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l. RESUMEN 

los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz extracelular, los 

TlMPs, conStituyen una familia de reguladores endógenos de la actividad proteolítica de 

estas enzimas. Hasta la fecha, se han caracterizado cuatro tipos diferentes. Se sabe que 

los TlMPs 1 y 2 inducen el crecimiento in vivo e in vitro de varios tipos celulares normales 

y transformados; sin embargo, se desconoce la vía de transducción de señales a través de 

la cual actúan. Se ha observado que el TlMP-2 recombinante humano (hTlMP-2r, SO pM) 

promueve la proliferación de las células A549 de cardnoma humano de pulmón en 

presenda de insulina (5 Jl9/ml). Asimismo, se sabe que el factor de transcrlpdón NF-kB 

partidpa directamente en la reguladón de la proliferadón celular. El objetivo prindpal de 

este trabajo es analizar el efecto del hTlMP-2r en las células de cardnoma humano de 

pulmón A549 y el papel que tiene el factor NF-kB en este proceso. las células A549 se 

cultivaron en monocapa en medio DMEM con SBF al 10%. Se analizó el credmlento de las 

líneas A549 y A549-S32/36 a través de ensayos de viabilidad celular y de dtometría de 

flujO. Se realizaron ensayos de retardo en gel para determinar la actividad del factor NF

kB en las células A549-A549-532/36 durante diferentes tiempos de exposidón al hTlMP-2r 

(50 pM). Por 'Westem blot" se analizaron los niveles de las proteínas reguladores de la 

familia IkB en las células A549 y A549-s32/36 tratadas con hTlMP-2r por diferentes 

tiempos (50 pM). En el laboratorio comprobamos que el hTlMP-2r induce crecimiento 

celular a las 48 y 120 horas (SO pM) en ausenda de insulina. Para inveStigar si las células 

A549 expuestas al hTlMP-2r (50 pM) presentaban una modificación en la progresión del 

ddo celular, se analizó el contenido de ADN por dtometría de flujo. Se observó que hay 

un aumento de las células A549 en las fases G1 y G1/S en respuesta al hTlMP-2r. Bajo 

estas condidones, la actividad de unión de NF-kB se Incrementó significativamente a las 



12,36 Y 48 horas. En concordanda con estDs resultados, los niveles de los inhibidores de 

factor NF-kB disminuyeron en las células A549 expuestas al llMP-2r. La actividad de NF

kB indudda por el hllMP-2r podría deberse a la moduladón de estDs inhlbidores. Con el 

fin de establecer que los efectos sobre el credmiento celular del hllMP2r son debidos a la 

activadón de NF-kB, las células A549 se transfectaron con un súper-represor para la vía. 

Las células transgénicas se denominaron "A549-532/36n
• Conforme a lo esperado, la línea 

celular A549-532/36 no proliferó bajo la acción del hllMP-2r y la actividad de NF-kB 

diminuyó con el tiempo. Los niveles de los inhibidores de factor NF-kB de las células 

AS49-532/36 expuestas al llMP-2r se modificaron de manera diStinta a aquellos de las 

células A549. Lo anterior podría explicar la actividad menor de NF-kB en las células A549-

532/36. Estos resultados apoyan la idea de que el hllMP2r promueve el crecimiento de 

las células A549 de cardnoma humano de pulmón y que la vía de transducdón del factor 

NF-kB podría estar implicada en este proceso. 
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11. INTRODUCCIÓN 

La matriz extracelular (MEe) tiene una influenda importante en muchos procesos 

celulares báSicos, como la proliferación, la diferendadón y la muerte. Las primeras 

investigadones sobre la MEC mostraron que los efectos de son inmediatos. Poco después 

de que las células establecen contacto con la superficie de las cajas de cultivo, se observa 

un aumento en la síntesis del ARN y de las proteínas. Es dedr, las señales generadas por 

este contacto, son traduddas rápidamente en cambios en la expresión genómica los 

cuales favorecen el credmiento y la diferendadón. Los hallazgos anteriores llevaron a 

pensar que cuando las células normales pierden el contacto con la MEC y con las células 

vednas se induce la muerte celular, particularmente la apoptosis (lidball y Albrecht, 

1998). 

La degradadón excesiva de la MEC es un característica de algunas condidones 

patológicas como el credmiento tumoral y la metástasis. Las metaloproteinasas de la 

matriz extracelular (MPMs) son las prindpales enzimas que se encargan de la degradadón 

de los diferentes componentes de la MEC. Constituyen una familia de endopeptidasas 

dependientes de zinc, activas a un pH neutro. En los vertebrados se conocen actualmente 

18 enzimas diferentes agrupadas en diferentes grupos (Woessner, 2001). 

La actividad de las MPMs es regulada a diferentes niveles: transcripdonal, 

traducdonal y postraducdonal. Un punto de control importante ocurre a través de la 

inhibidón y/o la reguladón de la activación de los zimógenos y de las enzimas activas por 

medio de los inhibidores tisulares de las MPMs (TIMPs, por sus siglas en inglés). La 

alteradón del equilibrio entre las MPMs y sus inhibldores naturales los TIMPs es un factor 

dave en algunas enfermedades humanas como el cáncer y la angiogénesis asociada a 

éste (Gomez et al., 1997). 
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2.1 LOS TIMPs 

Los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de matriz extracelular, los llMPs, 

produddos por numerosos tipos celulares, tienen un papel muy Importante en algunas 

condidones fisiológicas y patológicaS. Se unen estequiométricamente1:1 fonmandO 

complejos no covalentes con las MPMs. Actualmente se han descrito cuatro miembros de 

esta familia de inhlbidores: los llMPs 1,2 Y 4 que son proteínas solubles y elllMp..3 que 

está asodado con la MEC. Las cuatro proteínas poseen pesos moleculares bajOS (20 a 30 

l<Oa), doce residuos de dsteina y cuatro de tlroslna conservados entre ellas. Además, las 

regiones NH3-tenminal que presentan la actividad inhibltorla se encuentran altamente 

conservadas mientras que los extremos COOH-tenmlnal, que propordonan espedfiddad de 

inhibidón y efidenda de unión, son divergentes. Se sabe que son proteínas con recambio 

bajo en la MEC (Blavier et al 1999). 

2.2 EL TIMP-2 

2.2.1 LA ESTRUCTURA 

ElllMP-2 es una proteína no glicosilada de 194 residuos de aminoáddos (r.a.a.), 

con un peso molecular de 21 l<Oa que posee un 40% de identidad con elllMP-1 (Agura 

1). Se describió por tres grupos de investigadón independientes (DeClerck et al, 1989, 

Goldberg et al., 1989 y Stetler-Stevenson et al, 1989). Fue copurificada con la MPM-2 de 

sobrenadantes de fibroblastos y de células de melanoma humanos (Goldberg et al, 1989 

y Steven-Stevenson et al, 1989), pero en los macrófagos alveolares, se purificó sin esta 

asociación (Shapiro et al, 1992). 
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El dominio NH3-terminal que presenta la secuenda consenso "VIRAK" es necesario 

para inhibir a la MPM-2 a través del dominio hemopexina de la región COOH-terminal de 

esta enzima. Además, existen algunas asas en el extremo carboxilo que unen a las MPMs, 

fuera de su sitio catalítico. Se ha determinado que los tres puentes disulfuro ami no

terminales son sufidentes para la actividad inhibitoria del TIMP-2 (Blavier et al 1999). 

Sorprendentemente si los TIMPs 1 Y 2 se reducen, pierden su capaddad para inhibir a las 

MPMs, pero no sus funciones independientes a esta actividad (Hayakawa et al,1994) 

(Rgura 1). 

Rgura 1. Esquema que muestra un modelo de la estructura secundaria del TIMP-2 

(Douglas et al, 1997). 

5 



El cONA cerrespondiente al TIMP-2 ha sido aislado de diferentes especies cemo el 

nemátodo e elegans, la mosca Drosophila sp., el cebayo y algunos vertebrados (Brew et 

al., 2000 Y Meléndez et al., 2000). El gen que codifica para TIMP-2 humano está 

localizado en el cromosoma 17 (17q23-17q25). Éste posee dnco exones separados por 

cuatro intrenes. Se han encontrado dos transcritos principales: de 1 Kb Y de 3.5 Kb, los 

cuales tienen una vida media de 32 y 24 horas, respectivamente (Gomez et al., 1997). 

El promotor para el TIMP-2 humano contiene 3 sitios para el factor de transcripd6n 

Sp-1, un sitio para Ap-1, un sitio para Ap-2 y una caja TATA (Agura 2). A través del 

análisis cen deleciones diferentes, se determinó que los sitios importantes para la 

expresión basal son los Sp-1 y Ap-2 inmediatamente anteriores a la caja TATA (DeOerck 

et al., 1994 y Hammani et al., 1996). 
+1 

,---(0 11 11 01 .F 
-2243 -1632 -1246 -1214 -721 -485 -413 -281 -229 -21 ATG (303) 

AP1 O PEA-3 O Sp-1 1 Caja TATA • Inido de la transcripd6n I 

Agura 2. El promotor del gen que codifica para TIMP-2 humano (Hammani et al., 1996). 
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2.2.2 LA REGULACIÓN 

El T1MP-2 se expresa de manera constitutiva; sin embargo, en ocasiones su 

expresión puede ser modificada. Se ha observado que la moduladón de su expresión en 

respuesta a distintos estimulas es regulada de manera opuesta a la del T1MP-1. El 

promotor del T1MP-2 no es activado por TPA (12-Q-tetradecanoilforbol-13-acetato) y por 

atocinas. Es Interesante menaonar que esta proteína se produce en vanos órganos, pero 

no se sintetiza en el hígado (Tabla 1) (Gomez et al., 1997). 

Caracteristlcas nMP-2 

Peso molecular 21 KDa 

Tejidos Pulmón, corazón, cerebro, músculo, 

(ratón) piel, testículos, ovarios, placenta 

Inhibición de la invasión tumoral + 

Actividad promotora del credmiento + 

Inhibiaón de la apoptosis No determinada 

Inhibidón de la angiogénesis + 

Tabla 1. Características del T1MP-2 humano. 
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Algunos factores pueden regular la expresión del ARNm o de la proteína del TIMP-

2. Se ha observado que el 8-Br-AMPc (un análogo de AMPc) provoca un aumento en la 

expresión del ARNm y de la proteína del TIMP-2 en las células de fibrosarcoma humano 

HTl080 (Tanaka et al, 1995). Además, se encontró que en la línea celular anterior, en 

las líneas de melanoma humano A2058 y HT-l44 Y en la línea de fibroblastos de pulmón 

humano Wl-38, el factor TGF~ provoca una dismlnudón en los dos transcritos del TIMP-2 

(Stetler- Stevenson et al, 1990). Independientemente, Meléndez et al (2000) 

encontraron que en los fibroblastos de pulmón del cobayo, el TGF~ (10 ng/ml en ausenda 

de suero) provoca una disminudón del ARNm del TIMP-2 después de 18 horas. 

