéh ha colocado a las campafias antitabaquismo como las medidas
preventivas mas eficaces.’ Sin embargo, a pesar de ellas el CAP se ha
incrementado ocupando en los paises industrializados como USA la primera
causa de mortalfdad por neoplasias 'en el sexo masculino, mientras que en el sexo
femenino ha sufrido un incremento tal que sélo el cancer de mama se encuentra
por arrilba, con una tendencia a incrementarse.?® En México a pesar de no existir
un registro epidemiolégico que abarque a toda nuestra poblacion, los datos
obtenidos en 1996 por parte de SSA indican que esta neoplasia ocupa el primer
lugar de fallecimientos por cancer en la poblacién masculina y el tercero en la
femenina. Por otro lado, sélo elm20% de los adictos al tabaco desarrollan la
enfermedad, por lo que otros factores de riesgo deben considerarse, ademas del
tabaquismo, sea activo o pasivo.® Entre estos factores se encuentran factores
ocupacionales como la exposicién a asbesto, la exposicién intradomiciliaria a
radiaciones alfa (radén), factores nutricionales, contaminacién ambiental y unido a

todo ello, la susceptibilidad genética del individuo a adquirir este tipo de



neoplasia. Todas estas condiciones pueden variar de un tipo de poblacion a otra,
aun dentro de un mismo pais, y su interaccién puede ser determinante para que
un idividuo desarrolle CAP.*"?

Para disminuir l2 incidencia de CAP es necesari;a conocer mas de sus
mecanismos etiopatolégicos para que tanto las medidas de prevenciéon como las
terapeuticas sean realmente efectivas. Desafortunadamente existe también el
grave problema de que los pacientes con CAP llegan a consultar al médico
cuando ya presentan metastasis a otros 6rganos como son higado y cerebro. Los
resultados del tratamiento de estos pacientes son desalentadores pues mientras
el tumor primario puede responder al tratémiento, no lo hacen asi las metastasis.
Este es un problema general para todes los tipos de cancer por lo que se estan
llevando acabo estudios para entender los mecanismos moleculares y eventos

celulares que permiten la formacion de las metastasis.

Una enfermedad y su historia natural.

El cAncer pulmonar es sélo una de las mas de 100 formas que existen de cancer.
En términos generales, se dice que el cancer es un proceso microevolutivo que
ocurre en una poblacién celular en una escala de tiempo que varia de meses a
afos, y que depende de los mismos principios de mutacién y seleccién natural
que rigen la evolucion de los seres vivos."

En la historia natural de esta enfermedad (familia de enfermedades), se pueden
identificar diferentes etapas de acuerdo a los eventos moleculares y celulares que

en ella ocurren. Estas etapas son similares para todos los canceres
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independientemente de su origen celular. Por ejemplo, para un carcinoma
(cancer de origen epitelial) 1a enfermedad se inicia cuando una célula dentro del
tejido normal sufre una mutacion silenciosa, irreversible,‘ por efecto de un agente
carcinogénico o inductor como sustancias quimicas, virus- oncogénicos,
radiaciones como la ul:ravio!eta-, etc. La célula que posee esta mutacion asi como
sus descendientes morfologicamente se ven normales. Sin embargo puede existir
un aumento en la proliferacion celular (hiperplasia) cuando la mutacion se localiza
en una de las copias de un proto-oncogen (mutacion oncogénica). Después de
varibs meses o anos, y por la exposicion a estos agentes en repetidas ocaciones
o cuando las células “iniciadas”. se encuentran en contacto con los llamados
agentes promotores, (como los ésteres de forbol), las células pueden adquirir
otras mutaciones que originen la pérdida del control del crecimiento y de la
proliferacion  celular. La morfologia dé las células se altera asi como su
orientacion, y se dice que en el tejido existe una lesion displasica. Estos cambios
estarian en la denomidada etapa promotora. Después de un tiempo pueden
existir mas mutaciones que ocacionen completa pérdida del control de Ia
proliferacién celular, asi como un cambio completo de la morfologia de la célula
en relacion con el tejido normal (etapa de progresion). Si las células ain no han
invadido los tejidos vecinos, es decir, las membranas basales se encuentran
integras, se dice que existe un carcinoma in sifu, el cual se considera una
neoplasia benigna. Pero las células pueden ain presentar mas mutaciones y

entonces adquirir la habilitad de migrar fuera de lo que seria el tumor primario,
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invadir los tejidos vecinos, y a través de los vasos sanguineos y linfaticos llegar a
organos y tejidos distantes donde iniciarian una nueva colonia. A este ultimo
evento dentro de la etapa de progresion se le conoce como metastasis.’"

La etapa de iniciacion o induccién asi como [a etépa de promocion se harn
estudiado ampliamente logrando la identificacion de dos clases de genes que se
encuentran involucrados en el control del ciclo celular. Los oncogenes
dominantes que codifican para proteinas que estimulan la divisién celular, y los
genes recesivos o genes supresores del fenotipo tumorogénico (anti-oncogenes),
que codififican para proteinas que inhiben el ciclo celular. Los oncogenes pueden
activarse a partir de genes normales (proto-oncogenes) por diferentes
mecanismos como son la mutacién (ras), y la sobre-expresion ¢ amplificacion
(myc), lo que ocaciona que las células pierden [a regulacion de su proliferacion y
se transforman en células neoplasicas.'>"® Entre Ic;s oncogenes asociados a CAP
estan la familia de-los genes myc y ras, los genes neu, myb, raf y jun, siendo de
mayor utilidad pronostica por su frecuencia de asociacion con determinados tipos
histolégicos de CAP.ras, myc y neu (Tabla 1).2% 7
Alteraciones en los llamados antioncogenes también se han relacionado con la
aparicion de CAP. Estudios de citogenética que se han realizado en células
neoplasicas pulmonares, han revelado la presencia de mutaciones y delecciones
en cromosomas que albergan genes recesivos o antioncogenes (Tabla 2). Entre

ellas se han encontrado alteraciones en el cromosoma 13q donde se encuentra el

gen del retinoblastoma (rb), y en el cromosoma 17p donde se localiza el gen p53.
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Tabla 1. Oncogenes asociados a cancer pulmonar.

Gen Estirpe histolégica Tipo de mutacion

Frecuencia

Ki-ras CCNP mutacion puntual 26-50

%

(adenocarcinoma)

Ha-ras CCNP deleccién 9%

c-myc CCP amplificacién, sobre expresion 11-44 %
CCNP sobre expresion ' 10 %

L-myc CCP sobre expresion 5-33%
CCNP sobre expresion 4%

N-myc cCpP sobre expresion 6-25 %

Her2/neu CCNP sobre expresion 27-37 %

c-myb CCP sobre expresion 87 %

c-raf-1 CCP sobre expresion B comudn
CCNP sobre expresion comun

c-jun CcCP expresion —
CCNP expresion -

CCP = carcinoma de células pequenas.

CCNP = carcinoma de células no pequeiias como carcinomas epidermoides

_ y adenocarcinomas.
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Tabla 2. Antioncogenes asociados a cancer pulmonar

Gene Estirpe hitolégica Tipo de mutacion Frecuencia
Rb CCP deleccion +90 %
mutacién puntual
p53 CCP deleccién, mutacion +50 %
CCNP puntual, rearreglo +45 %
3p CCP deleccion +90 %
CCNP deleccién 25-50 %

CCP = carcinoma de células pequeiias
CCNP = carcinoma de células no pequefias como adenocarcinomas y

- carcinomas epidermoides



12

asi mismo, parece existir una relacidn de CAP, principalmente del carcinoma de
células pequenas con delecciones en el brazo corto del cromosoma 3 (3p).

Por otro lado, mientras los oncogenes y antioncogenes se han asociado ha las
etapas de iniciacion y progresion del CAP, existe creciente evfdencia de que los
factores de crecimiento pueden juegar un papel crucial como agentes promotores
en este tlipo de neoplasias, involucrandose en su accion tanto mecanismos
paracrinos como autocrinos. Entre los factores de crecimiento mas
frecuentemente asociados con CAP se encuentran el péptido liberador de
gastrina (GRP) (bombesina en anfibios), presente principalmente en carcinoma de
células pequedias, y el receptor para factor de crecimiento epidérmico (EGF)
presente hasta en un 80% de los carcinomas epidermoides principalmente en
estadios avanzados (lll). Z

La proliferacién celular anormal, acompafada de la pérdida del control del
crecimiento celular no son e! Unico mecanismo necesario para que un grupo de
células se conviertan en células neoplasicas, sino que tambié_n existe una
represion de los genes que inducen la apoptosis, inhibiéndose este proceso.®***
Ademas, la disminucion de la muerte celular programada parece relacionarse con
un aumento en la poblacion celular resistente a la quimioterapia lo cual

compromete ain mas la vida del paciente.

La dltima estacién: La metastasis.

Dentro de la evolucion natural del cancer, existe un porcentaje de células que

debido a la serie de mutaciones que han acumulado desarrollan la capacidad de
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invadir los tejidos vecinos: é-scapando a todo tipo de control que mantiene a una
célula determinada en un lugar especifico. Estas células por si solas, y en
algunos casos auxiliadas por el médico, salen hacia el torrente sanguineo para
forrhar lo que se conoce zomo micrometastasis que si no se tratan, tarde o
temprano creceran y se haran clinicamente manifiestas,

El mecanismo(s) molecular responsable de la formacion de metastasis no se
conoce con exactitud. Sin embargo algunos principios generales se han logrado
esclarecer. Conforme la neoplasia evoluciona comienza a existir una
heterogenicidad celular en cuanto al grado de crecimiento, cariotipo, contenidb de
receptores, respuesta hormonal, susceptibilidad a la terapia antineoplasica,
inmunogenicidad y potencial metastasico.”® Esta (ltima caracteristica consiste en

[}

fa capacidad que adquieren las células neoplasicas de invadir los tejidos vecinos
y formar colonias celulares en lugares distantes al tumor primario con fines de
“supervivencia®. El potencial metastasico no aparece al mismo tiempo en todas
las células de un tumor primario, e inclusive existen diferencias en el grado en
que se manifiesta esta habilidad entre una célula y otra. Ademas la capacidad
metastasica de una neoplasia puede ser diferente de un paciente a otro aunque
en ambos casos se trate del mismo tipo de cancer e inclusive de la misma
variedad histolégica, por lo que el pronoéstico en ambos casos puede ser muy

diferente. Esto confirma que existen otros factores tanto intrinsecos como

”, - ' x .
extrinsecos, relacionados con el dekarrollo de las metastasis.
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Al igual que se ha observado una asociacion entre las etapa de iniciacion y
promocion con la activacion e inhibicidn de genes especificos, se ha buscado una
relacion similar con la adquisicion del potencial metastasico, es decir, la
identificacion de los llamados genes de la metastasis o metastogenes. % Se ha
propuesto la amplificacion de oncogenes como el mecanismo que induce la etapa
de progresion de la neoplasia. Sin embargo, se han encontrado diferencias en
cuanto a la expresion de oncogenes entre el tumor primario y sus metastasis los
cuales pueden estar igualmente expresados, sobre expresados, o no expresarse
del todo, lo que lleva nuevamente a la conclusion de que para que una célula sea
metaétésica se requiere ademas de otros factores. El oncogen que se ha
relacionado con mayor frecuencia con la capacidad metastasica es el gen ras,
encontrandose un aumento de la proteina que codifica (p21), en células altamente
metastasicas. Los oncogenes mos, raf, src, fes y fms también se han relacionado
con la aparicion del potencial metastasico sin embargo parece ser que estos
efectos se ejercen a través de la accién del oncogen ras.”?® Otros oncogenes
asociados al comportamiento metastasico de ciertas neoplasias en humanas son

22 En el carcinoma

HER-2/neu en cancer de mama y N-myc en neuroblastomas.
pulmonar de células pequenas se ha encontrado N-myc, sin embargo no se ha
logrado establecer una correlacién clara entre el grado de metastasis y la
amplificacion de este oncogen.”

Por ofro lado, existe también la posibilidad de que el control genético de la

metastasis se lleve acabo por la desactivacion de genes especificos, los genes
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supresores de la metastasis.*® Este tipo de genes bien pueden funcionar
incrementando la inmunogenicidad de la célula neoplasica en el huésped, o bien,
codificar para una proteina que actle como inhibidor en alguno de los eventos
que ocurren dentro del proceso de metastasis o actuar directamente en el ADN o
ARN asociados a los metastogenes. Entre [0s genes supresores de metastasis se
encuentra el gen nm-23 cuya expresibn se ha observado disminuida en
adenocarcinoma pulmonar, y en carcinoma de mama y colon con alto potencial

metastasico.®'

Sin embargo, existe también evidencia de una expresion
independiente de este gen, de la cépacidad metastasica en células de melanoma
de ratén, y en células neoplasicas renales y de colén de origen humano.* Otro
oncogen que se ha relacionado con la regulacién del potencial metastasico en
raton, es cfos que parece ejercer su accion gl activar la transcripcion de la
proteina H-2K. Esta proteina esta relacionada con el complejo méyor de
histocompatibilidad y su expresién aumenta la inmunogenidad tumoral.*® En el
humano el papel de c-fos en este contexto, ain no esta claro. Otros genes cuya
expresion se ha encontrado aumentada en celulas de adenocarcinoma mamario
de rata no metastasicas, son WDNM1 y WDNM2.%% La expresion de estos genes
esta disminuida en las células con potencial metastasico.

