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RESUMEN
El cancer es un conjunto de enfermedades que representa la principal causa de
mortalidad en los paises desarrollados y en vias de desarrollo desde el 2008 segun datos
de la Union Internacional Contra el Cancer (UICC).
El cancer de pulmon es el tipo de cancer mas extendido en ambos sexos a nivel mundial.
En México representa la segunda causa de muerte por cancer y a pesar de los esfuerzos
por detectarlo tempranamente se diagnostica con frecuencia en estadios avanzados, lo
gue hace dificil su tratamiento. A diferencia de otros tipos de cancer, el de pulmén
presenta un alto grado de invasion y metastasis en estadios avanzados.
Debido a esto, una de las prioridades en la investigacion basica es la busqueda de
moléculas blanco que controlen el proceso de invasion y metastasis.
Las guanilato ciclasas forman una familia de enzimas que catalizan la conversion de
guanosin trifosfato (GTP) a guanosin monofosfato ciclico (cGMP). Estas enzimas
presentan dos tipos de isoformas, las ancladas a la membrana y las solubles. Las
isoformas solubles junto con su ligando principal, el 6xido nitrico, estan involucrados en
muchos procesos fisiologicos y patoldgicos como en el cancer.
Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPSs), en especial las gelatinasas: MMP-2 y
MMP-9 son proteasas que degradan componentes de la matriz extracelular como la
colagena tipo IV y estan implicadas en diferentes procesos tumorales como la invasion,
metastasis y angiogénesis.
Este trabajo evalla el efecto que tiene la inhibicion de la guanilato ciclasa soluble (sGC)
sobre la actividad de la MMP-2 liberada al medio extracelular en la linea celular tumoral
de pulmdn A549. Los resultados obtenidos muestran que la linea celular A549 presenta la
mitad en expresion de las subunidades de la sGC respecto a los controles positivos
usados. También se encontré que la inhibicion de la sGC con el inhibidor ODQ a una
concentracién de 10uM aumenta significativamente la secrecion de la pro-MMP-2 en
células A549, mientras que a 40uM no se encontré cambio alguno sobre la pro-MMP-2.
Estos resultados sugieren que la sGC es responsable, al menos de manera parcial, de la
secrecion de la pro-MMP-2, ya que una inhibicion en la actividad de la sGC induce un
aumento en la cantidad de pro-MMP-2 secretada y en la actividad proteolitica de ésta
isoforma.
Esta primera evidencia demuestra la importancia potencial del estudio de la via 6xido
nitrico/sGC/cGMP en conjunto o alguno de sus componentes en concreto, los cuales

pudieran representar un posible blanco terapéutico en cancer.
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INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud publica mundial por el numero de muertes que
ocasiona y por los costos de la atencion médica que demanda [1]. En el afio 2008 se le
atribuyeron 13% de las muertes mundiales [2], siendo el cancer de pulmoén la principal
causa de muerte por cancer [3] [4].

Se estima que en México el 7.2% de los pacientes con cancer tienen tumores malignos en
los pulmones [5]. El cancer de pulmén es la segunda causa de muerte con el 14% de las
muertes por tumores malignos, después del cancer de préstata [6]. Estas frecuencias
suelen cambiar, pero el cancer de pulmoén ocupa generalmente los primeros lugares tanto
en defunciones como en nuevos casos.

El cancer de pulmén se clasifica histopatolégicamente en dos tipos: el cancer pulmonar de
células pequefias (microcitico) y el de células no pequefias (no microcitico), éste Gltimo
representa cerca del 80% de todos los casos de cancer pulmonar [7].

Tan solo en México, el 60% de los casos son detectados en etapas avanzadas lo que
hace que las estrategias terapéuticas sean poco efectivas.