Por otra parte, se encontró que la progestina y el estradiol disminuyen los niveles de 

TIMP-2 aproximadamente en un 50% en células de cáncer de mama (Gomez et al, 1997). 

En los estudios anteriores, los cambios en los dos ARNm para el TIMP-2 son similares. En 

contraste, Stetler-Stevenson y su grupo (1990) observaron a través de ensayos de 

"Northem blot" que el ARNm de 1 Kb está considerablemente reduddo en las muestras de 

padentes humanós de tumores colorectales. Hasta la fecha, no se conoce la reguladón 

del "splidng" que da origen a estos dos ARNm para el TIMP-2. 

2.2.3 LAS FUNCIONES DEL TIMP-2 

a) La Inhibición y la activación de la MPM-2 

Los TIMPs tienen afinidades variables por las diferentes MPMs. Por ejemplo, el 

TIMP-l se une a la pro-MPM-9 con mayor afinidad que el TIMP-2. Contrariamente, el 

TIMP-2 se une con gran afinidad a la fonma latente de la MPM-2 (Howard y Banda, 1991 y 

Wang et al, 2000). La partidpadón del TIMP-2 en la activadón de la pro-MPM·2 se 

describió recientemente. El TIMp·2 se une al sitio activo de una molécula de MPM-MT'l 
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(MPM de tipo membranal) en la superficie celular, formando una especie de "receptor" 

para la forma latente de la MPM-2. El extremo carboxilo del TIMP-2 se une al dominio de 

hemopexina de la pro-MPM-2 oonstituyendo un oomplejo temario. Se requiere de una 

segunda molécula de MPM-MT-1 que oorta el pro-péptido de la pro-MPM-2. De esta 

manera el TIMP·2 es necesario para la activación de la pro-MPM-2 (Howard y Banda, 1991 

y Wang et al, 2000). Sin embargo, las ooncentraciones elevadas del TIMP-2 ó -3 inhiben 

a la MPM-MT-1 previniendo la oonsecuente activación de la forma latente de la MPM-2 

(Baker et al, 2000) (Figura 3). 

Pro-MMP-2 

TIMp·2 

Membrana 
plasmática 

Figura 3. El TIMP-2 Y la MPM-MT-1 activan a la pro-MMP-2 (Wang et al, 2000). 

Espado 
extracelular 
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b) La Inhibición de la anglogénesis 

El proceso de angiogénesis (la formación de nuevos vasos sanguíneos) es complejo 

ya que involucra la movilidad de las células endoteliales, su adhesión y la degradadón de 

la membrana basal subendotelial. Se ha determinado que los TIMPs 1 Y 2 inhiben la 

angiogénesis en algunos ensayos biológicos. Estas proteínas pueden afectar este proceso 

de varias maneras: inhibiendo la migración de las células endotellales, previniendo el 

desprendimiento de las células endoteliales mediado por las MPMs, bloqueando la 

liberadón de factores angiogénicos unidos a la matriz y previniendo la degradadón de la 

M EC. Las investigadones sobre la inhlbidón de la formación del tubo endotelial por el 

TIMP-1 y el 2 en un ensayo in vitro en matrlgel y el bloqueo de la Invasión de las céiulas 

endoteliales de la membrana amniótica mediado por el TIMP-1, apoyan la Idea de que los 

TIMPs inhiben la angiogénesis en diferentes etapas (Gomez, et al.,1997). 

e) Papel en el cáncer 

Se sabe que en algunos casos una degradadón excesiva de la MEC, debida a una 

alteradón en el balance MPMs{TlMPs, promueve la invasión y la metástasis (Figura 4) 

(Gomez et al., 1997). 

Existe además una gran controversia sobre las fundones del TIMP-2. En algunas 

investigadones se propone que la sobre-expresión del TIMP-2, al igual que la del TIMP-1, 

suprime el crecimiento tumoral, la invasión y la metástasis. Sin embargo, otros estudios 

han relacionado la expresión del TIMP-2 con la progresión tumoral (Gomez et al., 1997). 
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Figura 4. El papel de las MPMs y de los TIMPs en crecimiento tumoral, la invasión y la 

metástasis. El potencial inhibitorio de los TIMPs se indica en la figura (Baker et al, 2000). 

La mayoría de los trabajos en roedores muestra que los TlMPs inhiben el 

crecimiento tumoral, la invasión y la metástasis. No obstante, en dertos tipos de tumores 

malignos humanos se relacionan los niveles altos de estos inhibidores con una conducta 

agresiva del tumor (Albini et al, 1991, DeClerck et al, 1992, DeClerckl et al., 1991, ¡mren 

et al, 1996 y Montgomery et al, 1994). 
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d)Factor de crecimiento 

Diferentes evidendas apoyan el hecho de que el nMP-2 tiene un efecto en la 

proliferadón de muchas líneas celulares, independientemente de su aCtividad como 

inhlbldor de las MPMs. Sin embargo, el efecto producido por el nMP-2 es variable, es 

dedr, en algunas líneas celulares promueve el crecimiento, en otras no hay efecto y en 

algunas otras lo inhibe. 

El nMP-2 posee una "aCtividad potendadora de la eritropoyesis" (EPA, por sus 

siglas en inglés). La EPA fue aislada originalmente del medio condidonado de una línea 

celular de linfoblastos T infectados con el HllV-1J y se demostr6 que estimula el 

credmiento de las células progenitoras eritropoyéticas tempranas (DeOerck et al, 1989, 

Golde et al,1980 y Hayakawa et al, 1992). Asimismo, el nMP-2 también fué aislado 

como una proteina estimuladora del credmiento a partir del medio de cultivo carente de 

suero de los fibroblastos humanos HSF4-T12 transformados con el virus SV40 (Nemeth y 

Goolsby, 1993). 

Por otra parte, el estudio de Hayakawa y sus colaboradores (1994) demostró que 

el nMP-2 promueve la proliferad6n de varias líneas celulares murinas, bovinas y humanas 

a una concentradón de 10 ng/ml (0.46 nM). Independientemente, se determinó que la 

sobre-expresi6n del nMP-2 en las células de músculo vascular liso de rata provoca un 

aumento en la proliferadón celular dependiente de la concentración (Baker, etal, 1998). 

En contraste con los trabajos previos, Valente y su grupo encontraron que las 

células B16FlO de melanoma murino transfectadas con el nMP-2 presentaban un 

potendal invasivo y una capaddad anglogénica menores, con respecto a las células 

control. Observaron también, que estas células transfectadas eran más resistentes a la 

apoptosis mientras que la necrosis aumentaba. 

12 



Las investigadones anteriores muestran que existe una fuerte contradicción sobre 

el efecto del TlMP-2 en el crecimiento celular. 

2.3 POSIBLES VfAS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES DE LOS TIMPs 

Hasta la fecha, no se conocen con certeza los mecanismos moleculares y 

bioquímioos a través de los cuales los TlMPs llevan a cabo sus efectos sobre la 

proliferadón V la muerte celulares. 

Los resultados obtenidos por un grupo de investigadón Italiano, mostraron que las 

células de cardnoma de mama Bc-16 expresan selectivamente una proteína 

transmembranal de 80 KDa. Ésta es capaz de unir con alta afinidad al TlMP-1 in vitro e in 

VIW. Además, encontraron que si esta línea celular es tratada con una concentración 

estimuladora de la proliferadón de l1MP-1 (0.2, 0.4 Y 1 I'g/ml), se Induce la fosforilación 

en residuos de tirosina de algunas proteínas (Luparello, et al., 1999). 

Por otra parte, se determinó que en la línea celular MG-63 de osteosarcoma 

humano, los TlMPs 1 Y 2 inducen la incorporadón de timidina tritiada y el aumento de 

algunas proteínas fosforiladas en residuos de tiresina. En el estudio anterior se sugiere 

que las dnasas de tiresina (Erk 2) tienen un papel importante en la vía de transducdón de 

señales de estos l1MPs ya que cuando estas dnasas se inhibieron específicamente, se 

observó un bloqueo casi total de la incorporadón de timidina tritiada (Yamashita et al., 

1996). 
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2.4 EL CRECIMIENTO Y LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

2.4.1 EL CICLO CELULAR 

El balance del crecimiento, la proliferadón, la diferendadón y la muerte celulares, 

es importante para permitir el desarrollo normal y completo de los organismos 

multicelulares. Los defectos en estos procesos pueden provocar anormalidades durante el 

desarrollo y en algunos casos la progresión del cáncer. Debido a esto es necesario que 

exista un control estricto en la expresión de los genes involucrados en la reguladón de 

estos procesos (Sherr C. J., 1996). 

La progresión a través del ddo celular en los organismos eucariotes está regulada 

por la presenda de las proteínas ddinas y sus dnasas asodadas (COKs por sus siglas en 

inglés). Las subunidades COKs permanecen inactivas y al unirse con las ddinas forman 

complejos activos. La actividad de los complejos COKs/ddinas es también controlada por 

los diferentes niveles de fosforiladón y por pequeñas proteínas (piS, p16, piS, p19, p27, 

p57, entre otras), llamadas "inhibidoras de la actividad de COK", éstas se unen a las 

ddinas, a las COKs o a los complejos de ambas. Los complejos activos ddinas/COKs 

llevan a las células a través de las diferentes fases del ciclo celular, fosforilando sustratos 

protéicos específicos que son esenciales para alcanzar la transidón entre las fases (Sherr 

C. J., 1996 Hulleman et al, 1999). 

La actividad de los complejos ddinas/COKs de la fase Gl del ddo celular es 

esendal para la progresión de dicha fase y está asodada a la fosforiladón de las proteínas 

Rb (pRbs) Y al paso del punto de restricdón R. Después de esta fosforiladón de las pRbs, 

el factor de transcripdón E2F es liberado y puede entonces activar la expresión de los 

genes necesarios para replicar el material genético y proseguir a través del ddo celular 

(Figura 5) (Sherr C. J., 1996 Hulleman et al, 1999). 
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Las ddinas A, B, o y E son sintetizadas y degradadas periódicamente y de manera 

específica durante el curso del ddo celular, proporcionando así un mecanismo para 

regular la actividad de los complejos de las dnasas. Los niveles de cada ddina en 

particular son controlados a nivel transcripcional y por la degradadón a través de la vía de 

ubiquitinadón. Las ddinas O y E son expresadas durante las fases GO/Gl y son llamadas 

ddinas "start" (por el nombre del "checkpoint" de levaduras). "Start", también conocido 

como punto de restricción ® en las células de los mamíferos, es el punto en la fase Gl 

tardía en el que las células se comprometen a la siguiente replicadón de su ADN (cuando 

se fosforila a la proteína pRB). Las ddinas O (1, 2 Y 3) se expresan en respuesta a 

factores de credmiento o mitógenos y se degradan rápidamente cuando éstos 

disminuyen. En las células que proliferan continuamente, sus niveles son menos variables 

que los de las ddinas A, By E. La expresión particular de las ddinas O es específica de 

cada tejido. La aparidón de las ddinas O, promueve la transidón de la fase GO a la Gl y 

la veloddad de la progresión de Gl. En general, la expresión de la ddina E es indudda en 

la fase Gl tardía. Por otra parte, las cidinas A y B son las llamadas ddinas "mitóticas·. 