El estudio del control genético de la metastasis es dificil pues implica el estudio
de cada uno de sus pasos lo cual lo hace sumamente complicado. Esta serie de
eventos o0 pasos se inician con el desprendimiento de la célula del tumor primario

y de la matriz extracelular (ME), es decir, cuando aparecen alteraciones en las
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moléculas de adhesion como {a E-caderina que mantiene una célula unida cori
otra, y las integrinas que mantienen las células unidas a su matriz extracelular.®**
Las células neoplasicas abandonan el tumor primario penetrando hacia los vasos
sanguineos y linfaticos que se encuentran cercanos al tumbr, o bien a través de
los capilares que ellas mismas han generado para su nutricion (angiogénesis).
Una vez en la circulacion la célula se tiene que enfrentar a los mecanismos
inmunolégicos del huésped asi como al estrés mecanico del torrente circulatorio,
y sobrevivir hasta encontrar el sitio de salida hacia un tejido donde pueda
desarrollarse. Esta es una carrera también contra el tiempo pues una célula
neoplasica tiene que encontrar donde anherirse antes que los mecanismos de
apoptosis se activen por inhibicion del complejo proteico conocido como E-CDK2
ciclina que participa en la reguralcién del creciiziento y prolifercién celular. Esta
dependencia de la adhesion esta mediada por integrinas especificas que se
encuentran en las matrices extracelulares y que difieren de un tejido a otro.”
Paget se referia a ello cuando decia que existia una “tierra” (soil) apropiada para
cada tipo de “semilias” (seeds), identificando al tejido como la tierra y a las células
como las semillas.” Esto se puede observar clinicamente dentro del proceso de
metastasis donde existen sitios que por su red capilar y su localizacién, serian los
sitios predecibles para una metastasis como son el higado y el pulmon, pero hay
tejidos donde no existe tal relacion y ain asi, las células neoplasicas encuentran
un lugar apropiado para establecer una nueva colonia. A nivel molecular puede

considerarse que cada célula tiene un “cédigo postal” determinado por receptores
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de membrana que se unen a integrinas especificas. Si la célula neoplasica no
encuentra su correspondiente “codigo postal” o si se une a una matriz diferente,
se activan la apoptosis y la célula muere. Sin embargo, la carrera no termina aqui,
pues la célula tumoral tiene que proliferar para crear una nueva colonia lo cual
depende del microambiente local constituido por factores de crecimiento y
hormonas que produce el huésped, factores de crecimiento que sintetizan las
mismas células neoplasicas, factores angiogénicos que le permitan a la nueva
colonia la formacion de una red capilar que le garantice su nutricién y la futura

liberacién de células gue inicien una nueva carrera (Fig. 1).

Participacion de las metaloproteasas de matriz en la metastasis: ;la clave?

Uno de los principales criterios para definir la malignidad de un iumor es lai
pérdida de integridad de la membrana basal (MB). Si esto ocurre por ejemplo, en
un tumor de origen epitelial éste deja de ser considerado una lesién benigna
(carcinoma in situ), para ser ahora catalogado como una lesidon maligna
(carcinoma invasivo).*® La invasividad se define como la capacidad que tienen las
células neoplasicas de lesionar y penetrar en los tejidos circundantes. Es ademas
un evento que se presenta no sélo al separarse una célula del tumor primario,
sino que es recurrente durante la historia natural de la formacion de las
metastasis.* Durante el crecimiento del tumor mientras las células invaden los
tejidos adyacentes, célulés endoteliales invaden a su vez a la neoplasia, desde

las vénulas y capilares vecinos, proceso que se conoce como angiogénesis. A



Figura 1. La cascada de la metastasis.

La metdastasis es el proceso por el cual las células neoplasicas malignas
colonizan 6rganos distantes. Primero, las células neoplasicas se desprenden del
tumor primario e invaden la membrana basal que las separa del resto del tejido.
Después penetran en los vasos sanguineos que las nutren hacia el torrente
circulatorio. Las células que sobreviven al “estres mecanico” y a las defensas
inmunologicas del huésped y que liegan a un capilar adecuado, -puedan adherirse
a las células endoteliales y penetrar la membrana basal. Una vez en el nuevo
tejido, si el microambiente se los permite, las células proliferan formandose una
nueva colonia. Afortunadamente, sélo u|:| pequeno porcentaje -una en 10,000- de

las células neoplasicas que abandona el tumor primario sobrevive para iniciar una

nueva colonia.
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través de la nueva red capilar que asi se forma, por un lado las células de -Ia'.-
respuesta inmune emergen hacia la neoplasia, y por otro, las células
neoplasicas penetran hacia la luz de los capilares (intravasasion), y de ahi, a la

. "
circulacién sistémica. Cuando las células encuentran un tejido que favorece su

crecimiento, invaden las paredes de los vasos (extravasacion), hacia los tejidos

para fermar una nueva colonia.

-La capacidad de invasion de la célula neoplasica depende de diferentes

mecanismos entre los cuales destacan: 1) el aumento de la movilidad de la célula,
que es consecuencia de la disminucidn en las uniones intercelulares y de
aquellas que unen a las células con la matriz extracelular (ME); 2) aumento en la
velocidad de duplicacion celular que por mecanismos estrictamente mecanicos
[
desplazan a los tejidos vecinos; y 3) ia degradacién activa de fa ME.*® Este Gitimo
punto es de particular interés yé que las MEs constituyen un microambiente -
extracelular que influye en la diferenciacion, proliferaién y organizaciéon de las
células, participando en eventos como la organogénesis, embriogénesis,
reparasion tisular, implantacién de la placenta, etc.*" Es por esto que se ha
hecho particular énfasis en la relacion de las células neoplasicas y la ME, y en el
efecto que tienen sobre las células normales los cambios en la ME causados por
el proceso de invasion.
La invasién de la ME por las células neoplasicas es un proceso localmente

controlado, que consta de tres pasos: 1) las uniones células-ME se rompen

mediante la protedlisis de la laminina y fibronectina, y de los otros componentes
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de {a ME que se encuentran en contacto con la célula; 2) la célula migra a través
de las proteinas que se degradaron; y 3) se vuelven ha establecer uniones con la
ME, repitiéndose este ciclo una y ofra vez (protedlisis, migracion, unién, etc).®
En la “destruccion” de la ME, las células neoplasicas requieren de una serie de
enzimas proteoliticas que degraden cada uno de los componentes de la ME. Las
eniimas que se han involucrado en este proceso pueden dividirse en tres grupos:
1) las serinproteasas como la plasmina, elastasa, y catepsina G; 2) las
cisteinproteasas como la catepsina B y D; y 3) las metaloproteasas de matriz
(MMPs).* De estas enzimas las MPMs son las que se han encontrado con mayor
frécuencia en asociacion con el fenotipo invasivo de las células neoplasicas.

Las MMPs son un grupo de endopeptidasas dependientes de calcio y zinc, que se
han clasificado- en subgrupos en base a la especificidad con que degradan
determinados  sustratos en: colagenasas intersticiales, gelatinasas,
estromelisinas, elastasas, y una subclase Qque incluye miembros con
caracteristicas que no se habian observado en otras MMPs (Tabla 3).*° Algunas
de las enzimas que .pertenecen a esta subclase poseen un dominio
transmembranal permitiendo su localizacion en la membrana celular. Tal es el
caso de las metaloproteasas de matriz de membrana MT-MMP-1, MT-MMP-2 y
MT-MMP-3.°"*° También se ha encontrado en algunas MMPs Ia presencia .de una
secuencia rica en residuos de aminoacidos basicos RXKR que corresponde al
sitio de reconocimiento. de la enzima furina® Esta secuencia parece estar

involucrada en la activacion intracelular de la estromelisina-3, y en la activacion



Tabla 3. La familia de las metaloproteasas de matriz (MMP).

Subgrupo Nombre comun MMP Mr Substratos
Activa Latente

Colagenasas Intersticiales

Colagenasa Intersticial-1 MMP-1 42 kD 52 kD Clg I-111, VI,
46 kD 56 kD VIl
Colagenasa de Neutrofilo-2 MMP-8 65 kD 75 kD Cig |-l
Colagenasa-3 MMP-13 nd 54 kD Clalll
Estromelisinas .
Estromelisina-1 ‘ MMP-3 45 kD 56 kD LMN, FBN, elastina
y 28 kD 59 kD proMMPs
Estromelisina-2 MMP-10 55 kD 60 kD Igual que MMP-3
Matrilisina MMP-7 19 kD 28 kD FBN, LMN, clg IV,
, gel, proMMPs, PrG,
elastina
Estromelisina-3 MMP-11 - 29 kD alfa-1-antitripsina
OW_mzzmmmm o . : :
Gelatinasa A - MMmP-2 62 kD 72 kD Clg IV, V, gel
Gelatinasa B MMP-S 84 kD 92 kD Cig IV, V, gel
Elastasas
Metaloelastasa MMP-12 nd 53 kD Etastina
MMP de membrana
MT-MMP-1 MMP-14 - 66 kD proMMP-2
MT-MMP-2 ? - - 76kD ?
MT-MMP-3 ? - 70 kD proMMP-2

Clg = colagena, FBN = fibronectina, LMN = [aminina, gel = gelatina, PrG = proteoglicanos
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de tas MMPs de membrana. Este hallazgo rompe con el mito de que todas' I;s
MMPs se secretan como zimdgenos requiriéndose para su activacion de la
hidrolisis del extremo amino en el espacio extrgcelular. ‘
La actividad de estas enzimas la regulan inhibidores éspecificos extracelulargs
que se conocen corho TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) los cuales
se uneh a las formas activas de las enzimas en una relacion estequiométrica de
1:1.>% Se han identificado hasta el momento tres de estos inhibidores.-TIMP-1.
una glicoproteina soluble de 28 kD que inhibe la actividad de MMP-9, MMP-1 y
MMP-3. Este inhibidor se ha encontrado unido también a proMMP-9 paticipando
probablemente en la activacién de esta enzima junto con la estromelisina.”” Un
segundo inhibidor es TIMP-2, el cual es una proteina soluble no glicosilada de 21
.

kD que bloquea la actividad de MMP-2. A este inhibidor se le ha encontrado
también formando parte del cr;mplejo proMMP-2, TIMP-2, y MT-MMP-1 en las
membranas plasmaticas de algunas células donde su funcién parece ser la
activacion de proMMP-2.®  Por ditimo se ha identificado un tercer inhibidor de
MMPs, el TIMP-3, una proteina de 21 kD, que se encuentra unida a la ME.* Esta
prateina parece también promover la expresién del fenotipo tumorogénico (céluias
transformadas), al incrementar el desprendimiento de las células de la matriz
extracelular, ademas de aumentar su capacidad de proliferacion.

La expresion de la mayoria de los miembros de la familia de las MMPs, se ha

demostrado en diferentes tipos de cancer utilizandose tanto anticuerpos

monoclonales contra estas enzimas, o mediante la identificacién del ARNm
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correspondiente. Asi se ha identificado la presencia por ejemplo, de colagenasa
tipo | en carcinoma de colén y neoplasias de cabeza y cuello;*** las gelatinasas
Ay B (MMP-2 y MIMP-9 respectivamente) en carcinoma de mama, piel, colon y
prostata;>>™ las estromelisinas en neoplasias de cabeza y cuello, cancer de
mama y en carcinoma de células basales;*®"% |a matrilisina en cancer gastrico,
de colén y préstata.®™”' Aunque algunas MMPs se expresan preferentemente en
un tipo determinado de neoplasia como la estromelisina en el cancer de mama y
la matrilisina en el cancer gastrico, esto no significa que exista una relacién
especifica. Lo que se ha encontrado, es un aumento de los niveles de MMPs
ésociado a la recurrencia local de la neoplasia, a las metastasis a noddulos
linfaticos o a distancia, y a un mal pronéstico de la enfermedad.