El proceso neoplasico esta caracterizado por una alteracién tanto a nivel celular como a
nivel molecular. Altera las sefales de proliferacion, induce un proceso de angiogénesis,
hace a las células resistentes a la muerte celular programada, perpetda su replicacién,
activa mecanismos de invasion y metéstasis, genera microambientes hipdxicos, remodela
el metabolismo energético y evade la destruccién inmune [8].

En la actualidad las investigaciones sobre el cancer estan dirigidas hacia la busqueda de
nuevas moléculas que regulen el proceso de metastasis y que permitan encontrar nuevos
blancos terapéuticos.

Se han evaluado diversas cascadas de sefializacién para conocer el papel que tienen en
el desarrollo tumoral y este trabajo tiene como objetivo evaluar la via de sefializacion
donde participa la guanilato ciclasa soluble sobre el proceso de metastasis. Se ha
documentado que ésta via de sefalizacion tiene un papel dual en el desarrollo del cancer
[9] de acuerdo al tipo de cancer y al proceso tumoral bajo el que se estudie la via de
sefalizacion.

Existe evidencia importante de que en algunos tipos de cancer ésta via de sefializacion
puede favorecer [10], [11], [12] 6 impedir el desarrollo tumoral [13], [14].

Esta evidencia contradictoria hace necesario el estudio profundo de como las moléculas
de la via oxido nitrico/sGC/cGMP intervienen en el desarrollo tumoral lo cual ayudara a

comprender la funcion que tienen en cada tipo de cancer.

9



En este trabajo, estudiamos el papel de la sGC in vitro en la linea celular de
adenocarcinoma pulmonar humano A549 evaluando su influencia sobre la actividad de la
metaloproteasa de matriz 2 (MMP-2), enzima clave para el desarrollo de metastasis.

El proceso de metéstasis es la diseminacion fisica de células cancerosas del tumor
primario a tejidos distantes [8] e implica diversos cambios tanto a nivel celular como
molecular, siendo uno de éstos la degradacién de la matriz extracelular.

La matriz extracelular es una red tridimensional compuesta de proteinas, proteoglicanos y
glucosaminoglicanos en donde estan embebidas todas las células del organismo y en
ellas se ejerce un profundo efecto en su desarrollo, migracién, diferenciacion,
proliferacion, etc [14].

En la matriz extracelular existe un equilibrio entre la sintesis y degradacién de sus
componentes, lo cual es regulado por las MMPs, sin embargo, en procesos patolégicos
como el cancer, este equilibrio se rompe favoreciendo una mayor movilidad de las células
que secretan estas proteasas.

Las MMPs forman una familia de proteasas dependientes de zinc y son las principales
responsables de la degradacion de la matriz extracelular. Se clasifican en diferentes
subfamilias dependiendo de la estructura de sus dominios y en funcién de la afinidad del
sustrato y éstas son: las colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrisilinas y las
metaloproteasas tipo membrana [13].

El proceso tumoral es favorecido por algunas MMPs como la MMP-2 y MMP-9, mejor
conocidas como gelatinasas, las cuales tienen gran afinidad por el colageno tipo IV,
componente principal de la membrana basal de los epitelios. Estas gelatinasas presentan
estructuralmente tres dominios tipo Il de fibronectina, lo que les confiere una alta afinidad
de unién a gelatina y elastina [14].

La expresiéon de la MMP-9 es casi nula en tejidos normales y se secreta particularmente
en procesos de reparacion de heridas [15] por lo que su expresién no se considera
constitutiva en condiciones normales. Sin embargo, en estadios avanzados de cancer se
encuentra sobreexpresada [16].

Por otro lado, la MMP-2 degrada principalmente colagena tipo IV pero también es capaz
de degradar colagenos fibrilares. Se expresa en condiciones normales por las células del
estroma en la mayoria de los tejidos y se ha encontrado sobreexpresada en estadios
tempranos del desarrollo tumoral [18].