La ddina A es sintetizada durante la fase S y se degrada en la anafase de la mitosis. La 

ddina B se expresa en la fase S tardía, sus niveles son máximos durante la transidón de 

G2 a M y se degrada durante la anafase (Sherr C. J., 1996 Hulleman et al, 1999). 
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Rgura 5. Esquema que representa el delo celular de los mamíferos. 
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2.4.2 LAS VÍAS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 

PARA PROLIFERACiÓN CELULAR 

Las células retiben e interpretan la Informadón del medio ambiente intra- y extra

celular de una manera definida y apropiada. Las vías de transducdón de señales son las 

rutas bioquímicas y moleculares que se encargan de propagar los diversos estímulos y 

proporcionar las respuestas específicas. A partir de los componentes que conforman 

determinada vía es posible conocer la naturaleza y la duradón de las repuestas celulares 

específicas (Dedrick, J. e Iyengar, R, 1998). 

2.4.3 LA VíA DE SEÑALIZACIÓN DEL FACTOR DE 

TRANSCRIPCIÓN NF-KB 

Los factores de transcripdón controlan eventos crudales durante el credmiento 

celular en la mayoría de los seres vivos. Los factores transcripdonales NF-kB/Rel 

comprenden un grupo de proteínas conservadas en el reino animal (Gilmore, 1999). Estos 

factores fueron descritos por primera vez por Sen y Baltimore (1986) como proteínas que 

se unen fuertemente a una secuenda decamérica específica de ADN (S'-GGGACITTCC-3', 

llamado "sitio k8"), dentro un potendador (enhancer) de la cadena ligera kappa de las 

inmunoglobulinas. Inidalmente, se encontró en linfocitos B maduros, pero ahora se sabe 

que NF-kB está presente en la mayoría de los tipos oelulares. />si mismo, se han 

encontrado sitios kB (con la secuenda consenso S'-GGGRNNYVCO', donde R es una 

purlna y Y una plrimidina) en los promotores de una lista aedente de genes (Gilmore, 

1999). 

Las proteínas NF-kB/Rel están reladonadas por la presencia de un dominio 

conservado de unión al DNA y de dimerizadón, denominado "dominio de homología ReI" 

17 



(RH, por sus Siglas en inglés). Además, pueden dividirse en dos dases de acuerdo con la 

secuenda carboxilo terminal adyacente al dominio RH (Rgura 6). Los miembros p105, 

pIOO, y Drosophila Relish, tienen una secuencia larga en este extremo que contiene 

varias coplas de secuendas repetidas de ankynna que inhiben su actividad. Los miembros 

de este grupo se activan (p105 se convierte en p50 y plOO en p52) cuando se detiene la 

traducdón o cuando hay una prote6lisis limitada. Por lo anterior, estas proteínas como 

tales no SOn activadoras de la transcripdón, excepto cuando forman dímeros con los 

miembros de la segunda dase. Las subunidades c-Rel, RelB, RelA (p65), Dorsal y Dlf, 

contienen dominios de activadón en el extremo carboxilo, los cuales son variables entre 

las diferentes espedes (Gilmore, 1999). 

Los factores NF-kB/Rel se unen a los sitios kB formando dímeros. Todos las 

proteínas Rel de los vertebrados pueden formar homodímeros o heterodímeros, con 

excepdón de la proteína RelB que sólo puede formar heterodímeros. Esta diverSidad 

contribuye a la reguladón de grupos de genes distintos ya que los diferentes dímeros 

tienen espedfiddades variables para la colecdón de los sitios kB. El nombre NF-kB 

comúnmente se refiere al heterodímero p50/p65(ReIA) debido a que es el complejo Rel 

prlndpal en la mayorfa de las células (Rgura 6) (Gilmore, 1999). 

Los dímeros NF-kB están en forma latente e inactiva en las células formando 

complejos en el dtoplasma con las subunidades regulatorias denominadas IkBs 

(Inhibidores kB). Cuando las células reciben diferentes señales extra- e intra-celulares, se 

Inldan diferentes cascadas de dnasas las cuales finalmente fosforilan a los inhlbidores 

IkBs y activan a NF-kB, éste entra al núdeo, se une a los sitios kB en el ADN y promueve 

la expreSión de ciertos genes (Rgura 8) (Kann, 1999). 
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Las IkBs se unen a los dímeros NF-kB y bloquean estéricamente la fundón de su 

señal de localizadón nuclear (NLS) provocando así su secuestro en el dtoplasma. Para 

que NF-kB entre al núcleo es necesario romper la interacción con IkB por lo que la 

mayoría de los estímulos que activan a este faetor transcripcional, utilizan una vía común 

basada en la degradación inducida por fosforilación de las IkBs. La proteína IkBa es la 

prindpal de este grupo y la mejor estudiada (Karin, 1999). 

p105 

pl00 

Idl. 

BcI-3 

..... 

...... 

-{ 

Repetidos 
Ankyrina 

• -PRO---PR9 SER-!! 

Figura 7. Las proteínas de la familia IKB de vertebrados. "PRO" y "SER" se refieren a 

los r.a.a. prolina y serina, respectivamente. El dominio "PEST" es rico en r.a.a. 

prolina, glutamato, aspártico, serina y treonina. Esta región contiene sitios de 

fosforilaclón y ha sido implicada en la regulación de la estabilidad de los IkBs. 

También se ha sugerido que regulan la habilidad de los IkBs para inhibir la unión de 

NF-kB al sitio KB, a través de la interacdón directa con el dominio de unión al ADN 

(Whiteside e Israel, 1997 y Karin, 1999). 
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Algunos de estos inhibidores, como IkBa, poseen una NLS así como una señal de 

exportadón nudear (NES). De esta manera la señal puede ser interrumpida por IkBa 

recién sintetizado que entra al núdeo, remueve a los dímeros NF-kB del ADN y provoca el 

transporte desde éstos hacia el dtoplasma a través de las exportinas (Karin, 1999). 

Los activadores potentes de NF-kB, como el TNF-KBa y la IL-1, provocan la 

degradadón prácticamente completa de los IkBs (especialmente de IkBa) en cuestión de 

minutos. Este proceso, mediado por el proteosoma 265, depende de la fosforiladón de 

dos residuos de serina conservados (532 y 536 en el IkBa del humano) dentro del dominio 

regulatorio amino-terminal de los IkBs. Las substituciones que reemplazan a una o ambos 

de estos residuos son sufidentes para inhibir considerablemente la degradadón de las 

IkBs. Si se inhibe el proteosoma, los IkBs fosforilados en su extremo amino se acumulan 

rápidamente lo cual Indica que la degradadón ocurre posteriormente a la fosforlladón y 

que esta última no permite la disodadón de los compleJos NF-kB/IkB. Cuando los IkBs 

han sido fosforilados llevan a cabo una segunda modificadón postraducdonal: la 

poliubiquitinadón. Los sitios de poli-ubiquitinadón prindpales en el IkBa del humano son 

las lisinas 21 y 22 (Karin, 1999). 

Existen algunas excepdones a la vía común para la activadón de NF-kB. La 

primera es la activadón por radiadón UV que depende de la degradadón de IkB, pero no 

implica la fosforiladón de los residuos de serinas del extremo amino. La segunda 

excepción es la anoxia que estimula la fosforiladón de IkBa en el residuo de tirosina 42. 

Se ha sugerido que la IkBa fosforilada en este residuo se une al dominio SH2 de la PI3 

dnasa y de esta manera se separa de NF-kB. Sin embargo, el residuo de tirosina en la 

posldón 42 no está conservado en las otras proteínas IkBs (Imbert et al1996 y Karin, 

1999) (Rgura 7). 
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Figura 8. Representadón de la vía de señalizad6n del factor de transcripdón NF·kB. 

El control de la fosforiladón de IkB en respuesta a la mayoría de los otros 

estímulos de NF·kB está a cargo del complejo de cinasas de IkB (IKKs por sus siglas en 

inglés) (Figura 8). La actividad de este complejo de cinasas es específico para los residuos 

de serina. Actualmente se sabe que el complejo está formado por tres polipéptidos 

diferentes los: IKKa, IKK~ e IKKy. En las células de mamíferos los complejos nativos 

purificados son aparentemente heterodímeros de IKKa/IKK~ junto con una cantidad no 

determinada de subunidades IKKy. La subunidad IKK~ es el blanco para las señales 

activadoras, la activad6n del complejo IKK depende de la fosforiladón de esta subunidad. 

Los activadores son redutados al complejo a través de la subunidad IKKy, a través de las 

interacdones con el extremo carboxilo (Kann, 1999). 
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Los IkBs difieren en sus respuestas a los inductores de NF-kB. IkBa se degrada 

rápidamente como consecuencia de la activación de NF-kB por la mayoría de los estímulos 

probados hasta ahora. Además IkBa es capaz de remover a los dímeros de este factor de 

transcripción unidos a sus sitios kB en el AON, por lo que se piensa que este Inhibldor 

puede asegurar la naturaleza transitoria de la respuesta (Whiteslde e Israel, 1997). 

En contraste, generalmente IkBp e IkB. se degradan de manera tardía. Se ha 

propuesto que IkBp regula la respuesta persistente a un determinado grupo de inductores 

de NF-kB. Las moléculas de NF-kB reguladas por IkBp pueden escapar el control por IkBa 

por un nuevo mecanismo: en las células sin estimulad6n, NF-kB se encuentra asociado 

con fonmas hiperfosforiladas de IkBP mientras que en las células estimuladas, se une a 

los IkBp hipofosforilados. Estos complejos tienen la NLS expuesta y son insesibles a la 

inhibidón por IkBa. Además, las agrupadones NF-kBl IkBp se pueden encontrar en los 

núdeos de las células estimuladas y se pueden unir al AON. Por lo anterior, se ha 

propuesto que la fonma hipofosforilada de IkBp fundona como una "chaperona" para 

proteger a NF-kB de IkBa, penmitiendo que NF-kB se transloque al núdeo donde IkBp es 

degradado o disodado del complejo (Whiteside e Israel, 1997). 

IkBe es degradada de manera lenta, pero se sintetiza nuevamente poco tiempo 

después. Se piensa que controla una respuesta a NF-kB que es lenta y transitoria. Se han 

encontrado varias isofonmas fosforiladas de está proteína en las células sin estimulad6n, 

pero no se ha detectado en el núdeo y aparentemente no contiene una NES (Whiteside e 

Israel, 1997). 
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JII. ANTECEDENTES E HIPÓTESIS 

Las células de carcinoma humano de pulmón A549 

Esta línea celular fue aislada por D. J. Giard y colaboradores (1973) a través del 

cultivo de tejido cardnomatoso de pulmón de un hombre caucásico de 58 años. Los 

estudios posteriores de M. Ueber et al. (Int. J. cancer, 17:62-70, 1976) revelaron que las 

células A549 podían utilizar lectina con un alto porcentaje de áddos grasos 

desnaturalizados empleando la vía de la citldina difosfocolina. Se localizaron cuerpos 

multllamelares induldos bajo el microscopio electrónico de transmisión. 