Por otro lado, -existe discrepancia en determinar ~ual es el origen celular de la;
MMPs, ya que estas pueden provenir de las células neoplasicas o de las células
inflamatorias y del estroma circunvecino, comd es el caso de la colagenasa
intersticial y la éstromelisina que se han identificado en los fibroblastos
adyacentes a las células neoplasicas, o por el contrario, la gelatinasa A asi como
la matrilisina que se han detectado preferentemente en las células neoplasicas de

origen epiteleal.®” "™

Estos estudios indican que existen diferencias en los
mecanismos que participan en la sintesis de las MMPs en las distintas neoplasias
humanas. Ademas, parece existir una interaccién entre las células neoplasicas y

las células normales vecinas, participando las primeras en la sintesis y regulacion

de la actividad de la MMPs que proviene de las células normales.” Un ejemplo
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de esto lo encontramos en el cancér de células basales en piel donde las célufas
neoplasicas producen un factor que estimula la sintesis de colagenasa intersticial,
estromelisina y gelatinasa A por parte de los fibroblastos adyacentes.””’ Otra
forma de interaccion entre las células neoplésicas y las células normales se ﬁa
identificado en carcinoma-de colén y mama, En estos tipos de céncer se ha
detectado por hibridacion in situ la presencia del ARNm de la gelatinasa A en los
fibroblastos mientras que por inmunohistoquimica la proteina se localizé en las
células neoplasicas. Esto ha sugerido que las células neoplasicas almacenan la
enzima via un receptor de membrana especifico.”®™

Los niveles de MMPs también se han querido utilizar para definir la agresividad
de una neoplasia, particularmente los niveles de las gelatinasas A y B ya que
estas enzimas tienen como uno de sus sustratos a la colagena tipo 1IbIV
componente de las MBs. En ‘este sentido se ha encontrado una correlacion
positiva entre la presencia de estas MMPs y la progresién del cancer a es_tadios
avanzados como en el ;:aso del carcinoma de vejiga, el de prostata y el de
mama.’*® Esta relacion se ha corroborado también por estudios in vitro hechos
con lineas celulares provenientes de neoplasias humanas y en células
transformadas.”***® En estos trabajos se ha podido establecer una correlacion
entre el potencial invasivo de las células neoplasicas y la presencia de
gelatinasas Ay B.

En CAP se ha documentado la presencia de diferentes MMPs, sin embargo, existe

discrepancia acerca del origen celular de estas enzimas (células neoplasicas vs.
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célufas normales), y de su participacion en el proceso metastasico.’®* Auna.do a
esto, la evidencia que existe en relacion a la produccion de MMPs y la capacidad
metastasica de las diferentes estirpes histologicas de cancer pulmonar es escasa
Le

y contradictoria.

En genéral. toda ésta evidencia de la participacion de la MMPs en la progresion
de una neoplasia sugiere que para evitar las metastasis habria que inhibir de
alguna manera, la actividad y de ser posible fa sintesis, de estas enzimas. Sin
embargo, dada la hetreogenicidad de los mecanismos moleculares invelucrados
asi como de las MMPs que participan en la progresion de los diferentes canceres

humanos, ha sido necesario estudiar cada neoplasia como una entidad

independiente.

La tesis

Como yé se menciond, una de las principales causas de mortalidad en nuestro
pais es el cancer pulmonar. Los pacientes con esta enfermedad cuando llegan al
servicio clinico, la- gran mayoria llega con metastasis Oseas, a higado, y/o a
cerebro. A estos pacientes se les da tratamiento y en algunos casos el tumor
primario casi llega a desaparecer mas no asi las metastasis, muriendo los
pacientes a consecuencia de éstas.

La metastasis es un fendmeno complejo que incluye numerosas interacciones
entre diferentes células y componentes de la ME, lo cual ha hecho dificil

comprender en su totalidad este proceso, mas si se quiere comprender utilizando
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solo un tipo de metodologia. Tal es el caso de la discrepancia en los resﬁﬂados
que se han obtenido de los estudios in vitro, y el comportamiento y propiedades

de las células neoplasicas in vivo. Ademas, como regla general, los canceres que

)

derivan de diferentes estirpes histoldgicas, tienen una evolucién y una respuesta
al tratamiento diferente, y el CAP no es la excepsién. El mas agresivo de las
estirpes histolégicas mas frecuentes de cancer pulmonar, es el carcinoma de
células pequenas, ya que es de rapido crecimiento, encontrandose la mayoria de
las veces metastasis en etapas tempranas, a higado, cerebro, rindon y
suprarrenales. A pesar de los avances en quimioterapia su pronostico es muy
pobre con una sobrevida a 5§ anos en el 11 % de los casos. El adenocarcinoma
pulmonar le sigue en agresividad. Este tipo de neoplasia es mas frecuente en no
fumadores y mujeres, aunque en los QItimos anos ha aumentado en la pob;acién
masculina. Su localizacion es subpleural por lo que tiende a ir_wadir pleura viceral,
y da nietastasis hasta en un 80 % de los casos con una distribucién similar al
carcinoma de células pequenas. Finalmente, e! carcinom; epidermoide (el menos
agresivo de las tres estirpes histolagicas), originalmente se habia asociado con el
habito de fumar, sin embargo en los dltimos afos ha registrado una disminucion
en su incidencia sin que esto quiera decir que la tasa de fumadores halla bajado.

Este cancer es de localizacén central y aunque tiende ha permanecer localizado

en térax puede dar metastasis a distancia. El carcinoma epidermoide es el cancer

pulmonar con mejor prondstico con una sobrevida a 5 afios en un 60 % de los
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casos. Estos tres tipos constituyen mas del 90 % de todos los canceres piim’arios
de pulmon.”!

Para entender cuales son los mecanismos que hacen que la célula neoplasica, en
este caso, derivada de un cancer pulmbnar, legue a establecer una csllonia
metastasica es necesario estudiar no sélo al cancer pulmonar de manera
independiente, sino a cada uno de los tipos histolégicos mas frecuentes.

En esta tesis se evalud la capacidad de las células neoplasicas pulmonares de
producir diferentes MMPs, el estado metabdlico en que estas enzimas se
encontraban y la influencia de la ME en la capacidad de migracién de las células
neoplasicas. Los _estudios se realizaron con lineas celulares derivadas de

diferentes estirpes histolégicas de cancer pulmonar humano,

Hipotesis
1. La capacidad de invasion de los diferentes tipos histolégicos de cancer
pulmonar esta directamente en correlacion con la actividad de las enzimas que

degradan las proteinas de la matriz extracelular.

2. La interaccion de la matriz extracelular con la célula neoplasica influye en la
actividad de las metaloproteasas de matriz, que a su vez favorecen la capacidad

de invasion de las células.
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Objetivos

1. En células neoplasicas provenientes de carcinoma de células pequeiias,
adenocarcinoma pulmonar y carcinoma epidermoide, determinar la presencia y
actividad enzimatica de las metaloproteasas de matriz que degradan
componentes de las membranas basales y de la matriz intersticial.

2. Determinar si existe una correlacion entre la capacidad de invasion de las
células neoplasicas derivadas de cancer pulmonar en un modelo in vitro de
invasion, y la actividad de la metaloproteasas de matriz.

3. Determinar si existen diferencias en la actividad de [a metaloproteas de matriz
de diferentes estirpes celulares de cancer pulmonar, al encontrase las ceélulas

neoplasicas en contacto con diferentes moléculas de la matriz extracelular.

Material y métodos

Cultivo de células

Se utilizaron células neoplasicas humanas de la American Type Culture Collection
(ATCC, USA), que corresponden a adenocarcinoma pulmonar (A-427, y SKLU-1),
carcinoma epidermoide pulmonar (SKMES-1, y CALU-1), y carcinoma de células
pequefias (NCI-H69). Como células controles se utilizaron fibroblastos (MRC-5) y
células epiteliales de amnios (WISH). Las células se cultivaron en cajas de 75
cm’, medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino, suplementado con

amincacidos esenciales, 50 ug/ml de penicilina, y 50 ug/ml de estreptomicina, en
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una atmasfera de CO, al 5°/;>. Una vez que se obtuvieron 2.5 x 10° células, éstas
se utilizaron para los siguientes ensayos: actividad enzimatica de colagenasa
intersticial, actividad enzimatica de gelatinasa, determinacion de la presencia de
MMPs y de susﬁﬁhibidores (TIMP-1 y TIMP-2), ensayos de invasion en un modelo
in vitré. subcultivc; de las células en presencia de diferentes componentes de la
ME.

Ensayo de actividad colagenolitica intersticial

Para este ensayo, al obtenerse 2.5 x 10° células, e! medio de cultivo se sustituyé
por medio libre de suero, y se cultivaron las células en estas condiciones por 24
horas. Al cabo de este tiempo se separ6 e! medio de cultivo de las células por
centrifugacion a 5 000 x g por 10 minutos. El medio se concentré 10 veces en una
liofilizadora (Lefbconco Lyph-Lock 4.5L). La células se lizaron con Tritén X-100 al
0.1% a 4°C por 1 hora. Las células lizadas y el medio de cultivo se dializaron
o;:ontra un buffer que contenia Tris-HCI 0.15 M, NaCl 0.15 M, CaCl; 20 mM y-
0.02% de ;lzida de sodio, a un pH de 7.4 {(buffer TNC). Posteriormente se les
midi6 proteina por el método de Bradford.”

La actividad colagenolitica presente en las muestras de medio de cultivo y en los

extractos celulares (EC), se cuantificé por el método de Terato y col®

que usa
como sustrato coldgena humana tipo | marcada con °H-anhidrido acético
(Amersham International).>** Cinco microgramos de proteina tanto de los medios

concentrados como delos EC, se incubaron con 20 ug de colagena tipo | tritiada

(actividad especifica 1.5 x 10° dpm/mg), en presencia del buffer TNC, en
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presencia o éu;encia de EdTA 80 mM (concentracion final), a 30°C por 24 horas.
Como controles se utilizaron colagena radiactiva con buffer TNC, como blanco, y
colagena en presencia de colagenasa de clostridum (Sigma) (1 mg/ml), como
control positivs.‘ Para inhibir la actividad de otras proteasas diferentes a
colagenasa se utilizaron 0.1 mM de fluoruro de fenilmetilsutfonil (PMSF) y 2.5 M
de N-etil-maleimida (NEM). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
La reaccion se pard al agregar EDTA a una concentracién final de 80 mM. Las
muestras se centrifugaron a una velocidad de 10 000 x g por 10 minutos y se
tomd una alicuota del sobrenadante para contarla en un espectrofotometro de
centelleo liquido (Beckman LS-100). Se consideré como actividad colagenolitica a
la degradacién de colagena radiactiva inhibible con EDTA y los resultados se
expresaron en‘microgramos de colagena degradada/5 ng de proteina incubada.
Para detectar actividad colagenolitica latente ias muestras se incubaron con
écetato de p-aminophenylmecurio (APMA) a una concentracion final de 1 mM, en-

las condiciones que arriba se sefalan.

Ensayo de actividad gelatinolitica

La actividad gelatinolitica se cuantificé en los medios de cultivo y EC, por medio
del método de Sunada y Nagai,” Con esta técnica se puede detectar la actividad
gelatinolitica de MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9. Cinco microgramos de
proteina de cada muestra se incubaron con 20 pg de gelatina tritiada, la cual se
prepard a partir de colagena tipo | por desnaturaliiécién térmica (actividad

especifica de 1.7 x 10° dpm/mg). La incubacion se llevé acabo por 24 horas a
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37°C en presencia de buffer TNC, y en ausencia y presencia de EDTA 80 mM
(concentracion final). Como cbntroles se usaron gelatina radiactiva en presencia
de buffer TNC, y gelatina radiactiva incubada con colagenasa de clostridium
(1mg/mi) como control positivo. Los ensayos se hicieron por triplicado: La
reaccion se pard con 80 mM de EDTA, y la gelatina que no se degradé durante el
ensayo se precipitd con una mezcla de dioxano-metanol 1:4 a 4°C durante una
hora. Las muestras se centrifugaron a 10 000 x g, se tomo una alicuota de cada
una y se conté en el espectrofotometro de centelleo. Se consideré como actividad
gelatinolitica a la degradacién de gelatina-°H inhibible por EDTA. Los resultados
se expresaron como microgramos de gelatina degradada/S pg de proteina
incubada. Se utilizé APMA a una concentracién final de 0.1 mM para detectar la
presencia de enzima latente.

Zimografia en geles de gelatina y caseina

Las muestras se corrieron en geles de poliacrilamida al 8 % con SDS de acuerdo
a la técnica de Laemmti® en geles de 8 x 7 cm (Hoefer), para determinar cuales
MMPs se encontraban presentes y que tuvieran actividad gelatinolitica o
caseinolitica. Estos geles se prepararon de acuerdo a la técnica estandar sélo
que se les incorpora gelatina tipo | de piel de cerdo al 0.1 % (para gelatinasas), o
caseina al 0.1 % (para estromelisina).*® Se agregaron 5 ug de proteina de cada
muestra en condiciones no desnaturalizantes y se dejaron correr a una corriente
constante de 10'mA. al terminar la electroforesis, los geles de gelatina se lavaron

con Triton al 2.5 %, y los de caseina se lavaron con Triton 2.5%-EDTA 10 mM
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por 30 minutos a temperatura ambiente. Los geles de gelatina se incubaron en
presencia del buffer de TNC a 37°C por 24 horas, mientras que los geles de
caseina se incubaron en TNC-EDTA 10 mM a 37°C por 48 horas. Los geles se
tineron con azul de Coomassie R-250; en cada gel se incluyd un esiénda;r de
marcadores de peso molecular pretenidos (Sigma). En un gel paralelo se
corrieron gelatinasas A (MMP-2) y gelatinasa B (MMP-9) (Triple Point), junto con
los marcadores pretefidos. Para comprobar que la actividad se debe a
metaloproteasas las muestras se corrieron también en presencia de EDTA 10 mM.
La actividad gelatinolitica se dectd en esta técnica como bandas transparentes
sobre un fondo obscuro.