La secrecion elevada de ambas gelatinasas en diversos tipos de cancer asi como su alta

expresion ha sido asociada con un pobre diagndéstico [19]. Esta evidencia revela la
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importancia del estudio de éstas MMPs en la invasién tumoral y el control de su expresién
o actividad pueden representar una posible alternativa terapéutica para el tratamiento
contra el cancer.

Una de las herramientas mas empleadas en el estudio del adenocarcinoma pulmonar es
el desarrollo de cultivos celulares de lineas tumorales como la A549. En este trabajo se
evalua el papel que tiene un miembro de la familia de las guanilato ciclasa perteneciente
la via NO/sGC/cGMP sobre la actividad de una proteasa clave en el proceso de
metastasis, puesto que en los Ultimos afios esta via se ha relacionado con este proceso

patoldgico [9].
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ANTECEDENTES

1. Céancer

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es un grupo de
enfermedades que afectan cualquier parte del organismo y tiene como caracteristica
principal la multiplicacién rapida de células anormales que poseen el potencial de invadir
distintas zonas del cuerpo, proceso conocido como metastasis, siendo ésta la principal
causa de muerte en pacientes que presentan tumores malignos [2].

Se considera que el cancer es la proliferacién anormal de una sola célula que crece por
miles, luego por millones y por billones, conformando una masa tumoral conocida como
neoplasia, que tiene la capacidad de invadir tejidos vecinos. Esta capacidad de infiltrar
poco a poco los tejidos y érganos vecinos, hasta diseminarse a sitios distantes del
organismo puede ser el atributo bioldégico mas relevante del cancer, proceso denominado
metastasis [20].

El cancer también esté caracterizado por detonar una desregulacion celular y molecular y
sus capacidades pueden resumirse bien en lo que hoy se conoce como “sellos” o
“hallmarks” del cancer [8]. Esta enfermedad puede lograr su desarrollo manteniendo la
sefalizacién proliferativa, la evasion de moléculas supresoras de crecimiento, la induccién
de la angiogénesis, la resistencia a la muerte celular, la replicacion sin limite, la activacion
de invasién y metastasis, la generacién de hipoxia, la remodelacion del metabolismo
energético y la evasion de la destruccion inmune.

Particularmente la metastasis ha sido de gran interés cientifico durante las dltimas tres
décadas. Pretendiendo alcanzar la comprensién funcional y el manejo terapéutico de las
proteinas que participan en éste proceso para asi contrarrestar el crecimiento y expansion

del tumor primario a sitios anatdémicos distantes.

1.1 Epidemiologia del cancer

El cancer es un problema de salud publica mundial por el nimero de muertes, por la
alteracion en el estilo de vida de los pacientes y por los costos de la atenciéon médica que
demanda [1]. El cancer es la principal causa de muerte en el mundo y se le atribuyen 7.6
millones de muertes en 2008 equivalente al 13% de todas las muertes ocurridas en ese

afio [2].
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Los tipos de cancer que causan mas muertes cada afio son el cancer de mama con
458,000 muertes, de higado con 695,000 muertes, de estbmago con 736,000 muertes y
en primer lugar el cancer de pulmén con 1.37 millones de muertes anuales [21].

Los tumores malignos representan aproximadamente el 15% de las defunciones
mundiales, correspondiendo a cerca de 8 millones de muertes por afio, de las cuales mas
del 70% se registran en paises en vias de desarrollo. La OMS prevé que entre 2007 y
2030 aumentara 45% la mortalidad por cancer a nivel mundial, pues estima que pasara de
8 a mas de 11 millones de defunciones por afio [21].

En México mueren diariamente decenas de personas a causa del cancer y muchas mas
reciben la noticia de que padecen esta enfermedad. Cada afio se diagnostican en el pais
mas de 100 mil nuevos casos, de los cuales aproximadamente dos tercios fallecen debido
a una deteccion tardia o al fracaso del tratamiento.