Las células A549 presentan una morfología de tipo epitelial y la frecuenda de 

distribudón cromosómica es de 2n=46 (ATTC Celllines and hybridomas, 1994). 

Se sabe que en las células A549 de cardnoma de pulmón el TIMP-2 recomblnante 

de humano (hTIMP-2r), a una concentradón de 50 pM en presenda de insulina (5 ¡<g/mi), 

provoca un aumento en la incorporadón de timidina tritiada (Nemeth et al.,1996). Lo 

anterior se ha asodado con una proliferadón aumentada en estás células. Sin embargo, 

se desconoce la(s) vía(s) de transducdón de señales a través de la(s) cual(es) el TIMP-2 

regula la proliferadón celular. 

El factor NF-kB 

Los factores de tranSCripción ReI/NF-kB regulan la respuesta Inflamatoria e inmune 

y han sido implicados directamente en la reguladón de la proliferadón y la muerte 

celulares. Se han estudiado las vías de transducción de señales que llevan a la activación 

de los factores Rel/NF-kB y la consecuente inducdón de la expresión de genes. 

Redentemente se ha reladonado a la actividad alterada de Rel/NF-kB con la 

carclnogénesis en los mamíferos debido a la capad dad onoogénica de la proteína viral v

Rel en los modelos animales. La amplificad6n cromosómica, la sobre-expresión y el re-
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arreglo de los genes que codifican para los factores ReI/NF-kB se ha relacionado con 

muchos tumores humanos hematopoyéticos y sólidos (Tabla 2). También se ha descrito 

una actividad nudear persistente del factor ReI/NF-kB en varios tipos celulares de cáncer 

humano, como resultado de una activadón constitutiva de distintas dnasas de las vías de 

señalizadón o por las diversas mutadones que inactivan a las subunidades inhibitorias 

IkBs. los estudios anteriores señalan una reladón entre la activadón de la expresión 

génica por parte de los factores Rel/NF-kB y su partidpadón en el proceso de 

transforrnadón. También, las investigadones que implican al factor NF-kB en la apoptosis 

apoyan su partidpadón en la oncogénesis y en la resistencia de las células tumorales a la 

qUimioterapia (Rayet y Gélinas, 1999). 

Debido a lo anterior, el interés del presente estudio fue analizar el efecto del 

hTIMP-2r en el crecimiento de las células A549 e investigar si este efecto está reladonado 

con la actividad del factor de transcripdón NF-kB. 

Hipótesis 

8 hTIMP-2r induce la proliferadón de las células de cardnoma de pulmón A549. El 

efecto del hTIMP-2r en estas células depende de la activadón de la vía de transducdón 

del factor de transcripción NF-KB. 
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Gen Alteración Tipo de cáncer 

e-reJ sobre-es presión carcinoma de pulmón de 
células no pequeñas 

reJA amplificación carcinoma escamoso de 
cabeza y cuello 

amplificación adenocarclnoma de mama 

amplificación adenocarcinoma de 
estómago 

sobre-expresión líneas celulares de 
carcinoma de tiroides 

'splicing" alternativo carcinoma de pulmón de 
células no pequeñas 

nfkbl sobre-expresión carcinoma de pulmón de 
células no pequeñas 

sobre-expresión 
líneas celulares de cáncer 

sobre-expresión de colon 
líneas celulares de cáncer 

sobre-expresión 
de próstata 

líneas celulares de cáncer 
de mama 

sobre-expresión líneas celulares de cáncer 
de hueso 

sobre-expresión líneas celulares de cáncer 
de cerebro 

nfkb2 sobre-expresión carcinoma de mama 

sobre-expresión carcinoma de colon 

ikba sobre-expresión líneas celulares de cáncer 
de ovario 

Tabla 2. Implicad6n de los genes humanos re!, nlkb e ikb en tumores sólidos (Rayet y 

Gélinas, 1999) 
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IV. OBJETIVO GENERAL 

Investigar el efecto del hTIMP-2r en el crecimiento de las células de carcinoma de 

pulmón A549 así como la participadón de la actividad del factor NF-kB durante este 

proceso. 

V. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Observar el efecto del hTIMP-2r (50 pM) en el crecimiento de las células A549 y en 

la nueva línea estable A549-532/536. 

2. Determinar la actividad de unión del factor de transcripdón NF-kB en las células 

A549 y A549-532/S36 durante diferentes tiempos de tratamiento con el hTIMP-2r 

(SO pM). 

3. Analizar los niveles de las proteínas de la familia IkB en las células A549 y A549-

532/536 expuestas al hTIMP-2r (SO pM) por diferentes tiempos, para reladonarlas 

con la actividad del factor de transcripdón NF-kB. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 CULTIVO CELULAR 

Las células A549 y A549· S32/36 crecieron en monocapa con medio de cultivo 

DMEM con 10% de suero fetal bovino (SBFj, en una atmósfera húmeda con 5% de CO,. 

6.2 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR 

Se empleó la técnica de cristal violeta para determinar el porcentaje de viabilidad 

celular. Se consideró el término "viabilidad celular" para designar a las células vivas 

adheridas a la superfide de la caja de cultivo. El cristal violeta es un colorante 

monocromático que tiñe el núcleo de las células vivas de azul oscuro y el dtoplasma de 

azul claro. Brevemente, en cajas de cultivo de 24 pozos, se sembraron aproximadamente 

100 000 células A549 y A549-S32/36 y se cultivaron bajo las condidones anteriores 

durante 24 horas. Posteriormente, se lavaron y se les Incubó con medio de cultivo DMEM 

sin SBF por 24 horas con el objetivo de sincronizarlas al inidar el tratamiento. Se realizó 

un curso temporal de exposición al hnMP-2r (50 pM) que Incluyó los siguientes tiempos: 

24, 4B y 120 horas. Las células se lavaron y se fijaron con etanol al 70% durante 10 

minutos (_20· C). Posteriormente, a cada pozo se le agregó 500 ¡ti de la soludón de 

Cristal Violeta (Violeta de Gendana 0.1%) por 10 minutos y se enjuagó con agua común. 

Las células teñidas de cada pozo se lisaron con 100 ~I de áddo acético al 33% y se 

obtuvieron las absorbanclas a 570 nm en un lector de EUSA. Se realizaron por lo menos 

3 experimentos independientes para cada tiempo y con los promedios obtenidos se calculó 

el porcentaje de viabilidad (con respecto al control) y el poroentaje de desviación 

estándar. Para determinar si existía diferenda entre las diferentes condidones, se empleó 

la prueba estadística de "t-student'" pareada (P < O.OS). 
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6.3 CITOMETRÍA DE FLUJO 

Para analizar la progresión en el ddo celular de las células AS49 expuestas al 

hTIMP-2r (50 pM) se utilizó el citómetro de flujo (Becton-Dickinson). Se determinó el 

contenido de ADN de las células A549 durante el siguiente curso temporal: 12, 24, 36 Y 48 

horas, con controles específicos para cada tiempo. Se analizaron de acuerdo al protocolo 

descrito por Vindelov y Chrsitensen (1994). Brevemente, las células A549 se fijaron con 

etanol al 80% y se lavaron 2 veces con un amortiguador de fosfatos C'PBS" IX). Se 

aislaron los núcleos de aproximadamente 1 millón de células por cada condidón y su ADN 

se incubó con loduro de propidio durante 10 minutos en la oscuridad a 4° C. 

La obtendón de datos se realizó con el programa de cómputo "Cell Quest" y su 

análisis se llevó a cabo con el programa "Mod Rt". 

6.4 EXTRACCIÓN DE PROTEfNAS TOTALES 

Las células AS49 y A549-S32/36 ( 1.5 millones) se sembraron en cajas de cultivo 

de 25 cm' y se trataron con hTIMP-2r (SO pM) durante 12, 24, 36 Y 48 horas conforma el 

protocolo anterior (con controles específicos para cada tiempo) (Rgura 9). Se lavaron 

con PBS y se lisaron con "Buffer Laemli" e inhibidores de proteasas. Se centrifugó a 

15,000 g por 30 minutos. Las proteínas totales se cuantificaron con el método de 

Bradford (1976). 
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6.5 OBTENCIÓN DE PROTEíNAS NUCLEARES 

Las células A549 y A549-S32j36 ( 1.5 millones) se sembraron en cajas de OJltivo 

de 25 cm' y se OJltivaron bajo las condidones anteriores. Después de 24 horas sin SBF, 

se inOJbaron con hl1MP-2r (50 pM) por 12, 24, 36 Y 48 horas y se obtuvieron extractos 

proteicos nudeares con controles particulares para cada tiempo. Brevemente, las células 

se lavaron con PBS, se resuspendieron en 300!1l de Buffer A (10 mM de HEPES (pH=7.5), 

2 mM de MgO" 15 mM Ka, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM de DTT, 0.5 mM PMSF, 2 

~g/ml de leupeptina y 2 ~/ml de aprotlnina) y se inOJbaron por 15 minutos en hielo. Se 

agregaron 15 !11 de Nonidet P 40 (NP40) al 10% y se centrifugaron a veloddad alta en la 

microfuga. Se separó el sobrenadante y se estabilizó con 60 1'1 de glicerol al 50% (fracción 

citosólica). El botón nudear se resuspendló con 100 1'1 de Buffer e (25 mM de HEPES 

(pH=7.5), 400 mM de NaO, 1mM de EDTA, 20% de glicerol, 1 mM de DTT, 0.1% de 

NP40, 0.5 mM PMSF, 2 I'g/ml de leupeptina y 2 I'9Iml de aprotinina) pipeteando 

vigorosamente y con agitadón suave por 30 minutos a 4· C. Se removieron los núdeos 

centrifugando a altas veloddades por 5 minutos. Este sobrenadante se denominó 

"extracto nudear" (Meiéndez-2ajgla, et al., 1996). Las proteínas se OJantiflcaron con ei 

método de Bradford (1976). 
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6.6 ENSAYOS DE RETARDO EN GEL 

Con los extractos nudeares obtenidos anteriormente, se llevaron a cabo reacciones 

de unión proteína-AON para visualizar los complejos NF-kB-sitios kB. Brevemente, 20 ¡d 

de Buffer B (20 mM de HEPES, pH=7.9, 60 mM Ka, 20% de glicerol, 0.25 mM de EDTA, 

0.125 mM de EGTA, 1 mM de DTT,4 mM Mg02, 4 mM de espenmidina, 200 mM de NaO, 

25 mg/ml de BSA, 2 1'9 poli(dI-{jC) Y 8 1'9 del extracto nudear) se incubaron en hielo por 

10 minutos. Se agregaron 100 pg del oligonucleótido de doble hebra marcado 

correspondiente a la secuencia KB (de las cadenas kappa de la inmunoglobulina) marcado 

y se incubó durante 30 minutos a 4° C. 