Analisis por inmunocitoquimica

La presencia de metaloproteasas se evaluo utilizando anticuerpcs policlonales
anti-MMP-2 (A-45)," anti-MMP-9 (A-110),'® y anti-TIMP-2."' (regalo del Dr.
Stetler-Stevenson, del National Cancer Institute, NIH, Bethesda, MD, USA). Se
utilizé para las inmunotinciones la técnica de avidina-biotina-peroxidasa
(Vectastain ABC kit, Vector). El ensayo se realizdé en células puestas en cultivo
sobre cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina (Sigma). Estos cubreojetos con
células se lavaron con PBS-BSA al 0.1 %, y luego se bloqued la peroxidasa
endogena con peroxido de hidrogeno al 2% en metanol por 30 minutos. Los
cubreobjetos posteriormente se incubaron con suero normal de cabra por 45
minutos a températura ambiente. Después se agregaron los anticuerpos primarios

en las siguientes diluciones: anti-MMP-2 a 1:3000, anti-MMP-9 a 1:3000, y anti-
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TIMP-2 a 1:500, incubandose durante la noche a 4°C. Se agreg6 el anticuerpo
secundario biotinilado incubandose por 45 minutos y después, se incubd con el
complejo avidina-peroxidasa por 45 minutos. Finalmente las células se incubaron
con diaminobenzidina y perdxido de hidrégeno, y se contratiieron con
hematoxilina de Harris. Se utilizaron como controlés negativos células a las que
se les incubd con 1gG no inmune que remplazé al anticuerpo primario.

Andélisis por Western Blot -

Se corrieron 15 ug de proteina de cada muestra (medios y EC), en geles de
poliacrilamida-SDS al 8% de acuerdo a la técnica de Laemmii® Para Ia
visualizacion de MMP-9 las muestras se corrieron en condiciones no
desnaturalizantes, y para la deteccion de las otras MMPs, las muestras se
desnaturalizaron con 5 % de mercaptoetanocl a ebullicion por 5 minutos. Después
de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranz-;s de nitrocelulosa y
se colocaron en leche descremada al 2.5 % en un buffer de Tris-HCI| 100 mM,
NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.1 %, pH 7.5 (buffer de TTBS) por 1 hora.
Posteriormente, las membranas se incubaron con 1os anticuerpos monoclonales
primarios por 90 minutos a temperatura ambiente. Las concentraciones a las que
se utilizaron los anticuerpos fueron las siguientes: anti-MMP-2 (Ab-1) 1 pg/m|,
anti-MMP-9 (AB-1) tug/ml, y anti-TIMP-1 1 pg/ml (Calbiochem-Novabiochem
International). El anticuerpo que no se unid a su antigeno se quité lavando las

membranas con €l buffer de TTBS. Los anticuerpos primarios se detectaron

usando un kit de avidina-biotina-peroxidasa (VectaStain ABC kit). Como controles
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se usaron” proteinas recombinantes de origen humano TIMP-1 y TIMP-2
(Calbiochem-Novabiochem International).

Ensayo de invasion in vitro

.
El ensayo que se hizo es una modificacion del método utilizado por Albini et al.'®

Se cultivaron las células en cajas de 25 cm” hasta llegar a subconfluencia. En ese
momento se les agregé 20 pCi de timidina-*H y se contindo el cultivo hasta que
llagaron las células a confluencia (8.3 x 10° células). Las células se tripsinizaron,
y se lavaron por 2 ocaciones para eliminar la marca que no se incorporg, y se
resuspendieron en medio de cultivo con suero fetal bovino él 1 %. Se tomo una
alicuota para determinar la cantidad de Timidina-°H que se incorporé a las
células, cantidad que se tomé como el 100 % de incorporacidn. Después de medir
la viabilidaé de las células con azut tripan, se subcultivaron en transwells de 6.5
mm de didmetro con un poro de 8 um. Estos transwell se habian cubierto la noche
anterior con 100 pi de Matrigel (Colaborative Research). Antes de colocar las
células, el Matrigel se hidraté con medio de cultivo frio, con 1 % de suero fetal
bovino. Se colocaron en cada transwell alrededor de 5 x 10" células. 5pg de
fibronectina (Sigma) en 0.5ml de medio con 1 % de suero fetal se colocaron en el
compartimiento inferior para que funcionara como quimioatractante. El ensayo se
realizo a diferentes tiempos: 1.5, 3, 6, 12, 18 y 24 horas. Al fina! de los periodos
de incubacidn se tomé el medio de la parte superior ,'del transwell, el matrigel y el
medio de la céma'nfa inferior. Los medios se centrifugaron a 2 000 x g por 10

minutos y las células se lizaron con Tritén X-100 al 0.1% a 4°C por 1 hora. Para
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extraer las células atrapadas en el Matrigel, se le agregé Triton X-100 al 0.1 % a

4°C por 1 hora. Depués se colocd a -70°C por 1 hora y se descongeld

rapidamente, repitiendo esta operacion por Z ocaciones. Cada ensayo se hizo por

triplicado. Los resultados se expresaron como porcentajes de células presentes

en los diferentes compartimientos utilizandose como 100 % el total de cpm y

células colocadas al inicio del estudio.

Cultivo de células en presencia de diferentes sustratos

Las células se cultivaron en cajas de 25 cm? hasta llegar a confluencia. Se

tripsinizaron, se Iavéron por dos ocaciones con medio sin suero y se

resuspendieron en medio con 1 % de suero fetal bovino. 5 x 10° células se

colocaron en cajas de 24 pozos que contenian colagena tipo | (1 mg/ml), colagena

tipo IV (1 mg/ml), gelatina (1 mg/mi), elastina (2mg/ni!) o Matrigel (200 pl). Como

controles se cultivaron las celulas en pozos que contenian' medio con 1 % de

suero fetal, y cada uno de los sustratos solos en presencia del mismo medio.

Cada pozo del ensayo se hizo por triplicado. Las células se dejaron en cultivo por

24 horas al cabo de las cuales se tomo el medio de cultivo, se centrifugé a 10 000
x g por 10 minutos y a los sobrenadantes se les determind proteinas. Con estos

sobrenadantes se hicieron zimogramas y ensayos de actividad gelatinolitica con
gelatina radiactiva, utilizandose para cada ensayo 10 pg de proteina de cada

muestra.
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Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron por la prueba de la U de Mann-Witney y se
expresaron como el promedio + la desviacion estandar. Las probabilidades de

0.05 o menores se consideraron como significativas.

Resultados

Actividad colagenolitica intersticial

Se detectd actividad c'o-lagenolitica en todos los medios y extractos celulares de
las células que se estudiaron, con excepsion de los medios de CALU-1 (tabla 4).
Con respecto a los medios, las células que presentaron mayor actividad fueron
tas A-427 (115.8 + 40.3 ug de colagena degradada/ 5 pg de proteina incubada),
con respecto a SKMES-1, SKLU-1 y NCI-H69 ( respectivament;a: 38.5+16.0,21.0
+ 9.0y 18.9 + 5.4 ug de colagena degrédadal 5 ng de proteina incubada) (p =
0.03). Con la utilizacidn det APMA se logré sélo significativamente activar la
enzima presente en el medio de CALU-1 de cero-actividad a 6.9 + 3.0 ug de
colagena degradada/ 5 pg de proteina incubada (p < 0.03).

En relacion con los extractos celulares, los que mayor actividad colagenolitica
tuvieron fueron los correspondientes a SKMES-1 {(20.1 + 1.1 ng de colagena
degradada/ 5 ng de proteina incubada) (p < 0.03). Con APMA sélo se logrd
aumentar significativamente la actividad colagenolitica en el caso de CALU-1 (2.6

+ 0.6 contra 13.6 + 3.6 ng de colagena degrada/ 5 ug de proteina incubada, sin y
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Tabla 4. Actividad colagenolitica de células neoplasicas pulmonares.

Células Actividad colagenolitica*
sin APMA con APMA

CALU-1

Medio (n = 12) 0 6.9+ 3.0

Extractos celulares (n = 8) 26+06 13.6 +3.6

SKMES-1

Medio (n = 6) 385+16.0 440+21

Extractos celulares (n = 8) 20.1 +1.1 201 +11

NCI-H69

Medio (n = 12) 189 +5.4 209+56

Extractos celulares {(n = 10) 13.1+4.2 13.1+42

A-427

Medio (n = 8) 115.8 + 40.3 115.8 + 40.3

Extractos celulares (n = 12) 41+13 9.1+3.0

SKLU-1

Medio (n = 10) 21.0+90 328 +10.9
9.7+24 97+24

Extractos celulares (n = 8)

*Los valores se expresan en microgramos de colagena tipo | degradada/ 5
g de proteina de cada muestra incubada.

Todos los valores se expresan como promedio + desviacion estandar
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con APMA feSpectivamente) (p <0.03), y de A-427 (4.1 + 1.3 contra 9.1 + 3.0 ug

de colagena degradada/ 5 ng de proteina incubada, sin y con APMA
respectivamente) (p < 0.05).

Actividad ge.'a?inolitica y caseinolitica

La actividad gelatinolitica de las MMPs se estudié en los medios y extractos
celulares por medio de ensayos con gelatina-’H y por medio del zimograma.
Mediante el zimograma se detectaron en los medios de CALU-1 y SKMES-1, dos
bandas de lisis con un peso molecular aproximadado de 72 y 62 kD (Fig 2a).
Estas bandas podrian corresponder a la proenzima y a la forma activa de MMP-2
respectivamente. La actividad dé estas bandas fue mas intensa en los medios de
SKMES-1. En los medios de las otras lineas celulares no fue posible detectar

»

actividad gelatinolitica mediante esta técnica. La actividad gelatinolitica fue

posible inhibirla con EDTA 10 mM (Fig 2b). En los extractos celulares no fue

posible o!:servar actilvidad gelatinolitica por zimograma (Fig 2c). Asi mismo, el
uso de APMA no reveldé ninguna diferencia en la actividad tanto de los medios
como de los extractos celulares. . T
Por e! contrario, el uso de sustrato radiactivo permitid detectar actividad
gelatinolitica en todas las muestras que se estudiarion (tabla 5). Con respecto a
los medios, la actividad enzimatica que se encontré en el medio de las células
NCI-H69 fue [a menor en comparasion con la que se encontré en los medios de
las otras lineas celulares (0.4 + 0.1 ug de gelatina deéradada/ 5 ug de proteina

incubada contra 1.4 + 0.5, 1.7 + 0.4, y 1.6 + 0.1 ug de gelatina degradada/ 5 pg



Figura 2. Zimograma de gelatina de los medios de cultivo y extractos
celulares de células neoplasicas pulmonares.

El zimograma se hizo colocando en cada carril 5 ng de proteina a cada carril. a)
MMP-2 se detect6 en el medio de SKMES-1 (carril 2) y con una menor inténsidad
en CALU-1 (carril 1). En las otras muestras no fue posible observar actividad
getatinolitica.(NCI-H69, carril 3; A-427, carril 4; SKLU-1, carril 5). b) La actividad
gelatinolitica se inhibiél por completo con EDTA. En el carril 1 se pusieron 5 g de
tripsina como control. c) Los extractos celulares no presentaron actividad aunque
fueron preincubados APMA. En el carril 6 se pusieron 5 ug de tripsina como
control. d) Se corrieron 5y 10 ué (carriles 1 y 2 respectivamente) de MMP-2 y
MMP-9 como controles. Los pesos moleculares se indican a la derecha de las

figuras.
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Tabla 5. Actividad gelatinolitica en lineas de cancer pulmonar

Ceélulas Actividad gelatinolitica*
sin APMA con APMA

CALU-A1

Medio (n=9) 1.0+0.7 1.1+05

Extractos celulares (n = 12) 1.3+0.71 1.5+1.0

SKMES-1

Medio (n = 9) 1.4+05 19403

Extractos celulares (n = 12) 09+ 04 20+05

NCI-H69

Medio (n = 15) A 0.4+0.1 0.7+0.3

Extractos ceiulares (n = 12) 24+01 1.9+06

A-427 .

Medio {(n =12) 17+04 16+04

Extractos celulares (n = 15) 1.1+04 1.9+ 0.1

SKLU-1

Medio (n = 18) 16 +0.1 1.7+ 0.1

Extractos celulares (n = 18) 1.8+0.2 1.6 +0.2

“Los valores se expresan en microgramos de gelatina degradada / 5 ug de

proteina incubada.

Todos los valores se expresaron como promedio + desviacion estandar.