Del total de defunciones en 2012, 13% se debieron a algun tumor y de éstas, 93.5% por
neoplasias malignas. Asi mismo, la principal causa de defunciones por tumores malignos
es por el de érganos digestivos (33.18 por cada 100 mil habitantes de 20 afios y mas);
seguida de las neoplasias en drganos genitales (15.08 por cada 100 mil); de 6rganos
respiratorios e intratoracicos (10.72); y de mama (8.13 defunciones por cada 100 mil). Por
sexo el comportamiento es diferente, ya que en las mujeres el cancer de mama es la
segunda causa de muerte, fallecen 15.38 de cada 100 mil [22].

El cancer de pulmén es una de las neoplasias mas extendidas en ambos sexos en paises
desarrollados y en vias de desarrollo (Figura 1). Para el sexo femenino también
sobresalen el cancer de mama y el cérvico-uterino. Mientras que en los hombres
sobresale el cancer de prostata y de colon. La OMS estima que el cancer podria cobrar la
vida de 10.3 millones de personas en el mundo para 2020, afectando a 6.7 millones de
personas cada afio [2].

En contexto con lo anterior, el cancer de pulmén es el tipo de cancer que mas muertes
causa a nivel mundial debido a que presenta una mortalidad casi igual a su incidencia
(Figura 1). De manera contradictoria éste tipo de cancer se encuentra dentro del 30% de
los canceres mas prevenibles [3].

En nuestro pais el 60% de los casos de cancer de pulmén estan asociados al tabaquismo

y el resto a inhalacion de humo de lefia y exposicion a particulas organicas.

13



2. Cancer de pulmén

El cancer de pulmon se define como el crecimiento incontrolado de células malignas en
los pulmones y arbol traqueobronquial y su progresion produce disfunciones respiratorias.
Proveniente de células epiteliales, este crecimiento maligno deriva generalmente en
invasion y metastasis hacia 6érganos como hueso, ganglios linfaticos e higado,
principalmente.

Ambos sexos
Todas las edades

Regiones mas desarrolladas Regiones menos desarrolladas

Pulmén

Mama

Colorectal

Prostata

Estémago

Higado
Cervico-uterino
Eséfago

Vejiga

Linfoma no Hodgkin
Leucemia

Péancreas

Rifién

Cuerpo uterino
Cavidad oral, labio
Tiroides

Cerebro, Sistema Nervioso
Ovario

Melanoma de piel

Vesicula biliar

1500 1000 500 0 500 1000 1500
Tasa por cada 100,000

Incidencia @
GLOBOCAN 2012 (IARC) {31.12.2013) Mortalidad H

Figura 1. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer en el mundo para ambos sexos

en 2012. Modificado de International Agency for Research on Cancer. (Online analysis,
www.globocan.iarc.fr)

El pulmdn es un sitio anatdmico comudn para la metastasis diseminada de tumores que

comienzan en alguna otra parte del cuerpo. Los tumores mas comunes que se propagan
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a los pulmones son los provenientes del cancer de vejiga, mama, colon, prostata,
estdmago, pancreas, rifién, higado, melanoma y neuroblastomas [23]. Ambas situaciones
se deben a que los pulmones reciben todo el flujo linfatico y sanguineo, conteniendo
ademas la red capilar mas densa de todo el organismo.

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte en todo el mundo, equivalente al
23% de las muertes debidas al cancer [24]. En cuanto a género, se estima que es el tipo
de cancer mas comun en hombres y el segundo mas comun en mujeres detras del cancer

de mama.

Tumores malignos
16 Encéfalo 14

1.2 Laringe 0.2
7.0 Traquea, bronquios y pulmén 36

0.0 Mama 7.6
T Higado 4.3
27 Pancreas 3.0
4.7 Estomago 4.0
1.0 Vias urinarias 0.6
8.1 Prostata Ovarios 6.4

Cuello del utero 2.7
33 Colon 341

3.2 Leucemia 2.7
19 Linfoma no Hodgkin 1.5

Figura 2. Porcentaje de defunciones por tumores malignos en hombres y mujeres de México.
(Secretaria de Salud 2008).

De acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 2008 en México, el mayor
porcentaje de lesiones malignas en los hombres fue en la prostata (8.1%), seguido por los
tumores de trAquea, bronquios y pulmén (7.0%) y entre las mujeres, el cancer de mama
(7.6%), seguido por los tumores malignos de ovarios (6.4 por ciento), siendo el cancer de
pulmon, la tercera causa de defunciones (Figura 2).

La agresividad del cancer de pulmon se debe, entre otros factores al desarrollo temprano
de metastasis, especialmente en el carcinoma de células no pequefias [25]. En este

contexto se dice que el cancer de pulmoén es un grave problema de salud publica mundial.
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2.1 Clasificacion del cancer de pulmon de acuerdo a su localizacion
anatomica

Para el mejor diagnéstico y estudio del cancer pulmonar se han generado principalmente
dos sistemas de clasificacion: de acuerdo a su localizacién anatémica y de acuerdo a su
apariencia histopatologica.

Segun su localizacion anatémica, el cancer de pulmén puede dividirse en cancer de
pulmén central para aquellos tumores que aparecen a nivel de bronquios principales,
lobares y segmentarios de la primera, segunda y tercera generacion. Cerca del 75% de
los casos en este tipo de cancer incluye a los subtipos epidermoide y carcinoma
indiferenciado de células pequefas.

El cancer de pulmén periférico, es aquel que aparece a partir de los bronquios de quinta
generacion, los cuales no son accesibles con el broncoscopio y principalmente se
presentan en forma de adenocarcinoma. Este tipo de cancer pulmonar rara vez llega a

localizarse en areas muy alejadas junto a la pleura.

2.2 Clasificacion histopatoldgica del cancer de pulmén

La clasificacion histopatolédgica es la mas utilizada debido a que tiene implicaciones para
el tratamiento y el prondstico de la enfermedad y divide al cancer de pulmon en: cancer
pulmonar de células pequefias (microcitico) y el de células no pequefnas (no microcitico)
[26].

El cancer de pulmoén de células pequefas tiende a aparecer en vias aéreas de mayor
calibre como en los bronquios primarios y secundarios, llegando a formar rdpidamente un
tumor de gran tamafio. Estos tumores malignos estan constituidos por células pequefias,
con escaso citoplasma, cromatina finamente granular y con nucléolo pequefio o poco
aparente. Tan sélo el 5% de este tipo de cancer pulmonar es de caracter periférico [27].

El carcinoma microcitico puede presentarse como células con forma de hojuelas de avena
gue contienen granulos neurosecretores densos, es decir, vesiculas con hormonas
neuroendocrinas y que se asocian con un sindrome endocrino o paraneoplasico [28]. Este
tipo de carcinoma se disemina mas rapido respecto al siguiente tipo, pues al ser
diagnosticado se encuentra diseminado en el 90% del arbol traqueobronquial y pulmones.
Los carcinomas pulmonares de células no pequefias son mucho mas frecuentes, se
agrupan en base a prondstico y tratamiento similares y mas del 80% de los canceres de

pulmon pertenecen este tipo histolégico. Existen tres subtipos principales: el carcinoma de
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células grandes (15% de los casos de forma global), carcinoma de células escamosas
(25% de los casos de forma global) y el adenocarcinoma con el 38% de los casos de
forma global.

El adenocarcinoma es el tipo de cancer de pulmon mas agresivo debido a que se
disemina en todo el pulmén de manera gradual. Este tipo de cancer de pulmén tiene una
mayor incidencia en la poblacion mundial con respecto a los demas tipos de cancer [29],
por lo que en el ambito de la investigacién basica han enfocado su atencién en este tipo

histolégico.