La secuencia del oligonudeótido fue: 

5'-AGITGAGGGGACTTTCCCAGGC-3' 

El oligonudeótido se marcó en los extremos con [ tt_p32]dATP (3000Ci/mmol; 

Amersham) con la clnasa T4 de polinudeótidos (Rache). 

los complejos proteína-AON se resoMeron en electroforesls de pollaoilamlda al 5% 

en buffer TIlE 0.5X. los geles se secaron con vado sobre papeles filtro y se expusieron a 

películas fotográficas sensibles de 12 a 24 horas a -80° C (Hyperfilm MP, Amersham). 

Se realizaron análisis densitométricos de las bandas de los diferentes geles. los 

promediOS de los experimentos indepedientes para cada condición se representan como 

porcentajes. Se consideró que los controles temporales respectivos a cada condición 

tienen el 100% en intensidad y en referencia a ellos se infirió un aumento o disminución 

en la intensidad de las bandas (Apéndice). 
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6.7 'WESTERN BLOT" 

En geles de poliacrilamida-SOS (12%) se separaron cantidades iguales de las 

proteínas totales o nudeares anteriormente extraídas (10 I'g) Y se transfirieron a 

membranas de nylon. Después de bloquear, se incubó con el anticuerpo primario 

polidonal para las proteínas ¡"Ba, ¡"B~, ¡"B., Bd-3 Y las ddinas O y E (Sta. Cruz 

Biotechnology). Las membranas se lavaron y se Incubaron nuevamente con el anticuerpo 

secundario anti-conejo ¡gG-HRP (Amersham). La unión del anticuerpo se determinó 

empleando quimioluminiscenda elevada (Amersham) con películas fotosensibles 

(Hyperfilm MP, Amersham). 

Se realizaron análisis densitométrioos para cuantificar la intensidad de las bandas de 

los diferentes geles. Los promedios de los experimentos indepedientes para cada 

condid6n se representan como porcentajes. Se tomó como el 100% de intensidad a 

aquella de los controles temporales respectivos a cada condidón y en base a ellos se 

determinó un aumento o una dlsminudón en la intensidad de las bandas (Apéndice). 

6.8 TRANSFECCIÓN ESTABLE DE LAS CÉLULAS A549 

CON EL SUPERREPRESOR DEL FACTOR NF-KB. 

El vector eucarlote pRcCMV fue amablemente donado por el grupo de investigación 

del Dr. Patrick Baeuerle (Traencker, et al, 1995). Este contiene la secuenda que codifica 

para el super-represor del factor NF-kB: un ¡"Ba con los residuos de serinas 32 y 36 

mutadas por alaninas. Debido a estas mutaciones, el inhibidor ¡"Ba no puede fosforilarse 

en estos residuos y por consiguiente no se degrada, de tal manera que mantiene al factor 

de transcripción NF-kB inactivo en el dtoplasma de las células (Agura 9). 
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Figura 9. Mapa del vector en el que se subclonó el gen IKBa Ser 32/36 Ala 

Las células A549 en cultivo se transfectaron con el vector pRcCMV con el lípido 

catiónico ~ N- [l-(2,3-c1ioleoyl)propyl]-N,N,N- metilsulfato de trimetilamonio f (DOTAP, 

Rache), de acuerdo a las instrucciones sugeridas por el proveedor. Las células se 

seleccionaron con genetidna (G418) a una concentradón de 400 J.lg/ml durante 4 

semanas. La sobre-expresión la proteína IkBa mutada en las células transfectadas se 

corroboró a través del "Westem blot" (Figura 10). La nueva línea celular estable se 

denominó "A549-S32/36". En ellas, la mayoría del factor de transcripción NF-kB está 

secuestrado en el citoplasma (Traencker, et al, 1995). 
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FIGURA 10. 'Westem blot" en el que se muestra la sobre-expresión de la proteina IKBa 

(super-represor para el factor NF-kB) en las células A549-S32/36. 
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VII. RESULTADOS 

7.1 EFECTO DEL TIMP-2 EN EL CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS 

AS49 

7.1.1 VIABILIDAD CELULAR 

A través de estos ensayos se determinó que el hTIMP-2r (SO pM), es capaz de 

provocar un aumento en el porcentaje de viabilidad de las células de cardnoma de pulmón 

AS49, Independientemente de la presencia de Insulina. El tiempo de duplicadón de las 

células AS49 es de 48 horas aproximadamente (Nemeth et al., 1996). En estos 

experimentos, el efecto positivo del hTIMP-2r sobre el crecimiento de las células AS49 es 

evidente desde las 48 horas de tratamiento (Rgura 11). La prueba estadística de "t

student" pareada mostró que los valores son estadísticamente significativos para cada 

condidón experimental con respecto a su control: para 48 horas P-=0.02s y para 120 

horas P-=0.003. Cuando las células AS49 fueron expuestas al hTIMP-2r (SO pM) en 

conjunto con la insulina (S ¡tg/ml) se observó que el efecto sobre el poroentaje de 

viabilidad de las células AS49 es probablemente sinergístico. 

Se realizaron 5 cursos temporales independientes de exposidón al hTIMP·2r para los 

ensayos de viabilidad celular. Para cada condidón de cada uno de los experimentos se 

realizaron 3 réplicas. La figura 11 muestra un curso temporal representativo con el 

promedio de 3 experimentos independientes. 
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Figura 11. Porcentaje de viabilidad de las células A549 expuestas al hTIMP-2r durante el 

tiempo indicado en horas. 
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7.1.2 ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR POR CITOMETRtA DE FLUJO 

Para investigar si las células A549 expuestas al hTIMP·2r (SO pM) presentaban una 

modificadón en la progresión del ddo celular, se analizó el contenido de ADN por medio 

de otometria de flujo. Los porcentajes del número de células A549 en las diferentes fases 

Condldón % Go/G1 %S %G2/M 

ControlO horas 71.32 18.01 10.67 

Control 12 horas 68.34 14.27 17.4 

Control 24 horas n08 11.3 11.63 

Control 36 horas 81.02 6.8 12.17 

Control 48 horas 81.51 7.21 11.28 

12 horas con hTIMP-2r 75.85 16.65 7.51 

24 horas con hTIMP-2r 79.04 13.56 7.4 

36 horas con hTIMP-2r 91.76 8.24 O 

48 horas con hTIMP-2r 89.65 7.83 2.53 

del cido celular se muestran en la tabla 3. 

Tabla 3. Porcentajes del número de células A549 en las fases del ddo celular. Este 

experimento es representativo de 3 aJrsos temporales independientes de exposición al 

hTIMP-2r. 
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A las 12 horas de incubadón con el hl1MP-2r se encontró un incremento en el 

porcentaje de células A549 en las fases G1/S del ciclo celular, con respecto a las células 

control. Este aumento se mantiene a las 24 horas de tratamiento. Después de 36 horas, 

prácticamente todas las células A549 expuestas al hl1MP-2r se encuentran en las fases 

G1/S del cido celular. El efecto del hl1MP-2r continua hasta las 48 horas con respecto a 

las células AS49 no tratadas, a pesar de que se observa un poco disminuido en 

comparación a las 36 horas. En las células control se observó que aparentemente un 

porcentaje mayor se encontraban detenidas en las fases G2 o G2/M (Rgura 12). 

O/o 

100 
90 ~ : -+- Control GO/G1 
80 
~ --- Control S 

70 .. 
Control G2/M 

60 ..... GO/G1 
50 

---S 
40 
30 

-+-G2IM 

20 
---~ 10 ~. ! O + 

O 12 24 36 48 

Rgura 12. cambios en los porcentajes de las diferentes fases del ddo en las células A549 

durante el tratamiento con el hl1MP-2r (50 pM). 'Control" se refiere a las células A549 

credendo sin SBF y las líneas que únicamente indican las fases del ddo celular 

corresponden a las células A549 expuestas al hl1MP-2r. 
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7.2 LA CAPACIDAD DE UNIÓN DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN 

NF-KB EN LAS CÉLULAS AS49 

Al medir la capacidad de unión del factor NfKB, en las células AS49 tratadas con 

TlMP·2r (50 pM) en los geles de retardo, se ObselVÓ una disminudón en ésta a tiempos 

cortos (hasta 6 horas) con respecto al control de O horas (datos no mostrados). Debido a 

lo anterior, se analizó la a<tivadón de NF-kB a tiempos mayores. La capaddad de unión 

de NF-kB presenta un curso bifásico, aumentando a las 12 y 36 horas. En el curso 

temporal de las células A549 controles se obselVa que sólo se presenta la moduladón de 

la capaddad de unión del factor NF-kB a las 36 horas, aunque menOr que en el caso de 

las células expuestas al TlMP-2 (Rgura 12). 

A B 
e 6h 12h 12h-comp C6 6h C12 12h e24 24h C36 36h C48 48h ...... 

Rgura 13. Ensayos de retardo en gel para el factor NF-kB en las células AS49 expuestas 

al hTlMP-2r durante los tiempos señalados. La letra "en corresponde a las células control. 

En el inaso A se muestra un control de 12 horas con hTlMP-2r en el que se incubó 

previamente con el oligonudeótido que contiene el sitio KB no marcado radioactivamente. 
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Los ensayos de retardo en gel se realizaron por lo menos tres veces con extractos 

nucleares independientemente obtenidos, a partir de tres cursos temporales distintos de 

las células A549 expuestas al hTIMP-2r (50 pM). En algunos de los geles se induyó la 

reacción de competenda con el oligonudeótido específico que lleva el sitio KB no marcado 

radioaCtivamente (Figura 13 A). Así mismo, para cuantificar las diferendas observadas en 

las distintas bandas de los geles, se realizaron densitometrías con el programa "NIH 

Imagen (Apéndice). 

7.3 INMUNODETECCIÓN DE LOS IKBS DE LAS CÉLULAS A549 

7.3.1INHIBIDORES TOTALES 

El tratamiento de las células con hTIMP-2r induce un aumento en los niveles del 

inhibidor IKBa a las 12 y 48 horas (Figura 14 y Apédice). Sin embargo, se observó una 

disminud6n significativa en la cantidad de esta proteína, con respecto a los controles para 

cada tiempo, a las 24 y 36 horas de exposldón al hTIMP-2r (50 pM). 

Por otra parte, IKB~ posee un comportamiento bifásico: disminuye con respecto al 

control a las 12 horas y aumenta a partir de las 24 horas de exposldón al hTIMP-2r en 

referenda a las células control (Figura 14 y Apéndice). 

En el caso del inhibidor IKBE, su expresión disminuye a partir de las 12 horas de 

tratamiento con el hTIMP-2r, es semejante a la observada en las células control a las 24 

horas y disminuye considerablemente a las 36 horas. Posteriormente, aumenta a las 48 

horas con respecto a las células control (Figura 14 y Apéndice). 
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Los niveles de la subunidad regulatoria de la familia de IkBs, BcI-3, disminuyen a 

las 12 horas con respecto a las células control, pero a partir de las 24 horas su expresión 

se mantiene con diferencias muy pequeñas con respecto a las células A549 no expuestas 

al hnMP-2r (Rgura 14 y Apéndice). 