./
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incubada que corresponde  a SKMES-1, A-427 Y SKLU-1

respectivamente; p<0.04). Con el empleo de APMA no se logré una mayor

e fuera estadisticamente 3|gnrf|catwa

Por otro lado, los extractos celulares correspondientes a las células NCI-HE9

a mas alta al compararia con los extractos de las

tuvieron la actividad gelatinolitic

otras lineas celulares (24 + 01 ng de gelatina degradada/ 5 1O de proteina

incubada; p < 0.05). Un aumento del doble de actividad se obtuvo en [as muestras
correspondientes a SKMES-1 ¥ A-427 cuando las muestras se incubaron con

APMA. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre la actividad

sar este activador.

gelatlinofitica de las 5 lineas celulares alu

seina no pudo observarse ninguna banda de

En los zimogramas de ca

degradacion ni en los extractos celulares ni en los medios de cultivo. En la figura
4 ge muestra el zimograma de caseina correspondiente a l0s extractos celulares.

lnmunocitogufmica

|ca¢:|on de cuales MMPs estaban involucradas en la degradacion de

Para la identifi

ron anticuerpos contra MMP-1, MMP-2, MMP-3

colagena tipoly gelatina, se utiliza

y MIMP-9 tanto en cultivo de célutas como en Western blots.

idasa, solo se pudo detectar una ligera

Por medio de tinciones con inmunoperoxi

o de las células de carcinoma epidermoide CALU-1Y

pequeiias, NCI-H69 (Fig 4).

tincion para MMP-1 en el cas

SKMES-1, y de las células de carcinoma de células

erpo en las células correspondientes a

No hubo tincion para este anticu

adenocarcinomas.



Figura 3. Zimograma de caseina de los extractos celulares.

A geles de poliacrilamida-SDS se les incorporé 0.1 % de caseina para detectar la
actividad de MMP-3. Cinco migrogramas de proteina de cada muestra se
colocaron por carril. No se pudo detectar actividad caseinolitica en nunguna de
las muestras que se ensayaron (medios y extractos celulares). En esta figura se
muestra el analisis correspondiente a los extractos celulares: carril 1, CALU-1;
carril 2, SKMI:ZS-1; carril 3, NCI-H89; carril 4, A-427; carril 5, SKL.U-1, carril 6, 5 ng
de tripsina. Los pesos moleculares se encuentran indicados de lado derecho de la

figura.
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Al utilizar el anticuerpo anti-MMP-3 se encontré una tincién muy intensa en el
citoplasma de las lineas A427 y SKLU-1 (adenocarcinomas), y menor para
SKMES-1 y CALU-1. NCI-H69 mostré una tincion muy ténue para esta MMP (Fig
5). '
MMP-2 se detect6 en todas las células que se tifieron para este anticuerpo
detectandose mayor intensidad en la tincion en SKMES-1 y A-427 (Fig 6).

Las tinciones para MMP-9 se caracterizaron por una fuerte tincion presente en las
celulas NCI-H69 y A-427, aﬁnque una menor tincion se encontro en las ofras
lineas celulares (Fig 7). -

Las tinciones para TIMP-2 demostraron la presencia de este inhibidor en todas las
células con excepcion de CALU-1 donde sdlo se tiflieron escasamente algunas
células (Fig 8).

Western blots -

Las muestras correspondientes a los medios y extractos celulares se analizaron
por medio de la técnica de Western blot utilizandose anticuerpos monoclonales
especificos contra varias MMPs. Con el anticuerpo contra MMP-1 se identifico
una banda de 53 kD en los extractos celulares de CALU-1 y NCI-H69 (Fig 9), que
pudiera corresponder a la forma latente de esta enzima. En los extractos celulares
y en los medios de cultivo de las otras lineas celulares no se pudo detectar
ninguna banda a} usar este anticuerpo.

En los Westerns ‘hechos para detectar MMP-3, se observo una banda de 58 kD en

los extractos celulares de CALU-1, NCI-H69 y SKLU-1 que corresponderia a pro-



Fig 4. Estudios de inmunocitoquimica de MMP-1. La localizacion de MMP-1 se
realiz6 en cultivos de c.él-ulas neoplasicas pulmonares en cubre objetos cubiertos
con poli-L-lisina.Sol6 se pudo localizar MMP-1 en CALU-1 (a), SKMES-1 (b) y

NCI-H89 (c). Los adenocarcinomas A-427 {d) y SKLU-1 (e), no mostraron tincién

para este anticuerpo. x 200 (amplificacion).






Figura 5. Localizacion por imnunocitoquimica de MMP-3 en células de
cancer pulmonar. Por inmunotincion se pudo detectar la presencia de MMP-3 en
las células A-427 y SKLU-1 (d ye). Las otras lineas celulares mostraron una
menor tincion para esta MMP. a. CALU-1, b. SKMES-1, c. NCI-H69, d. A-427, e.

SKLU-1. x 200 (amplificacion).






Figura 6. Deteccion de MMP-2 por inmunocitoquimica en células de cancer
pulmonar. MMP-2 se detecté en el citoplasma de todas las células con el
anticuerpo policlonal A-45, particularmente en SKMES-1 y A-427 (b y d). a.

CALLU-1. b. SKME-1. ¢. NCI-H68. d. A-427. e. SKLU-1. x 200 {(amplificacion).






Figura 7. Expresion proteica de MMP-9 en células de cancer pulmonar. Las
células NCI-HE9 (c) y A-427 (d) se tifiieron intesamente al utilizar un anticuerpo
policlonal contra MMP-9 (A-110). SKMES-1 mostro una tincion débil (b), mientras
que sblo se tiferon algunas células correspondientes a CALU-1 (a) y a SKLU-1

(e) con este anticuerpo. x200 (amplificacidn).






Figura 8. Inmonolocalizacion de TIMP-2 en células neoplasicas. Con un
_anticuerpo policlonal contra TIMP-2 se localiz6 a esta proteina en casi todas las
células, con excepsion de CALU-1 donde la inmunotincion fue de baja intensidad
(a). b. SKMES-1, c. NCI-H69, d. A-427, e. SKLU-1. f. No se observé tincidn al
hacer e! analisis de inmonocitoquimica con una IgG no-inmune en lugar del
anticuerpo primario. Este panel corresponde a la linea celular SKLU-1. x200

(amplificacion).
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MMP-3 (Fig 17.)). En los medios de todas las lineas celulares aparecen bandas con
un peso de 110 kD que podrian equivaler a complejos moleculares de esta

enzima con otras MMPs y/o sus inhibidores.

-

" El anlisis de Western blot para MMP-2 mostré una banda de aproximadamente

72 kD de peso molecular en los extractos celulares de CALU-1, SKMES-1, y NCi-
H69 y en los medios de CALU-1 y SKMES-1 (Fig 11). En las demas muestras se
detect6 una banda muy ténue de 72 kD. En los medios de SKMES-1 se observd
una banda de 65 kD que puede representar a |la forma activa de MMP-2.

La enzima MMP-9 se detecto ‘en todos los extractos celuléres y medios en
codiciones no reductoras, como una banda de 97 kD (Fig 12). Esta banda puede
corresponder al zimbgeno de MMP-8. Con este anticuerpo fue posible detectar

»

también bandas de alto peso molecular en el medio y extractws celulares.

_ TIMP-1 se detecté como una banda de 28 kD de peso molecular en las muestras

de medio_con excepsion de las muestras de NCI-H69 (Fig 13). En los extractos
celulares no fue posi'ble detectar bandas de 28 kD con este anticuerpo, sin
embargo bandas dos bandas de 38 y 48 kD de baja intensidad, se localizaron en |
todas las muestras ( Fig 13).

TIMP-2 no se detectd como una banda de 21 kD ni en los extractos celulares, ni
en los medios, pero si se observaron bandas de pesos moleculares de 62 y 116
kD en los medios (Fig 14). La banda de 62 kD podria cgrresponder a polimeros de
TIMP-2 ya que esta 'l;anda también esta presente en el carril correspondiente al

control que contiene la proteina recombinante humana TIMP-2 (Fig 14, carril 6). Al



Figura 9. Identificacién por Western blot de MMP-1 en cancer pulmonar.
MMP-1 se identificd en su forma latente en los extractos celulares
correspondientes a CALU-1 y NCI-HE9, sin que se pudiera detectar ninguna
banda ni en los otros extractos celulares de las demas muestras ni en los medios
de cultivo. E! orden de las muestras para ambos casos es: carril 1, CALU-1; carril
2, SKMES-1; carril 3, NCI-H69; carril 4, A-427; carril 5, SKLU-1; carril 6, control de

MMP-1. Los pesos moleculares se indican a la derecha de cada figura.
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Figura 10. Deteccion de MMP-3 por Western blot en los medios y extractos
celulares de células neoplasicas de pulmén. En los extractos celulares se
observé una banda de alto peso molecular que corresponde a complejos de MMP-
3 con otras MMPs y/o sus inhibidores. En los medios de cultivo se detecté una
banda que corresponde a proMMP-3 en CALU-1 (carril 1), NCI-H69 (carril 3) y
SKLU-1 (carril 5), El orden de las muestras es: carril 1, CALU-1; carril 2, SKMES-
1; carril 3, NCI-H69; carril 4, A-427; carril 5, SKLU—1; carril 6, control para MMP-3

donde se aprecian la proenzima (58 kD) y la enzima activa (48 kD).
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Figura 11. Analisis tipo Western blot para la deteccion de MMP-2 en células
de cancer pulmonar. MMP-2 se observé en su forma latente en los medios y los
extractos celulares de las células epidermoides correspondientes a CALU-1y
SKMES-1, y en el carcinoma de células pequenas NCI-H69 en condiciones
reductoras. En los medios de SKMES-1 se detectd una banda de 65 .kD que

corresponde a la forma activa de MMP-2. El orden de las muestras para ambos

analisis fue: carril 1, CALU-1; carril 2, SKMES-1; carril 3, NCI-H69; carril 4, A-427;

carril 5, SKLU-1.
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Figura 12. Identificacion de MMP-9 por Western blot. En condiciones no
reductoras se pudo identificar MMP-9 en su forma latente en los medios y los
extractos celulares de todas las muestras. Con este anticuerpo también se
detectaron bandas de un peso molecular de 110 kd que corresponden a
polimeros de esta enzima. El orden de las muestras para ambos blots fue: carril 1

CALU-1; carril 2, SKMES-1: carril 3, NCI-HB9; carril 4, A-427; carril 5, SKLU-1.
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Figura 13. Identificacion de TIMP-1 en medios y extractos celulares de
células de cancer puimonar. E! analisis de Western blot para TIMP-1 se llevo
acabo con un anticuerpo monoclonal en condiciones reductoras. En los medios de
cultivo se pudo identificar a esta proteina en todas las muestras como una banda
de 28 kD. En los extractos celulares se detecté TIMP-1 como polimeros de 38 y
48 kD. La distribucion de las muestras fue: carril 1, CALU-1; carril 2, SKMES-1;
carril 3, NCI-H689; carril 4, A-427; carril 5, SKLU-1; carril 6, TIMP-1 recombinarite

humano.
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Figura 14. Western blot para la deteccién de TIMP-2 en cancer pulmonar. En
esta figura se muestran los resultados que se obtuvieron al utilizar en el ensayo
un anticuerpo monoclonal en condiciones reductoras. Ni en los medios de cultivo
ni en los extractos celulares se observé una banda de 21 kD que corresponde a la
forma libre de este inhibidor. Sin embargo, una banda de aproximadamente 65 kD
se detectd en los medios de cultivo con la excepcién de NCI-H69. Una banda de
116 kD se observo también en los medios de CALU-1, SKMES-1, y NCI-H69. La
distribucion de las muestras fue: carril 1, CALU-1; carril 2, SKMES-1; carril-3, NCI-

H69; carril 4, A-427; carril 5, SKLU-1; carril 6; TIMP-2 proteina recombinante

- humana.
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Figura 15. Identificacion de complejos de alto peso molecular de TIMP-2 en
células de cancer pulmonar. Ei analisis de Western blot se realizo con un
anticuerpo policlonal en condiciones no reductoras. Bandas de alto peso
molecular de cerca de 118 y 180 kD se observaron en los medios y los extractos
celulares. Estas bandas pueden correspondAer a complejos moleculares proMMP-
2/TIMP-2. La distribucién de las muestras fue: carril 1, CALU-1; carril 2, SKMES-

»

-1; carril 3, NCI-H69; carril 4, A-427; carril 5, SKLU-1.
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utilizar el ;r;iicuerpo policlonal anti-TIMP-2 del Dr Stetler-Stevenson, en
condiciones no reductoras, se pudieron observar bandas de 118 y 180 kD en los
medios y enraf}os celulares de SKLU-1 y en los medios de CALU-1 (Fig 15). Una
banda de 58 icD se observo en las muestras de NCI-H69 y A-427 que pudiera
corresponder a polimeros de TIMP-2.

Invasidn in vitro

La habilidad de las células para penetrar y cruzar a través del Matrigel se
representa en las figuras 16, 17 y 18. Conforme el ensayo trasncurre las células
que se encuentran sobre el Matrigel van disminuyendo gradualmente en nimero,
con algunas variaciones entre las diferentes lineas celulares sobre todo a las 6
horas donde el nimero de células de NCI-H69 es mayor en comparacién con el

*

resto de las células (36.84 %, p<0.03) (Fig 16). Al final del ensayo (24 horas) no

_existen diferencias significativas entre el porcentaje de células de las diferentes

lineas.