2.3 Estadificacion y tratamiento

El término estadificacion se refiere el proceso de uso médico para determinar la extension
de una enfermedad en el organismo. El objetivo de la estadificacion en cancer es
determinar el tipo y grado de avance de la enfermedad asi como el grado de
diseminacion. La clasificacion anatémica TNM-estadios permite una descripcion
estandarizada de los tumores pulmonares, una comparacion de resultados entre distintos
estudios clinicos y la ubicaciéon de los pacientes en estadios clinicos especificos.

Este sistema determina el tamafio del tumor primario (componente T), la afectacion de
ganglios linfaticos (componente N) y la presencia de metastasis a distancia (componente
M) [28].

Dentro de los procedimientos de estadificacién no invasivos estan, los sintomas y signos
clinicos, la radiografia de térax, la anamnesis y la exploracién fisica que detalladas
pueden aportar datos de gran valor sobre el grado de extension de la enfermedad. Estos
procedimientos permiten una simplificacién sustancial de las pruebas a realizar
posteriormente. Igualmente los sintomas neurolégicos o el dolor Gseo intenso y
persistente deben hacer sospechar la existencia de metastasis a distancia, teniendo asi,
implicaciones pronosticas y terapéuticas relevantes.

La radiografia de térax es habitualmente la primera prueba que permite sospechar con
alta probabilidad la existencia de cancer pulmonar. Esta prueba puede detectar derrame
pleural y la destruccion de vértebras o costillas, lo que permite aproximar el grado de
extension de la enfermedad [29].

La tomografia computarizada (TC) de térax después de la radiografia, suele ser la prueba
de imagen que proporciona la informacion necesaria en el proceso de diagnostico. En
relacion con el tumor primario, la TC sigue siendo el mejor método para el estudio

anatomico global del térax ya que permite obtener una informacion detallada sobre el
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tamafo, la localizacién, las relaciones anatomicas con estructuras vecinas y puede
detectar nddulos de tamafio muy pequefio, habitualmente no detectables mediante
radiografia de torax.

La Tomografia por Emision de Positrones (PET, por sus siglas en inglés) en su modalidad
diagnéstica, se basa en la identificacion de una mayor actividad metabdlica, caracteristica
de las células neopléasicas, la cual aporta informacion relevante sobre la biologia del
tumor, pero su capacidad de resolucién espacial es menor que la de la TC. El desarrollo
de la PET/TC, que integra en una Unica exploracién las imagenes de ambos
procedimientos, mejora la eficacia diagnéstica [30].

Finalmente los procedimientos de diagndstico mediante técnicas quirtrgicas incluyen la
mediastinoscopia (MED), la mediastinotomia (MEDTM), la mediastinoscopia cervical
extendida (MEDCE) y videotoracoscopia.

De manera general como tratamiento, los pacientes con cancer de pulmén pueden recibir
cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida o una combinacién de tratamientos. La
terapia contra el cancer puede ser local, es decir, cirugia y/o radioterapia, en donde
extirpan o destruyen el cancer en el pecho. Cuando el cancer de pulmén se ha
diseminado a otras partes del cuerpo, la terapia local puede usarse para controlar la
enfermedad en areas especificas y debe acompafarse de terapia sistémica en donde se
utiliza la quimioterapia y terapia dirigida.

La quimioterapia representa la medicacion con farmacos potentes que circulan por todo el
cuerpo para atacar a las células cancerosas. Estos farmacos pueden destruir cualquier
célula de crecimiento rapido, entre ellas las células cancerigenas y algunas células sanas.
Los agentes quimioterapéuticos se controlan minuciosamente tanto en las dosis como en
la frecuencia, de modo que se destruyan las células tumorales con un minimo de riesgo
para las células sanas [29].

Es importante mencionar que los tratamientos sistémicos para todos los tipos de cancer
pulmonar a menudo causan dafio a células y tejidos sanos. Los efectos secundarios
dependen principalmente del tipo y extension del tratamiento y pueden no ser los mismos
para cada paciente y pueden cambiar durante el tratamiento que satisfaga las

necesidades médicas y personales.