36kDa 45KDa 

L __ ~______ _ _ ._= 
CUh 12h C24h 24h C36h 36h C48h 48h Cl2h 12h C24h 24h C36h 36h C48h 48h 

45KDa BcI-3 46KDa 

Cl2h llh C24h 24h C36h 36h C48h 48h eSh Cl2h C24h C3Sh C48h 12h 24h 36h 48h 

Rgura 14. Inmuno-detección de los inhibidores totales de NF-kB en las células A549 

expuestas al hnMP-2r durante las horas indicadas. La letra "e" se refiere a los controles. 

41 



7.3.2 INHIBIDORES NUCLEARES 

Dado a que los Inhibidores IKBa e IKB~ y BcI·3 son capaces de translocarse al 

núdeo e inhibir o favorecer la transaipdón, analizamos su presencia en los núdeos de las 

células A549 en cursos temporales de exposidón al hTlMP-2r, similares a los desaitos 

anteriormente. 

El inhibidor IKBa mantiene un nivel constante en los núdeos de las células A549 

tratadas con el hTlMP-2r, con respecto a las células control hasta las 36 horas. A las 48 

horas de exposidón al hTlMP-2r, la cantidad de proteína detectada disminuye de manera 

importante (Rgura 15 y Apéndice). 

Los niveles nudeares de la subunidad inhibitoria IKB~ en las céiulas A549 

expuestas al hTlMP-2r son menores a las 12 horas con respecto al control; sin embargo 

aumentan a partir de las 24 horas, en referencia a las células A549 no tratadas. A las 48 

horas de exposidón al hTlMP-2r se observan niveles similares a los de las céiulas control 

(Rgura 15 y Apéndice). 

Los resultados obtenidos para la subunldad regulatoria de NF-kB, BcI-3, muestran 

que sus niveles nudeares son semejantes a los de las células no tratadas; sin embargo, 

disminuyen las 24 y 36 horas de exposidón al hTlMP-2r con respecto a los controles. A 

partir de las 48 horas hay un aumento en la cantidad de Bd-3 nudear (Rgura 15 y 

Apéndice), lo cual podría favorecer la transaipdón de algunos genes que responden a NF

kB (Bundy Y McKeithan, 1997). 

42 



IkBn IKBp 

rc_C'_~ 

f.- ,.. , .".~-' ~l\iO'l~~ ~_ 'c. . _ ... __ e .. __ _ . '- s -, 

Cl2h 1211 C24h 24h C36h 3611 C48h 48h Cl2h C24h C36h C48h 12h 24h 3611 48h 

Bcl-3 

;: S SS J jj ... ...-i!1 
_ ... , 

Cl2h C24h C36h C48h 12h 24h 3611 48h 

Figura 15. Inmuno-detección de los inhibidores IkBs nudeares de las células AS49 

expuestas al hTIMP·2r durante las horas señaladas. La letra "C· se refiere a los controles. 
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7.4 LAS CICLINAS D y E EN LAS CÉLULAS A549 

Se analizó la presencia de las cidinas O y E (proteínas reguladoras de la fase G1 y 

G1/S del cido celular) en extractos de proteínas nudeares de células AS49 tratadas con 

hTIMP-2r (50 pM). 

A partir de las 12 horas de exposidón al hTIMP-2r, el nivel de dclina O disminuye 

considerablemente con respecto a los controles. A las 24 y 36 horas las diferendas con 

las células A549 controles son menores. Rnalmente a las 48 horas, se observa un 

aumento en la cantidad de ddina O detectada en las células AS49 tratadas con el hTIMP-

2r, en contraste a las células controles (Rgura 16 y Apéndice). 

La dclina E disminuye a las 12 horas de tratamiento con el hTIMP-2r, pero sus 

niveles se mantienen hasta las 48 horas con respecto a las células control (Rgura 16 y 

Apéndice). 

Cidina D Ciclina E 

C12h 1211 C24h 24h C36h 36h C48h 48h Cl2h 12h C24h 24h C36h 36h C48h 48h ..... ~ ...... - .... --
Rgura 16. Inmunodetección de las ciclinas O y E en extractos nucleares de las células 

AS49 expuestas al hTIMP-2r en los tiempos indicados. 
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7.5 VIABILIDAD DE LAS CÉLULAS A549-S32/36 EN RESPUESTA AL 

hTIMP-2r 

Como se mencionó anteriormente, las células A549-S32/36 se generaron a través 

de la lipo-transfección con un vector que contenía la secuenda que codifica para el super-

represor del factor NF-kB. Es decir, estas células sobre-expresan un inhibidor IkBa que 

no puede ser fosforilado en los residuos de serinas 32 y 36, de tal manera que no se 

induce su degradación (Figuras 9 y 10). Como consecuenda, la mayoría del factor 

transcripdonal NF-kB se encuentra secuestrado en el citoplasma de las células A549-

532/36 Y por lo tanto, se inhibe prácticamente toda su actividad (Baeuerle et al, 1998). 

El porcentaje de viabilidad en las células A549-S32/36 disminuye 

considerablemente al tratarlas con el hTIMP-2r (50 pM) a partir de las 48 horas y ésta 

decrece aún más hacia las 120 horas de exposidón (Rgura 17). 
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Rgura 17. Porcentajes de viabilidad de las células A549-S32/36 expuestas al hTIMP-2r 

(50 PM). 
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7.6 LA ACTIVIDAD DE UNIÓN DEL FACTOR NF-KB EN LAS CÉLULAS 

A549-S32/36 

Se determinó que en las células A549-S32/36 el factor NF-kB aumenta a las 12 

horas de exposición al hllMP-2r con respecto a las células control; sin embargo, 

disminuye de manera considerable a partir de las 24 horas de tratamiento con el hllMP-

2r. De manera interesante, en el curso temporal de las células A549-S32/36 que se 

mantuvieron sin SBF, se presentó un incremento de actividad del factor NF-kB a las 24 y 

36 horas (Rgura 18 y Apéndice). 

__ Complejos 
NF-KB/ADN 

__ Sonda libre 

Rgura 18. Ensayo de retardo en gel para el factor NF-kB en las células A549-S32/36 

tratadas con hllMP-2r durante los tiempos señalados. La letra 'e' señala las células 

control. 
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7.7 LOS INHIBIDORES IKBS EN LAS CÉLULAS AS49-S32/36 

Debido a que la activadón del factor de transcripción NF-kB es consecuencia de la 

degradación de sus inhibidores, los IkBs, se analizaron los niveles de éstos en las células 

A549-S32/36 tratadas con hTIMP-2r (SO pM). 

Los resultados muestran que los niveles de los inhlbidores IKBa e IKB. de estas 

células tratadas con el hTIMP-2r, no presentan cambios hasta las 48 horas, en que ambos 

se incrementan (Rgura 19 y Apéndice). 

La proteína IKBp presenta un aumento a las 12 horas de tratamiento con el hTIMP-

2r con respecto a las células control, pero sus niveles se mantienen a las 24 horas. 

Después de 36 horas de exposldón al hTIMP-2r, la cantidad de IKBp en las células A549-

532/36 disminuye y las 48 horas sus niveles aumentan nuevamente (Rgura 19 y 

Apéndice). 

Los niveles de la subunidad regulatoria Bd-3 se mantiene a las 12 horas de 

exposidón al hTIMP-2r con respecto al control; sin embargo, disminuyen a las 24 y 36 

horas de tratamiento. A las 48 horas, la cantidad de proteína observada es comparable a 

la de las células control (Rgura 19 y Apéndice). 
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IkBa 36KDa 

---1 
Cl2h 12h C24h 24h C36h 36h C48h 48h 

IkB~ 45KDa 

1------
CI2h 12h Cl4h 24h C36h 36h C48h 48h 

IkB. 45KDa 

. --.------
Cl2h 12h C24h 24h C36h 3Gh C48h 48h 

BcI-3 46KDa 

1-- --
C12h 12h C24h 24h C36h 3Gh C48h 48h 

Rgura 19. Inmuno-detección de los inhibidores totales de NF-kB en las células A549-

532/36 tratadas con hTIMP-2r durante las horas señaladas. La letra ·c" indica los 

controles. 
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VIII. DISCUSIÓN 

Muchas investigadones apoyan la Idea de que los TIMPs podrían actuar como 

supresores tumorales debido a su actividad "anti·metaloproteinasas· y a su papel como 

protectores de la MEe. Asimismo se ha demostrado que los TIMPs inhiben el desarrollo de 

la metástasis en modelos animales y que su sobre-expresión en las células transformadas 

Inhibe la invasión y el crecimiento tumoral (Blavier et al, 1999). 

De manera contradictoria se ha demostrado que los TIMPs promueven la 

proliferadón celular y la progresión tumoral. Por ejemplo, se ha observado un pronóstico 

desfavorable de los padentes con cáncer de vejiga y de mama que tienen niveles elevados 

dei TIMp·2 (Visscher et al, 1994 y Gringnon et al, 1996). 

Se desconocen los mecanismos responsables del efecto positivo de los TIMPs en la 

progresión tumoral. Ahora se sabe que además de inhibir a las MPMs, los TIMPS 

partidpan incrementado la degradadón proteolítica de la MEe o directamente afectando la 

sobrevivenda y el crecimiento oeiulares (Blavier et al, 1999). 

Hasta la fecha, tampoco se han eluddado completamente los procesos moleculares 

a través de los cuales los TIMPs afectan las fundones celulares esendales, como la 

proliferadón y la muerte. 

Por otra parte, dos estudios independientes sugieren que el TIMp·2 puede Inhibir o 

promover la proliferadón celular, dependiendo de la línea celular, a través de una vía de 

transducción celular que implica al AMPc. Sin embargo, las concentradones utilizadas en 

estas investigadones fueron de 500 a 1000 veces mayores que las fisiológicas para estos 

TIMPs (Corcoran y Stetier·Stevenson, 1995 y Hoegy et al, 2000). 
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En este trabajo se estudió el efecto del hllMP-2r en el crecimiento de las células 

de cardnoma humano de pulmón A549 utilizando la concentradón fisiológica de 50 pM. 

Asimismo, se investigó si la activación del factor de transcripción NF-kB está Implicada en 

el proceso de proliferadón celular, en respuesta al hllMP-2r, por parte de esta línea 

celular. 

El efecto del hTIMP-2r en el crecimiento de las células A549 

Se sabe que en las células A549 de cardnoma de pulmón el hllMP-2r (50pM) en 

presenda de la insulina (5 I1gjml), provoca un aumento en la incorporadón de timidina 

tritiada (Nemeth et al., 1996). En el presente estudio se obselvó un efecto sinérgico del 

hllMP-2r (SO pM) en conjunto con la insulina (5 I1g/ml). Sin embargo, se demostró que el 

hllMP-2r (50pM), independientemente de la insulina, produce un aumento en el 

porcentaje de viabilidad (considerado como "número de células vivas adheridas al sustrato 

de la caja de cultivo") de las células A549 estadísticamente significativo a partir de las 48 

horas de tratamiento (Rgura 11). 