A! medir el porcentaje de células presente en el Matrigel se encontré que habia
células en éste a las 1.5 horas de haber colocado las células, encontrandose una
mayor cantidad de las células WISH (30.41 + 3.7 %, p = 0.0004), seguida de las
células que corresponden a los carcinomas epidermoides (CALU-1 19.76 + 1.7 %
y SKMES-1 14.7 + 1.7 %, p = 0.03) (Fig. 17). Conforme prosigue el estudio el
numero de células WISH se incrementa en el Matrigel hasta llegar a un maximo
de 70.72 + 11 % '; las 18 horas. El porcentaje de células de carcinoma

epidermoide se mantiene constante hasta las 12 horas donde aumenta el



Figura 16. Disminucidn del porcentaje de células presentes por encima del
Matrigel. En esta figura se representa la disminucion progresiva del porcentaje de
células del medio de cultivo que se encuentra sobre el Matrigel, conforme estas
invaden este sustrato. En las primeras horas del ensayo, particularmente a las 6
horas, existen diferencias significativas entre las células que se examinaron,

diferencias qué no se observan al final del ensayo (24 horas).
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Figura 17. Interaccion de las células neoplasicas pulmonares con el Matrigel.

Un porcentaje promedio de 17.39 + 4.2 de las células de cancer pulmonar, con
excepsion del carcinoma de células pequenas (NCI-HE9), se mantiene entre el
Matrigel a lo Iargo de todo el ensayo. La cantidad de células de NCI-H69 vaen -
aumento conforme el estudio progresa llegando a un pico maximo a las 12 horas
del estudio. para después descender. Las células epiteliales WISH desde el

. inicio del ensayo permanecen atrapadas en el Matrigel existiendo un maximo de

. células a la 18 horas. Los fibroblastos tienen un comportamiento similar al de las
células neoplasicas epidermoides y adenocarcimonas, aunque aparentemente las
interacciones de adhesion que se establecen con el Matrigel son menores que las

de las células neoplasicas.
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porcentaje d;a -SKMES-1 a243 +21 % (p = 0.004) y a las 18 horas donde
aumenta el de CALU-1 a 23.7 + 3.6 % (p = 0.004). El porcentaje de células de
adenocarcinomq A-427 y SKLU-1 al inicio del estudio (1.5 horas) fue de 8.79 + 0.1
%y 729+ 0.0; % respectivamente. SKLU-1 presenta un pico maximo de células
en el Matrigel a las 6 horas mientras que A-427 alas 12 horas (23.02 + 4.7 y 19.6
+ 0.1 % respectivamente). En el Matrigel se encontré un porcentaje de células de
NCI-H69 de 62.17 + 6.1 % a las 12 horas, el cual fue significativamente mayor
gue el que se encontré en las otras lineas de cancer pulmonar en cualquier
momento del ensayo (p = 0.004). 7 |

La presencia de células en el compartimiento inferior se detectd (azu! de Tripan)
desde las 1.5 horas encontrandose que el menor porcentaje correspondia a las

.

células WISH (3.34 +0.34 %, p < 0.03) y el mayor a !as MRC-5 (30.26 + 5.6 %, p
< 0.03) (Fig 18). El porcentaje de células de cancer pulmonar que atravezé el
transwell fue en promedio de 16.51 + 2.1 % {(promedio de las 5 lineas de céncer).
en este momento del estudio. Conforme avanzé el estudio, las células WISH se
incrementaron hasta llegar a un maximo de 26.81 % a las 12 horas. Los
porcentajes que se encontraron para esta linea celular fueron significativamente
menores que los correspondientes a los fibroblastos (MRC-5) y a las lineas de
cancer pulmonar que se observaron a lo largo del estudio (p = 0.004). Entre las
12 y las 18 horas del ensayo se encontraron en el cgmpartimiento inferior los

mayores porcentajes de células correspondiendo los valores mas altos a NCI-H-

69 y MRC-5 (59.12 + 24 % a las 18 horas, y 57.34 + 1.2 % a las 12 horas



Figura 18. Ensayo de invasion in vitro de células de cancer pulmonar. Desde
el inicio del ensayo hubo células que penetraron el Matrigel y pasaron a través del
filtro hacia el pozo- inferior. Las células WISH fueron el tipo celular que invadid y -
paso a través del Matrige! y el filtro, en menor porcentaje. Las células
' neoplasicas, asi como los fibroblastos, fueron pasando progresivamente hasta

llegar a un maximo entre las 12 y las 18 horas del estudio.
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respectivamén{é). A final del estudio no existieron diferencias significativas entre
los porcentajes de células de las lineas de cancer y las celulas MRC-5
obteniéndose un promedio de los porcentajes de las 6 lineas celulares de 45.5 +

5.1%.

Actividad gelatinolitica de las células en presencia de diferentes sustratos

Se midié la actividad gelatinolitica presente en el medio de las células que se
cultivaron en presencia de Matrigel y gelatina por zimograma, y utilizando gelatina
radiactiva. Estos estudios so6lo pudieron realizarse en estos cultivos ya que la
cantidad de proteina presente en los medios de los cultivos con otros sustratos
fue funcionalmente insuficiente (S 2 ug/ 20 pt de muestra).

En el zimograma de las muestras de incubaciones con Matrigel se observo una

banda de 72 kD en las muestras de SKMES 1. MRC-5 y WISH (Fig 19, carriles

28y7). Estabanda puede corresponder a proMMP-2. También se observo una

banda de 92 kD, que corresponderia a la forma de proenzima de MMP-9, en las
muestras de SKMES-1, A-427, MRC-5 y WISH (carriles 2, 4, 6 y 7). En las
muestras de SKMES-1 se detectd también la presencia de una banda de 110 kD.

En el zimograma de los medios de las células que se cultivaron con gelatina, se
observd una banda de 72 kD en las muestras de CALU-1, SKMES-1, MRC-5 y
muy tenumente en NCI-H69 (carriles 1, 2, 6 y 3 respectivamente). Una banda de
62 kD que puede corresponder a MMP-2, se detectd en las muestras de SKMES-
1, MRC-5 y WISH (carriles 2, 6 y 7). También se encbntré la presencia de una

banda de 86 kD que coincide con la forma activa de MMP-9, en las muestras de



Figﬁra 19. Zimograma de gelatina de’ios medios de cultivo de las células en
presencia de diferentes sustratos. Las células neoplasicas se cultivaron en
presencia de Matrigel o de gelatina. De los medios que se recolectaron se
tomaron 10 pg de proteina de cada muestra para hacer los zimogramas. En el
zimograma correspondiente a los cultivos con Matrigel se encontré la presencia
de proMMP-2 en SKMES-1, MRC-5 y WISH (carriles 2, 6 y 7 respectivamente).
proMMP-9 pudo también detectarse en SKMES-1, A-427.-MRC-5 y WISH (carriles
2,4, 6y7). Polimeros activos de MMP-9 se detectaron en SKMES-1. El
zimograma de los medios de los cultivt.)s hechos en presencia de gelatiria mostré

- la presencia de proMMP-2 en CALU-1, SKMES-1, NCI-HE9 y MRC-5 (carriles 1, 2,
3 y 6). MMP-2 en su forma activa se detecté en SKMES-1, MRC-5 y WISH
(carriles 2, 6 y 7). MMP-9 en su forma activa asi como polimeros de esta enzima
también se dectaron en SKMES-1 y WISH (carriles 2 y 7). En ninguno de los
zimograrﬁas se detecto actividad en los medios de los sustratos incubados solos
(carriles 8 para ambos geles). La distribucion de las muestras para los dos
zimogramas fue: carril 1, CALU-1; carril 2, SKMES-1; carril 3, NCI-H69; carril 4, A-
427; carril 5, SKLU-1; carril 6, MRC-5; carril 7, WISH; carril 8, medio de cuitivo de

Matrigel o de gelatina que se incubaron solos:”
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SKMES-1, SKgU—1 y WISH— (carriles 2, 5 y 7). La presencia de bandas de 110 kD
se pudo observar en todas las muestras con excepsion de NCI-H69 y WISH
(carriles 3y 7).

Al medir acti\"/'i.‘dad gelatinolitica con sustrato radiactivo se detecto actividad
enzimatica en todas las muestras menos en los cultivos de Matrigel solo (Tabla
6). La mayor actividad correspondié a los cultivos de Matrigel con células NCI-
HE9 (8.37 + 0.3 ug de gelatina degradada/ 10 g de proteina incubada, p < 0.03).

En las muestras de los cultivos con gelatina se detecté actividad gelatinolitica
tanto en presencia de las células, como en las incubaciones de gelatina sola (2.6
+ 1.7 ng de gelatina degradadél 10 ug de proteina incubada, actividad basal),
(Tabla 6). Al restar la actividad basal, las células que mayor actividad

[}
gelatinolitica presentaron fueron SKMES-1 con.una actividad de 10.81 + 0.9 ug de

gelatina degradada/ 10 ug de proteina incubada. En los cultivos con NCI-H69 y

WISH no fue posible detectar actividad por este método.

Concentracién y_electroforesis de las proteinas presentes en los cultivos con

Matrigel y gelafina ,

Se compard la cantidad de proteina presente en los cultivos de células solas y de
Matrige! y gelatina solas con la que se encontrd en los cultivos de células con
estos sustratos (Tabla 7).

En los cultivos de Matrigel y gelatina que se incubaron so6lo con el medio de
cultivo con 1 % de suero fetal, se encontré una cantidéd de proteina mayor a la

del medio con 1 % de suero (19.8 + 3.9 y 10.46 + 1 ug de proteina por 20 ul de
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muestra para Matrigel y gelatina respectivamente, contra 0.3 + 0.1 ug de proteina/
20 pl de muestra para el medio con 1 % se suero). Por otro lado, en los cultivos
de células en presencia de Matrigel o gelatina habia una mayor cantidad de
proteina en comparacién de los cultivos de células solas con excepsion de WISH.
Se observd una mayor cantidad de proteina en Io.s cultivos con Matrigel en
comparasion con los de gelatina particularmente con las células SKLU-1 (31.6 +
1.4 ug de proteina/ 20 il de muestra).

Al considerar la cantidad de proteina liberada al medio por el Matrigel o la
gelatina, y la cantidad iﬁiciai de proteina en los cultivos de células solas, se
observd que existe un aumento real de proteina sélo en los cultivos de Matrigel
con células CALU-1, SKLU-1 y MRC-5 (3.2 +1.1, 113 + 14y 24 + 1.8 ug de
proteinal 20 pl de muestra respectivamente).

En el patron electroforético de los cultivos con Matrigel, se.observén varias
bandas que se encuentran entre 110 kD y 40 kD en todas las muestras que se
corrieron y que pueden corresponder la mayoria de ellas, a productos de
degradacién de este sustrato (Fig 20a) Se dietecté en particular una banda de 40
kD que esta presente en el Matrigel solo y en los medios de las células cultivadas
con Matrigel pero que no se encuentra en los medios de los cultivos de células
solas (Fig 20c).

En la electroforesis correspondiente a los cultivos con gelatina, se puede observar
una banda de 110 kD que esta presente en todas las muestras mas no en los

cultivos de células solas (Figs 20b y 20c respectivamente). En el patrén
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Figura 20. Patron electroforético de los medios de cultivo de las células en
presencia de diferentes sustratos. Para cada gel se utilizaron 20 pl de cada
muestra. a. En los cultivos hechos en presencia de Matrigel se observaron bandas
ente los 110 kD y los 40 kD de las cuales varias corresponden a productos de
degradacion del Matrigel. La banda de 75 kD que porresponderia a proMMP-2 se
encuentra en los medios de las células que se cultivaron solas (c) asi como en el
Matrigel. b. En los cultivos hechos en presencia de gelatina se observa una
‘,banda de 110 kD que se encuentra en todas las muestras incluyendo en las
incubaciones de gelatina sola. ESta banda que corresponderia a polimeros de
MMP-Q no se pudo detectar en los medios de las células solas probablemente por
la cantidad tan pequena de proteina presente en estas muestras (ver texto). La
distribucién de las muestras para a, b y ¢ es igual a la de la figura 19, sélo que en

¢ no se corrid la muestra correspondiente a WISH.



8 l

7

GELATINA

MATRIGEL
2 3 4 5 6

. ‘ . 4



C.SOLAS




Tabla 6. Actividad gelatinolitica de células neoplasicas pulmonares en

presencia de Matrigel y gelatina

Célula Actividad gelatinolitica*
Matrigel Gelatina Sola"

CALU-1 1.0+0.4 .08+05 10407
SKMES-1 25+06 10.8 +0.9 1.4+ 0.5
NCI-H69 | 8.4+0.3 0 0.4+0.1
A-427 1.8+056 46 +1.7 1.7+04
SKLU-1 3.2+07 3.0+1.2 1.6 +0.1
MRC-5 . 29+08 32+17 1.7 + 0.1
WISH 0.8+02 0 0

*Los_valores se expresan en microgramos de gelatina degradada/ 5 pg de
proteina incubada. A los resultados de cultivos con gelatina se les resto la
actividad gelatinolitica presente en este sustrato que fue de 0.62 + 0.2. La

actividad gelatinolitica del Matrigel fue de 0.

*Los valores de actividad gelatinolitica de las células solas corresponden a

experimentos anteriores (tabla 5).

Todos los valores se expresaron como promedio + desviacion estandar.

N = 5 para todos los casos.



»

Tabla 7. Concentracién de proteina presente en el medio de cultivos de
células neoplasicas con diferentes sustratos

Célula Concentracion de proteina®*
Sola Matrigel gelatina
CALU-1 0.8+05 239+11 98+04
SKMES-1 1.8+0.1 21.2+04 102+02
NCI-H69 4.4+0.1 221423 129402
A-427 37+02 239+ 26  122+05
SKLU-1 05+0.1 3‘1.6 +1.4 97+14
- MRC-§ 1.3+0.3 22.3 +1.8 9.2+0.8
WISH 15.5+2.6 243+25 27.4+22
Matrigel solo 19.8 +3.9 _
Gelatina sola 10.5+1.0

*Los valores se expresan en microgramos de proteina/ 20 ul de medio.
Todos los valores se expresaron como promedio + desviacién estandar.

N = 5 para todos los casos.
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electroforético de la gelatina se observa tenuemente una banda de 72 kD (Fig

20b, carril 8). Esta banda esta presente en todas las muestras con y sin sustrato.

Discusion

Para que la célula neoplasica pueda pasar de un tejido a otro y establecer
colonias metastasicas, requiere de invadir los tejidos vecinos. Este proceso de
invasidn en un proceso activo en el cual es necesaria la protedlisis de los
componentes de la ME. Se ha sefnalado a las MMPs como las principales enzimas
que participan en la degradacion de los componentes de la ME durante este
evento.'” Estas enzimas se han identificado tanto en las células neoplasicas
como en el tejido adyacente existiendo controversia acerca de si la actividad

L]

enzimatica que se usa durante la invasion proviene de la célula neoplasica, de las
células del estroma o de ambas.® <771

La mayoria de los estudios que se han hecho con el fin de identificar cuales son
la MMPs que participan en la invasion neoplasica han identificado a la MMP-2 y a
la MMP-9 como las enzimas que se encuentran con mayor frecuencia asociadas a
al fenémeno de invasion. Estas enzimas se han estudiado mas ya que uno de los
sustratos que degradan es la colagena tipo IV que es el principal componente de
la membrana basal. Sin embargo otras MMPs como la estromelisina-1 (MMP-3), la

colagenasa intersticial (MMP-1), la matrilisina (MMP-7) y la colagenasa 3 (MMP-

13) se han encontrado p‘fesentes en diferentes tipos de cancer.
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En el estudio que aqui se presenta se pudieron identificar en las células la
presencia de algunas de estas MMPs. MMP-1 por inmunchistoquimica pudo
detectarse ligeramente en las células correspondientes a los carcinomas
epidermoides CALU-1 y SKMES-1, y en las células derivadas de carcinoma dé
células pequefias NCI-HE9. Este hallazgo pudo corroborarse para el caso de los
carcinomas epidermoides por medio del Western blot encontrandose una banda
de 53 kD que probablemente corresponde a proMMP-1. En el caso de los
adenocarcinomas no fue posible la identificacién de esta MMP por ninguna de las
dos técnicas. La expresiéon de MMP-1 ha sido documentada por Urbanski y col.*
quienes encontraron la presencia de transcriptos correspondientes a MMP-1 en 3
de los 10 carcinomas dque se estudiaron. De estos carcinomas uno era
epidermoide, otro adenocarcinoma y el tercero carcinoma de células peéueﬁas, y
aunque los tres eran de caracteristicas histologicas diferentes, l6s tres no eran
invasivos por lo que este autor concluyé gue la MMP-{1 estaba asociada al
fenotipo maligno mas no al potencial invasivo. Por su parte Miller y col.”
encontraron también transcriptos correspondientes al ARNm de MMP-1 en el 39
% de los carcinomas epidermoides de pulmén que estudiaron sin hacer una
correlacion entre el estadio de estos canceres y la presencia de MMP-1. La
presencia de transcriptos correspondientes a esta MMP en las muestras que se
estudiaron en ambos trabajos no significa que exista la presencia de la proteina
en los tejidos ni rﬁucho menos nos puede indicar el estado de la actividad

enzimatica.
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La MMP-1 deg-ra?la colagena tipo | por lo que en esta tesis se estudio la
capacidad que tenian las células neoplasicas de degradar este sustrato. En casi
todas las muestras, extractos celulares y medios de cultivo, se observdé de manera
o
expontanea (sin r;ec_esidad de un activador), actividad colagenolitica intersticial
con la excepsion de las muestras que correspondian a CALU-1. En estas
muestras solo con el uso de APMA se logré detectar actividad. En los extractos
celulares de SKMES-1 y en los medios de cultivo de! adenocarcinoma A-427 fue
donde mayor actividad se detectd. Los resultados de actividad colagenolitica que
se encontraron en SKMES-1 y CALU-1 coincidieron parcia!ménte con los
hallazgos de inmunohistoquimica y de Western blot. Para el resto de las muestras
parece no existir una correlacién entre la capacidad de degradar colagena tipo 1 y

L]

la presencia de esta encima. La actividad colagenolitica intersticial en cancer

|106

pulmonar ha sido-estudiada por Kobayashi y co quienes encontraron un

aumento de _esta actividad enzimatica en homogenados de carcinomas

_epidermoides, y por Zucker y col.'” quienes detectaron actividad colagenolitica

intersticial asociada a la membrana plasmatica de carcinoma de céhlas
pequefias. En ambos casos no se pudo establecer una correlacion de esta
actividad con el grado de metastasis. La actividad colagenolitica intersticial
presente en un tejido puede no sdlo deberse a MMP-1 ya que existe otra enzima
que es capaz de degradar este sustrato que es la MMP-13 o colagenasa tipo 3.'%
Esta enzima ha sido idéntificada en cancer de mama, por lo que no es de

estranarse que en carcinomas pulmonares tenga alguna participacion.
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Otra de la MMPs que se encontraron presentes en este estudio fue la MMP-3 o
estromelisina-1. MMP-3 se obsevé en gran cantidad en las células A-427 y SKLU-
1 correspondientes a adenocarcinoma y en menor grado en las otras lineas
celulares. Por medio del Western blot pudo corroborarse este dato para el caso
de SKLU-1, CALU-1 y NCi-H69 detectandose esta enzima en su forma latente sin
que pudiera observarse acitividad en los geles con caseina. La expresién de

108
l.

MMP-3 ha sido estudiada por Bolon y co quienes hallaron ARNm

correspondiente a MMP-3 en el 41% de los carcinomas epidermoides que

estudiaron. De estos solo en el 10 % de los casos, los transcriptos se encontraron

en las células neoplasicas mientras que el 31 % estaba presente en el estroma.
En los adenocarcinomas se encontrd en el 4 % de los casos en las células
neoplasicas mientras que los carcinomas de células pequenas no presentaron
transcriptos para esta MMP. Estos hallazgos aparentemente no coint;iden con los
resultados que se obtuvieron con las células y sus extractos, sin embargo en los
medios de cultivo de las lineas celulares se pudo identificar la presencia de
bandas de alto peso molecular que pueden co_rresponder a complejos de alto
peso molecular de MMP-3 con TIMP-2/proMMP-2. La participacion de MMP-3 en
este tipo de interaccion es de un activador de los complejos TIMP-2/proMMP-2
con la participacién o no de otras proteasas como la plasmina.'® Esta enzima
ademas puede tambjén activar complejos de TIMP-1/proMMP-9 ademas de

promatrilisina, proMMP-2 y proMMP-9 libres.”’®""" El origen celular de MMP-3 en

cancer es ambiguo ya que esta enzima ha sido identifcada tanto en las células de
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estroma como en Ms células neoplasicas."*"™ En el presente trabajo, Ia
presencia de esta enzima en las células de cancer pulmonar y en el medio de
cuitivo indica que por lo menos estas lineas celulares son capaces de sintetizarla
aunque en estado rz;tc_-:ante requiriendo para su activacion probablemente la
presencia de un activador como la plasmina. Una vez activa, MMP-3 puede a su
vez activar los complejos de TIMP-2/proMMP-2 de los cuales se hara mencién
mas adelante.

En este trabajo pudo también detectarse la produccion y actividad de MMP-2
(gelatinasa A) y MMP-9 (gelatinasa B). MMP-2 pudo identificarse en el medio de
las células correspondientes a carbinomas epidermoides por medio de
Zzimogramas de gelatina sin que pudiera detectarse esta enzima ni en el medio de
las otras células ni e‘n los extractos celulares. Sin embargo, en los ensaycfs con
gelatina radiactiva, se pudo observar una gran actividad gelatinolitica en todas las
muestras de meqios y extractos celulares. La mayor actividad gelatinolitica se
detectd en los extractos celulares de las células correspondientes a carcinoma de
células pequeias mientras que la menor actividad se observd en el medio de
estas células en presencia o no de APMA. Las células SKLU-1 (adenocarcinoma)
también mostraron una alta actividad tanto en el medio como en los extractos
celulares. Las diferencias en los resultados de actividad gelatinolitica que se
encontraron al usar el ensayo radiactivo, por el cual fue posible detectar actividad
en todas las muestras que se estudiaron, y los resultados de iimograﬁa, pueden

atribuirse a diferencias entre ambas técnicas. Estas diferencias de resultados
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puden deberse a la presencia de complejos de alto peso molecular entre las
MMPs y otras moléculas como sus inhibidores, que impidieron la deteccion de
actividad gelatinolitica por zimograma.

Los resultados de actividad de gelatinasas concuerdan con los hallazgos de

Momiki y col.'™

quienes detectaron bandas de lisis de aproximadamente 68 y 64
kD en el medio condicionado concentrado de lineas de cancer pulmonar. Zucker y
col.""® también observaron actividad gelatinolitica por zimograma, en el medio de
SKMES-1 pero no puedieron detectar actividad en el medio de CALU-1 por medio
del mismo ensayo. Ellos observafon también discrepacias entre la cantidad de
MMP-2 que detectaron en sus ensayos y los resultados del zimograma. Ambos
autores en sus trabajos no evaluaron fa actividad gelatinolitica basal de sus
células por otras técnicas, ni estudiaron tampoco el contenido ni la actividad de
estas MMPs en las células. ’

Los ensayos de Western blot permitieron detectar a MMP-9 probablemente en su
estado latente y polimeros de alto peso molecular de esta enzima en los medios
de cultivo de todas las lineas celulares de cancer, mientras que MMP-2 se
observo en los carcinomas epidermoides y en el carcinoma de células pequefias.
Solo en las células de SKMES-1 se pudo detectar una banda que corresponderia
a la forma activa de MMP-2. Aunque la presencia de MMP-2 y MMP-9 se pudo
corroborar por los ensayors de inmunotransferencia e inmunocitoquimica en todas

las células que se estudiaron, las células SKLU-1 mostraron poca reaccion de

tincion para MMP-2 en ambos ensayos.



50

En términos generales, estos resultatos sugieren la participacion de MMP-9 en la
degradacion de gelatina tanto por el medio como por los extractos celulares de
las lineas de cancer pulmonar, aunque en el caso de los carcinomas

épidermoides y del cércinoma de células pequefias MMP-2 puede también

contribuir. En este sentido, Brown y col.'®

mostraron la presencia de proMMP-9
en tejido neoplasico asi como en el tejido vecino normal, y la presencia de las
formas activas de MMP-2 y MMP-9 en el tejido neoplasico. Estos estudios los
realizaron por medio de zimogramas de homogenados de tejido lo cual no les
permitio identificar e! origen celular de estas enzimas. Es de hacer notar que
estos autores demostraron una correlacion entre la presencia de la forma activa
de MMP-2 y el comportamiento metastasico de los carcinomas epidermoides y de
los adenocarcinomas q;e se estudiaron, relacion que no fue posible establecer
con la forma activa de MMP-9.

La invasion de los tejidos vecinos ocurre también durante algunos procesos
fisiolégicos como la implantacion del trofoblasto, la proliferacién del endometrio y
la embriogénesis, en los cuales existe una intensa degradacion de ia ME por
medio de las MMPs."""""° En estos procesos la actividad de las MMPs parece
estar regulada por sus inhibidores especificos, los TIMPs. Por el contrario,
durante la invasién neoplasica el incremento en la destruccion de la ME parece
relacionarse con la pérdida en la regulacion de la actividad de Iqs MMPs por sus

inhibidores. En relacion a esto,*algunos autores han demostrado una disminucidn

en el potencial de invasién de las células neoplasicas utilizando TIMP-1 y TIMP-
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222 Aunade a esto, en algunos cénceres se ha logrado establecer una
correlacion entre la agreéividad de la neoplasia y la expresidn de TIMPs,
sugiriéndose que una disminucién de la expresion de TIMP conlleva a un
incremento de la actividad.de MMPs y por lo tanto de! potencial invasivo de una
neoplasia.’® Sin "erhbargo', existe también evidencia ;:le la asociacién entre el
incremento de la expresion de TIMP y el incremento en la capacidad metastasica
de algunos tipos de cancer, lo cual pone en evidencia la compleja interaccion que
existe entre las MMPs y sus inhibidores en el espacio extracelular.'?