Para analizar si las células A549 avanzan en el ddo celular en respuesta al hllMP-

2r o si éstas son más resistentes a la muerte celular, se determinó el contenido de AON 

por medio de dtometría de flujo. Los resultados obtenidos mostraron que un mayor 

porcentaje de las células tratadas con el hllMP-2 (50 pM) se encuentran en las fases Gl 

y S desde las 12 hasta las 48 horas. En contraste, se observó que un mayor porcentaje 

de las células control se encuentran detenidas en las fases G2 o G2/M. Se sabe que la 

pérdida de la actividad del complejo Odina Di/COK antes de que las células alcancen el 

punto de restricción (conoddo como "Start" en los mamíferos), impide que muchas líneas 

celulares en cultivo avancen a la fase S del ddo. Después de que ha ocurrido la 
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replicación del ADN, la ausenda del compleja Odina D1/COK no provoca ningún efecto 

sobre la progresión en el ddo celular (Sherr, 1996). Los resultados obtenidos sugieren 

que es posible que, en presenda del hT1MP-2r (%50 pM), el ddo celular de las células 

A549 sea más rápido, con respecto a las células A549 que crecen en ausenda de factores 

de crecimiento. 

La actlvacl6n del factor NF-kB en las células A549 expuestas al 

hTIHP-2r 

Como se mendonó, el factor de transcripdón NF-kB partidpa en la reguladón de la 

proliferadón y la muerte celulares, así como en el proceso oncogénico y en la progresión 

de varios tipos de cáncer (Grumont et al, 1998, Guttridge et al, 1999, Hinz et al 1999, y 

Kaltschmidt et al, 1999, Rayet Y Célinas, 1999 y Ryan et al, 2000). Para inidar la 

Investlgad6n sobre la(s) vía(s) de transducdón de señales que utiliza el hT1MP-2r para 

ejercer un efecto sobre el crecimiento de las células A549, se analizó si la aCtividad del 

factor NF-kB se incrementaba al exponer a las células A549 al hT1MP-2r (50 pM). 

Actualmente, se conocen con detalle las diferentes cascadas o redes de cinasas, aCtivadas 

por diversos estímulos intra- y extra-celulares, que específicamente participan en la(s) 

vía(s) de señalizadón del factor NF-kB (Karin, 1999). 

Se observó, por medio de ensayos de retardo en gel, que la aCtividad de unión de 

NF-kB aumenta en las células A549 tratadas con hT1MP-2r a las 12 horas, se mantiene a 

las 24 horas, incrementando de nuevo a las 36 y 48 horas, con respecto a los controles 

(Agura 13). Es Interesante resaltar el hecho de que en las células A549 control que 

crecieron en ausenda de factores de crecimiento, la capddad de unión de NF-kB está 

presente y que varía temporalmente. Se ha mostrado una aCtividad nudear persistente 

del factor ReI/NF-kB en varios tipos celulares de cáncer humano, como resultado de una 
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activadón constitutiva de las diversas dnasas de las vías de señalización del factor NF-kB, 

o por algunas mutadones que inactivan a las subunidades inhibitorias IkBs. También se 

ha sugerido una relación entre la activación de la expresión génica por parte de los 

factores RelfNF-kB y su participadón en el proceso de transformación (Rayet y Célinas, 

1999). 

La mayoría de los estímulos que activan la(s) vía(s) de transducaón del factor NF

kB provocan un incremento en la actividad de éste generalmente a tiempos cortos. Sin 

embargo, se han descrito diversos estímulos que propician la actividad del factor NF-kB de 

manera tardía (Gilmore, 1999). Ryan y colaboradores (2000), encontraron que en las 

células Saos-2 de osteosarcoma la proteína p53 Induce un aumento en la capaddad de 

NF-kB para unirse al ADN después de 24 horas. En nuestro laboratorio (Bandala et al., 

1998) se encontró que en las células A549 tratadas con el fármaco Gemdtabina (el cual 

provoca daño al ADN), la actividad de NF-kB se incrementó después de 24 horas. 

Guedez y sus colaboradores (1998) encontraron que la sobre-expresión del T1MP-1 

confiere resistencia a la apoptosis a algunas líneas celulares del linfoma de Burkitt 

provocada por diversos estimulos (el choque frío, la deprivación del suero y la radiación y). 

Sin embargo, esta sobre-expresión provocó una disminudón de la actividad del factor 

transcripcional NF-kB y un aumento en los niveles de su inhibidor IkBa. 

La actividad incrementada del factor NF-kB en las células A549 podría reladonarse 

con las observadones de su contenido de ADN. Mientras que en las células A549 en 

medio sin SBF se observa una única activadón de NF-kB hasta las 36 horas, en las células 

A549 expuestas al hT1MP-2r, se induce la actividad de este factor transcripdonal dos 

veces: a las 12 y a las 36 horas. Debido a que el punto de control del cido celular en los 

mamíferos está ubicado fisiológicamente en las fases G1 y Gl/S (Hulleman et al., 1999 y 
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Sherr, 1996), se podría pensar que las células A549 en presencia del hTIMP-2r inician el 

ddo celular una vez más en comparadón con las células control. Estos resultados 

también son congruentes con el aumento en el porcentaje de viabilidad de las células 

A549 tratadas con el hTIMP-2r. 

Por otra parte, como continuadón de esta investigadón se pretenden identificar, 

por medio de ensayos de 'super-retardo', a las diferentes subunidades que conforman a 

los dímeros del factor NF-kB, activadas en las células A549 en respuesta al hTIMP-2r. 

Los Inhlbldores IkBs en las células A549 tratadas con el hTIMP-2r 

Se sabe que los inductores del factor NF-kB provocan la activadón de diversas 

dnasas que fosfortlan a las distintas moléculas IkBs en diferentes reslduos de aminoáddos 

Indudendo así su degradadón (Whiteside e Israel, 1997). Por lo tanto, la liberadón y la 

conseOJente activadón del factor transoipdonal NF-kB está regulada por la fosforiladón y 

la degradación de las subunldades Inhibltortas IkBs. Debido a lo anterior, se determinó si 

los niveles de los IkBs se modificaban en las células A549 tratadas con el hTIMP-2r (50 

pM). 

Inhibldores totales 

Se observó que el Inhlbldor IKBa, el cual es expresado sólo en respuesta al factor 

NF-kB, aumenta en los tiempos en que este factor de transcripción es más activo (a las 12 

y 48 horas de exposición al hTIMP-2r) (Agura 14). Estos resultados son consistentes con 

aquellos reportados ya que IKBa es rápidamente degradado como conseOJenda de la 

activadón de NF-kB por diversos estímulos y es re-sintetizado de manera dependiente del 

mismo NF-kB, de tal manera que se establece un asa de reguladón para esta vía de 
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transduCCión de señales (Figura 8) (8rown et al., 1993). Sin embargo, sólo sería posible 

afirmar los hechos anteriormente sugeridos, demostrando a través de ensayos de 

inmunoprecipitación, la reladón entre IKBa ( así como de las otras subunidades 

Inhibitorias estudiadas) y los diferentes dímeros que constituyen a NF-kB y si existe alguna 

modificadón de ésta al tratar a las células A549 con el hTIMP-2r. 

En contraste, el inhibidor IKB~ disminuye rápido a las 12 horas, pero aumenta 

después de 24 horas de exposidón al hTIMP-2r (Figura 14). Se ha propuesto que IKB~ 

regula la respuesta persistente de algunos estImulos de NF-kB. Las moléculas de este 

factor traSCripdonal escapan la reguladón por IKBa debido a que IKB~ actúa como una 

"ehaperona". Es dedr, cuando IKBp está hipofosforilado y unido a NF-kB, desplaza a IKBa 

y permite que NF-kB induzca la tranSCripdón de dertos genes (Whiteside e Israel, 1997). 

En este sentido, sería interesante analizar los niveles de fosforiladón y los sitios de la 

misma, en las diferentes subunidades regulatonas ¡kBs cuando las células A549 son 

expuestas al hTIMP-2r. 

El inhibidor iKlle se degrada tandíamente en respuesta a estImulos diversos y se ha 

propuesto que controla otro tipo de respuesta del factor NF-kB la cual es transitoria y 

lenta (Whiteside e Israel, 1997). Sin embargo, en las células A549 expuestas al hTIMP-2r 

se encontró que sus niveles decrecen a las 12 horas. Por otro lado, se sabe que los 

niveles de IKB. aumentan cuando se activa NF-kB (Whlteside e Israel, 1997) por lo que se 

los niveles incrementados después de 24 horas de tratamiento con el hTIMP-2r podrían 

considerarse consecuencia de la activadón de este factor de tranSCripcón (Figura 14). 

Se sabe que la subunidad regulatona de la familia de IkB, BcI-3, es un proteína 

nudear asedada preferendalmente a los horno- o hetero-dímeros de las subunidades pSO 

y pS2. Puede activar o Inhibir al factor NF-kB en fundón de la cantidad y de su estado de 
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fosforlladón (Bundy y McKelthan, 1997). En este trabajo se encontró que la proteína Bd-3 

disminuye a las 12 horas de exposid6n al hTIMP-2r, pero a partir de las 24 horas aumenta 

y mantienen el mismo nivel que las células control (Figura 14). Posteñonnente, se 

pretende investigar si BeI-3, se encuentra asociada con los dímeros mendonados o con 

otros componentes de la maquinaria de transaipdón para analizar su papel en la 

activad6n de la transaipd6n de algunos genes que responden a NF-kB. 

Los resultados obtenidos en esta investigad6n sugieren que la activadón de NF-kB 

en las células A549 tratadas con el hTIMP-2r durante 12 horas, puede deberse a la 

degradación alternada y/o consecutiva de los Inhibldores IkBs: IkBjl, BcI-3 e Ik&. Por 

otra parte, sería interesante Investigar, a traves de ensayos de inmuno-predpitad6n, la 

asodad6n de las subunidades a los dímeros de NF-kB a tiempos cortos de exposldón al 

hTIMP-2r, así como su activad6n por las diferentes dnasas IKKs. Asi mismo, la activad6n 

secundaria de NF-kB a las 36 horas de exposldón al hTIMP-2r puede explicarse por la 

disminud6n de los inhibidores IKBa. e IkB.. Los resultados anteriores llevan a pensar que 

las distintas subunidades Inhlbltorias IkBs podrían ser reguladas a diferentes tiempos por 

diversas dnasas. 

Inhlbidores nucleares 

Algunos de los inhibidores de NF-kB son capaces de entrar al núcleo de las células 

y de secuestrar a los dímeros de este factor de transcripción, deteniendo así su acdón. 

Por esta razón, se investigaron los niveles nudeares de estas proteínas inhlbitorias 

después de exposid6n al hTIMP-2r. 

Los niveles nudeares de IkBa. no presentan modificadones considerables con 

respecto a sus controles hasta las 24 horas de exposidón al hTIMP-2r; sin embargo, 
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disminuyen a partir de las 36 horas (Figura 15). Este último decremento en la IkBa 

nudear podría explicar, parcialmente, la actividad incrementada de NF-kB en las células 

A549 a las 48 horas de tratamiento con el hT1MP-2r. La suposidón anterior podría 

afirmarse demostrando la falta de asociadón de la IkBa nudear con los dímeros de NF-kB. 