En este trabajo se detecté TIMP-2 en los adenocarcinomas y en el carcinoma de
células pequefias por medio de inmunohistoquimica, aunque por Western blot
este inhibidor no .fue posible detectarlo en forma libre a pesar de que se utilizaron
dos anticuerpos diferentesscontra esta molécula. En algunas células y medios de
cultivo fo que pudo obhservarse fue poliméros de TIMP-2. Sin embargo, el hallazgo
méas importante fue la pres_encia -de complejos de alto peso molecular en las
células y medio de SKLU-1 y en los medios de las otras lineas celulares que bien
pueden corresponder a los complejos proMMP-2/TIMP-2. En este contexto, se ha
reportado que la unién de proMMP-2 con TIMP-2 forma un complejo proMMP-
2/TIMP-2 el cual requiere para su activacién de la interaccion con una MMP de
memtrana, la MT-MMP.5'® Esta metaloproteasa de membrana es capaz de
activar tanto la proMMP-2 libre como formando complejos con TIMP-2. Este tipo
de complejos han sido ident'rficado.s/ en el medio de cultivo de células normales y

de células neoplasicas.’™
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La presencia probable de Ioscomplejo§ broMMP-ZIT IMP-2 en las muestras que
se estudiaron pueden explicér por lo menos en parte, el hecho de que en los
zimogramas no pudo detectarse la actividad de MMP-2 con excepsion de los
medios de SKMES-1 donde se observa claramente una banda de lisis. En esta
linea celular Ié pres-encia de MMP-2 libre se corroboré también por el ensayo de
Western blot.

TIMP-1 se detectd en el medio de cultivo de todas las lineas celulares con
excepsion del medio del carcinoma de células pequenas. Asi mismo, fue posible
encontrar bandas de 38 y 48 kD de peso molecular en las células con excepsion
nuevamente, de NCI-HE9. Estas bandas pueden corresponder a polimeros de
TIMP-1 ya que también se encuentran en el control.

Zucker y col.'" pudieron deteictar la presencia de TIMPs en el medio de cultivo de
algunas lineas celulares d_e cancer pulmonar, enconfrando una mayor
concerntracién de TIMP-2 en relacién a TIMP-1 tanto en su forma libre como
formando complejos moleculares.

Una vez que se identificaron cuales eran las MMPs que las lineas celulares de
cancer pulmonar eran capaces de sintetizar, y de establecer los niveles de
actividad colagenolitica y gelatinolitica de estas células, se realizé un ensayo de
invasion in vitro. Este ensayo fue hecho con el propésito de observar si existian
diferencias en el comportamiento invasivo entre las distintas células y ademas si
fa actividad basal de las MMPs se m_gdificaba. En el presente estudio se encontré

que todas las células que se examinaron pueden penetrar el Matrigel. Sin
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embargo parece ser que la diferencia esta en las interacciones que se establecen
con este sustrato. Mientras las células neoplésicas asi como los fibroblastos son

capaces de atravesar el Matrigel y llegar al otro lado, la mayoria de las células de

1
-

epitelio quedan embebidas en el Matrigel logrando pasar sélo un bajo porcentaje.
Esto puede deberse por un lado, a que estas células establecen uniones con
alguno de los componentes del Matrigel como la laminina, y por otro, que estas
células al no ser normalmente invasivas no requieren de degradar o modificar
este sustrato y permanecen adheridas a é] durante todo el ensayo. Por el
contrario, los fibroblastos que normalmente pueden pasar a través de los tejidds
en los procesos de reparacion, pasan a través del Matrigel siguiendo un
quimioatractante que en este caso fue fibronectina que se colocd en el pozo
inferior. En cuanto al comporté:niento de las células neoplasicas, las céluias NCi-
H69 (carcinomarde células pequefias) se comportan de manera diferente al resto
de las lineas, ya que si bien inician su paso a través del Matrigel de manera
similiar, al poco tiempo y durante varias horas del ensayo, estas células quedan
atrapadas en el Matrigel para después stibitamente pasar hacia el filtro. Estas
células en particular tienen un patrén de crecimiento en cultivo diferente a las
demas ya que crecen en suspension formando cimulos de células. Es posibie
que al estar agrupadas, las células aumenten su capacidad invasiva modificando
su entorno aunque el mecanismo molecular ain no esta claro, Al final del ensayo

la capacidad de invasion de las células de carcinoma de células pequefias es

similar al de las otras lineas de células neoplasicas. En los ensayos que se
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realizaron para establecer si é)?jstian modificaciones en la actividad de MMPs

cuando las células interaccionan con el Matrigel, se encontré la aparicién de

bandas de actividad gelatinolitica correspondientes a proMMP-9, asi como la

\
-

activacién de una banda de 110 kd que puede bien corresponder a dimeros de
esta MMP. Ninguna de estas bandas se encontrd en los medios del Matrigel que
se habia incubado solo, ni en los medios de cultivo de las células que hasta el
momento se habian culiivado en ausencia de este sustrato, por lo que la actividad
gelatinolitica que se detectd por esta técnica proviene de la interaccion célula-
neoplasica-Matrigel. Al medir la actividad gelatinolitica con un sustrato radiactivo, |
nuevamente se encontraron discrepanciancias entfe ambas técnicas ya que se
pudo detectar actividad de gelatinasa en los medios de todas las células. Esta
actividad fue en general mayor"que la que anteriormente se habia encontrado
cuando las célula's se cultivaron solas con excepsion de CALU-1 y A-427. Por
medio de esta técnica no se observd tampoco actividad de gelatinasa en el medio
de Matrigel cqando se incubd solo.

Al cultivar las células en presencia de gelatina aparece MMP-9 en su forma activa
asi como probablemente dimeros de esta enzima. Al utilizar gelatina radiactiva, se
pudo detectar un aumento de la actividad de gelatinasas en todas las células con
excepsion nuevamente de CALU-1, y de NCI-HE69 y WISH.

Al parecer los sustratos como el Matrigel y la gelatina pueden inducir la activacién
de gelatinasas como MMP-9 cuyo zimégeno originalmente se habia detec.tado en

todas las células neoplasicas (Western blot), aunque también como sucede en el



.
N R s [ R e e | I TE B .

55
caso de la gelatina, el origen de e_'sta MMP pu;ede ser extracelular (ver adelante).
La actividad gelatinolitica de las células WISH a diferencia de las otras lineas soélo
es detectable por zimograma donde probablemente el SDS participe en su
.activacic’m al provocar un cambioﬁj‘conformacional en las MMPs. Cuando se ha
medido la actividad del medio de estas células usando gelatina radiactiva la
actividad solo se detecta al usar APMA (datos de experimentos pararelos que no
se presentan en esta tesis). Aunque WISH tiene MMP-2 y MMP-9, es muy
probable que estas enzimas se mantengan latentes y por lo tanto, estas células
permanecen adheridas al Matrigel.

La participacion de las interacciones de los componehtes de la ME con las células
neoplasicas y la actividad de las MMPs durante el proceso de invasién aun no
esta clara. Algunos autores han e'rtlcontrado un aumento de la activifdad de MMP-2
en presencia de laminina o de péptidos correspondientes a la cadena A de esta
molécula.’®'¥ Sin embargo, el origen de la MMP-2 podria no ser de la célula
neoplasica sino de los mismos componentes de la ME como ha sido sefalado por
Mackay y col_.w’3 Estos autores al parecer encontraron a MMP-2 en los
preparados de laminina (Ln1) y de Matrigel. A pesar de este hallazgo, en el
presente estudio no fue posible detectar actividad gelatinolitica en los medios de
cultivo del Matrigel cuando fue incubado solo, ni por zimograma ni por actividad
sobre gelatina radiactiva sin que por ello se descarte la presencia de esta enzima
en el Matrigel que se utilizé. En e! caso«de los cultivos con gelatina, aunciﬁe por

zimograma no se detecté actividad gelatinolitica en la gelatina que se cultivo sola,
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en los geles de electroforesis se observé una banda de 110 kD que no aparece
en los medios de las células solas y que coincide con las bandas de lisis del

zimograma. Es posible que esa banda corresponda a dimeros de MMP-9 que

Y
-

estan presentes en la gelatina y"cu_ya activacion sucede al . interaccionar las
células con este sustrato.

Estos resultados junto con otros estudios ponen en evidencia que la célula
neoplasica puede utilizar las MMPs que son sintetizadas por ellas, activar a las
enzimas que producen las células normales vecinas y/o activar a las enzimas que
se encuentran unidas a los componentes de la ME durante el proceso de
invasion. Los mecanismos moleculares por los cualeé la célula neoplasica activa
a las MMPs extracelulares ain no estan claros. Una de las principales hipotesis
que se tienen al respecto guarda“relacién con la activacion de proMMP-2 y la
participacion de TIMP-2 en este evento. Al respecto se han podido identificar la
formacion de complejos moleculares entre TIMP-2, proMMP-2 y MT-MMP, en 1a
membrana plasmética de células neoplasicas."”” Este mecanismo de activacion
permite que la célula neoplasica pueda utilizar a la proMMP-2 exégena, ademas
de limitar la protedlisis de la ME al sitio de contacto de la célula con ésta,'®
proMMP-2 no es la uinica capaz de formar complejos. Tambien se han
identificado complejos moleculares similares entre proMMP-9 y TIMP-1 solo que
en este caso el mecanismo de activacidn estaria mediado por estromelisina.”
Finalmente, las MMPs particularmente MMP-2 parecen tener otro papel adémés

de la degradacion de la ME durante el proceso de invasion. Se ha reportado la
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influencia de la MMP-2 en la migra-’cfén de las células neoplasicas a través de ME
mediante mecanismos independientes de la protedlisis de sus componentes.’
El mecanismo molecular por el cual MMP-2 puede modificar el comportamiento
migratorio de las células esta en g;tudio. Entre los primeros hallazgos se ha
encontrado que MMP-2 causa un corte especifico en un componente la la ME
conocido como Ln-5 ¢ kalinina, en su subunidad y2 que provoca la migracion de
células epiteliales que antes no tenian esta capacidad.’®

Es conclusion, en los estudios de invasion in vifro que se realizaron en la presente
tesis, la penetracién de las células a través del Matrigel no sélo seria
consecuencia directa de la actividad proteolitica de enzimas como MMP-8 y MMP-

2, sino que fa activacion particularmente de esta Gltima puede influir en

transformaciones de la misma ME que favorecerian la migraciéon de las células

neoplasicas.

Conclusiones

- Las células neoplasicas pulmonorares son capaces de sintetizar diferentes
MMPs y sus inhibidores.

- MMP-1 se detecté en los carcinomas epidermoides y en el carcinoma de células
pequeias como zimégeno

- La actividad colagenolitica intersticial que se observd en el estudio puede

-
L)

provenir en parte de MMP-1
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- MMP-3 se encuentra en todas la'células en e#tédo latente o formando complejos
con TIMP-2/proMMP-2.

- No fue posible detectar actividad de esta MMP (actividad sobre caseina).

- MMP-2 se detecté en todas las célﬁi‘as: en forma activa y libre en los carcinomas
epidermoides, latente en e-l- carcinoma de células pequenas y formando complejos
como proMMP-2 con TIMP-2 en los adenocarcimonas y carcinomas epidermoides
- MMP-9 se detecto en todas las células como proenzima o formando dimeros

- En todas las muestras se encontrd actividad gelatinolitica especialmente en los
extractos celulares del carcinoma de células pequefias la cual puede provenir de
la accién de ambas gelatinasas

- TIMP-1 se encontrd libre o formando polimeros en todas las células con
excepsién del carcinoma de células’pequeiias.

- La ausencia de TIMP-1 de estas células podria explicar en parte el potencial
altamente metastésicﬁ que tiene in vivo este tipo de cancer.

- A pesar de las diferencias qu;.- existen entre el estado metabdlico de MMP-2 y
MMP-9 en las !iﬁeas de cancer que se estudiaron, con excepsion del carcinoma
de células pequenas, todas las células neoplasicas invaden de manera similar el
Matrigel

- Sin embargo no existen diferencias con otras células que normalmente tienen
esta capacidad sin ser células neoplasicas.

- Solo las células invasivas pasan a través del Matrigel a pesar de que Ié's no

invasivas posean MMPs
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- La interaccién de las células invasivas con el Matrige! favorece la activacion de

algunas MMPs como MMP-2 y MMP-9

- Al ponerse en contacto las células‘invasivas con la ME se activan la MMPs
presentes en'éstas o en la ME, Esta; enzimas degradan los componentes de la
ME, ademas de favorecer cambios en la adherencia de la célula a la ME
permitiendo su migracidn a través de ésta. Los mecanismos moleculares por los

cuales las MMPs intervienen no sé!o en la degradacion de la ME sino también en

el resto del proceso de invasidn estan actualmente en estudio.
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