La subunidad IkB~ muestra un patrón de expresión similar al de IkBa. Sin 

embargo, se observó un aumento a las 36 horas de tratamiento con el hT1MP-2r con 

respecto al control y una dismlnudón muy dara a las 48 horas (Figura 15). Es Interesante 

mendonar que en todas las condidones se observa dos bandas, la más intensa tiene de 

un peso molecular ligeramente menor. Para corroborar que ésta corresponde 

probablemente a un IkB~ hipofosforilado que puede permitir la actividad de NF-kB se 

realizarán ensayos de Inmunopredpltadón así como el análisis de los sitios de 

fosforiladón. 

Por otro lado, la proteína BcI-3 es capaz de secuestrar a los dímeros de NF-kB; sin 

embargo, se ha observado que BcI-3 puede favorecer la transcripdón o inhibirla. Los 

resultados obtenidos muestran que los niveles de esta proteína disminuyen a las 24 horas 

de exposidón al hT1MP-2r con respecto a los controles. Sin embargo, a partir de las 36 

horas hay un aumento en la cantidad de BeI-3 nuclear (Figura 15). Los resultados 

anteriores, complementados con ensayos de inmunopredpitadón, podrían explicar en 

parte la actividad incrementada de NF-kB a las 36 y 48 horas. 

Las cicllnas D y E en las células A549 expuestas al hTIMP-2r 

El factor transcripdonal NF-kB promueve la expresión de más de 150 genes. Sin 

embargo, diferentes mecanismos confieren selectividad a la respuesta transcripdonal por 

parte de la activadón de NF-kB. Éstos induyen una respuesta combinatoria de diferentes 
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regiones promotoras/potendadoras y de la activación y la unión selectivas de los 

diferentes miembros de la familia de factores de transcripdón (Karin, 1999). Así mismo, el 

factor de transcripd6n NF-kB partldpa directamente en la reguladón de la expresión de la 

dclina D1 y por lo tanto en la reguladón del ddo celular y la proliferadón (Grumont et al., 

1998, Guttridge et al., 1999, Hinz et al. 1999, y Kaltschmidt et al., 1999). 

En este trabajo se estudió la expresión de las ddinas D y E en las células A549 

tratadas con el hTIMP-2r. los resultados obtenidos Indican que la expresión de ddina D 

no puede reladonarse con la actividad del factor transcripdonal NF-kB como se esperaba, 

ya que cuando esta última aumenta, los niveles de la ddina D son menores. Dada la 

Importanda que tiene la dclina D en la determinadón de la progresión del delo celular, su 

expresión es finamente regulada por otros factores, como respuesta a una integradón 

completa de las señales de proliferadón (Hulieman et al., 1999 y Sherr, 1996). Debido a 

lo anterior, sería Interesante investigar 51 su expresión, a nivel del ARNm así como de la 

proteína, aumenta a tiempos cortos después de tratar a las células A549 con el hTIMP-2r. 

Por otra parte, las diferendas en la movilidad electroforética observadas posiblemente 

estén aSOCiadas a los distintos niveles de fosforiladón de estás proteínas (Hulleman et al., 

1999) (Rgura 14). Por otra parte, también es importante detenmlnar la aSOCiadón con y 

la consecuente activadón de las subunidades catalíticas COKs, aSOCiadas a la ddina D 

para detenmlnar su partldpación en el proceso de proliferación de las células A549 

expuestas al hllMP-2r. 

Con respecto a la expresión de la ddina E en las células A549 expuestas al hTIMP-

2r, se encontró que sus niveles tampoco están reladonados con la actividad incrementada 

en el tiempo del factor NF-kB (Rgura 14). La expresión de la delina E es Indudda 

prindpalmente por la fosforiladón de la proteína pRB, por parte del complejo ddina 
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D/Cdk4, lo OJal ocasiona la activadón del factor transcripcional E2F/DPl y la progresión 

hada las siguientes fases del ciclo celular (Hulleman et al, 1999 y Sherr, 1996). Sin 

embargo, los resultados obtenidos para la ddina E son congruentes si se reladonan con el 

credmiento de las células AS49 expuestas al hl1MP-2r. En las células que proliferan, la 

expresión de la dclina E es máxima en la transidón Gl hacia S y durante este intervalo, la 

ddina E forma complejos nuevos con la subunidad catalítica CDK2 (Sherr, 1996). 

La viabilidad de las células A549-532/36 tratadas con el hTIMP-2r 

Para investigar si el hl1MP-2r induce la proliferadón de las células AS49 a través 

de alguna vía de transducdón de señales que activa al factor NF-kB, se generó un línea 

celular que sobre-expresa el super-represor para el factor transaipcional NF-kB. Estas 

células, denominadas AS49-S32/36, mostraron una dismlnudón notable en el porcentaje 

de viabilidad al exponerlas al hl1MP-2r (50 pM), a partir de las 4B horas (Figura 17). Los 

resultados sobre los cambios en el porcentaje de viabilidad de las células AS49 y AS49-

S32/36 apoyan la idea de que el factor de transcripción NF-kB está implicado en la vía de 

transducdón de señales proliferatlvas del hl1MP-2r. 

La capaddad de unl6n del factor NF-kB en las células A549-532/36 expuestas 

alh77MP-2r 

Se determinó que en las células AS49-S32/36 la capaddad de unión del factor 

NFKB disminuye a partir de las 24 horas de exposidón al hl1MP-2r con respecto a los 

controles (Figura 18). El resultado esperado era que la capaddad de unión en las 

condidones experlmentales fuera semejante a aquella de los controles. Al respecto podría 

pensarse que en las células AS49-S32/36, la presenda del hl1MP-2r induce alguna vía de 
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transducción que inhibe la activadón de NF-kB. Otra explicadón al fenómeno de 

inhlbidón del crecimiento celular podría ser que al bloquear al factor Nf.kB, no se induce 

la expresión de dertos genes que promueven la proliferadón celular. 

Los Inhlbldores IkBs en las células A549-S32/36 tratadas con el 

hTIHP-2r 

La variadón encontrada en los niveles de los IkBs de las células A549 sugiere que 

algunas dnasas deben fosforilarlos e indudr su degradadón. Por ello, se investigó si en 

las células A549-S32/36 tratadas con el hllMP-2r, el patrón de variadóo en los IkBs se 

mantenía o se modificaba debido a la presenda del super-represor. 

Los resultados obtenidos mostraron que las modificadones en los niveles de los 

inhlbidores IkBs en las células A549-S32/36 son pequeñas en algunos casos y en general 

muestran un patrón de moduladón distinto al observado en los IkBs totales de las células 

A549 expuestas al hllMP-2r (Rguras 14 y 19). 

En las células A549-S32/36 se sobre-expresa un IKBa que no puede fosforilarse en 

los residuos de Serina 32 y 36 por lo que se esperaba que no hubiera cambios en los 

niveles de proteína con respecto a las células control. Sin embargo, se observó un 

pequeño aumento dependiente del tiempo de exposidón al hllMP-2r, el cual podría 

explicar en parte la disminud6n de la actividad de NF-kB. Las células transfectadas sobre

expresan la proteína recomblnante que no se puede fosforilar, pero debe existir derta 

cantidad de la proteína silvestre. Como consecuencia, sería Interesante determinar la 

presenda de ambos inhibidores, el silvestre y el recombinanate, e investigar su reguladón 

en estás células. 
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Los inhlbidores II,S., IKBp y Bd-3 se modificaron en referencia a sus controles. ES 

posible que la disminudón de la cantidad de estas subunidades regulatorias dímeros de 

pueda explicar en parte la pequeña actividad de NF-kB encontrada. En este sentido, sería 

muy Interesante, determinar cuales subunidades conforman los dímeros de NF-kB bajo 

estas condidones. 

En esta investigadón se observó que el hTIMP-2r (50 pM) promueve el crecimiento 

de las células de cardnoma de pulmón A549. Los resultados obtenidos en las células 

A549-S32j36 sugieren que la actividad del factor de transcripción NF-kB es Importante 

durante el credmiento celular. Posiblemente, la activadón de algunas dnasas por parte 

del hTIMP-2r, como las IKKs, induce la degradadón de los IkBs en estas células. Como 

probable consecuenda de lo anterior, los niveles de los inhibidores de NF-kB, los IkBs, son 

modulados en estas células. El estudio realizado por Yamashlta y colaboradores (1996) 

mostró que los TIMPs 1 Y 2 (0.71 nM y 46 pM, respectivamente) estimulan la 

incorporadón de timidina tritiada a través de la activadón de la dnasa ERK2, en las células 

de osteosarcoma humano MG-63. Sin embargo, la inducdón de esta dnasa se observó 

después de 10 minutos de tratamiento y no se analizaron los efectos de estos TIMPs en 

tiempos posteriores. Por lo tanto, es interesante continuar esta investigadón analizando 

la activadón de algunas dnasas de las IkBs por parte del hTIMP-2r. Así mismo, se 

pretenden obtener líneas celulares que expresen el TIMP-2 de manera estable y regulable 

para analizar el efecto de éste sobre el crecimiento de algunas líneas celulares de cáncer 

humano (Figura 19). 
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IX. CONCLUSIONES 

1. El hl1MP-2r induce el crecimiento de las células de carcinoma humano de pulmón 

A549 a una concentración fisiológica (50 pM). Este efecto aumenta con el tiempo de 

exposidón. 

2. En esta línea celular, el hl1MP-2r induce la activadón del factor tranSOipcional NF-kB a 

las 12 horas y a las 36 y 48 horas. 

3. Los niveles de los diferentes inhibidores del factor NF-kB, los 1k8s, son modulados en 

respuesta al hl1MP-2r de manera diversa con respecto al tiempo de exposioon al 

hl1MP-2r (50 pM), lo cual podría explicar la inducdón del factor NF-kB. 

4. El factor de tranSOipción NF-kB es de capital importanda ya que al bloquear su 

activadón, a través de la expresión heteróloga de un dominante negativo de IKBa, se 

inhibe el crecimiento celular en respuesta al hl1MP-2r, así como la activadón de NF

kB. 

Los resultados anteriores sugieren que una forma por la cual el l1MP-2 regula el 

crecimiento de las células A549 involucra al factor de tranSOipción NF-kB. 
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XI. APÉNDICE 

Se realizaron análisis densitométricos con el programa "NIH Imagen para 

cuantificar la intensidad de las bandas de los diferentes geles. Los promedios de los 

experimentos indepedientes para cada condidón se representan corno porcentajes. Se 

consideró el 100% a la intensidad de los controles temporales respectivos a cada 

condidón y en base a ellos se determinó un aumento o una disminudón en la Intensidad 

de las bandas. 

Ensayo de retardo de las oéI~as 
A549 expuestas al hTIMP-2r 

6h 1211 24h 36h 48h 

Ensayo de retando de las células A549· 
532/36 tratadas con hTIMP-2r 

12h 24h 36h 48h 
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