3. Familia de las guanilato ciclasas

Como se describié anteriormente, el cAncer de pulmon es uno de los tipos de cancer mas

agresivos y letales. La busqueda de nuevas moléculas en investigacion bésica que
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controlen el progreso tumoral en cualquiera de sus procesos, manifiesta su futura
implicacion clinica pues pudieran ser empleadas como una posible alternativa terapéutica
contra el cancer.

Es sabido desde 1969, que las guanilato ciclasas existen tanto en la fraccién soluble (en
citoplasma) como en la fraccibn membranal (ancladas a la membrana celular) en la
mayoria de los tejidos [31] desempefiando distintas funciones fisioldgicas.

Las guanilato ciclasas conforman una familia de enzimas que se encargan de la sintesis
de cGMP a GTP a partir de su union con ligandos como el 6xido nitrico, el mondéxido de
carbono (CO) o péptidos, los cuales causan un cambio conformacional que activa el

dominio catalitico en el extremo carboxilo terminal de la enzima [32].

3.1 Guanilato ciclasa particulada

Las guanilato ciclasas particuladas estan asociadas a la membrana plasmatica y
reconocen diferentes péptidos natriuréticos, por lo que estas enzimas tienen importante
participacién en la regulacion de funciones renales, humorales y cardiovasculares [33]. En
la actualidad se han identificado 7 isoformas que se encuentran distribuidas en distintos

organos como cerebro, pulmén, higado, intestino y musculo esquelético.

pGC

Amino terminal

Dominio extracelular

Dominio transmembranal

Dominio homélogo a cinasa

Regién de la bisagra

Dominio catalitico ciclasa

Carboxilo terminal

Figura 3. Dominios que conforman a la guanilato ciclasa particulada. Modificado de Lucas
et al., 2001 Pharmacological Reviews.
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La guanilato ciclasa particulada (pGC) es un homodimero que presenta un dominio amino
terminal extracelular que actia como receptor, una region corta transmembranal que se
ha propuesto como region reguladora y una region carboxilo terminal intracelular que tiene
actividad ciclasa que genera cGMP a partir de GTP [34] (Figura 3).

Entre los ligandos mas comunes para la pGC se encuentran los péptidos natriuréticos, la
guanilina, enterotoxinas bacterianas y el péptido natriurético tipo C; existen isoformas de
la pGC a cuales no se les conoce su ligando por lo que se consideran receptores
huérfanos. La uniéon de los ligandos a las diferentes isoformas culmina en distintas
respuestas fisioldgicas como vasorelajacién, inhibicion de la proliferacion de las células

musculares lisas o inhibicién del crecimiento 6seo, por mencionar algunas [32].

3.2 Guanilato ciclasa soluble: estructura y activaciéon

La sGC es expresada en la mayoria de las células de mamifero y participa en diferentes
procesos fisiologicos como la inhibicion de la agregacién plaquetaria, relajacion de

musculo liso, vasodilatacién, sefalizacién neuronal e inmunomodulacion [35].

Amino terminal

sGC

Dominio de unién a
grupo hemo

Dominio de
heterodimerizacion |-

Dominio catalitico
ciclasa

Carboxilo terminal
Figura 4. Dominios que conforman a la guanilato ciclasa soluble. Modificado de Lucas et al., 2001

Pharmacological Reviews.

La sGC se encuentra en el citoplasma celular y es un heterodimero formado por dos
subunidades, la subunidad grande 6 subunidad a (82 kDa) y la subunidad pequefia 6
subunidad B (70kDa) [36], cada una con un dominio catalitico que contiene

ferroprotoporfirina como grupo prostético.
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Hasta la fecha sélo dos isoformas diferentes de las subunidades a y B han sido clonadas
y caracterizadas (a1, a2, 1y p2) y cada una de ellas es codificada por genes diferentes.
Las isoformas a2 (82kDa) y B2 (76kDa) sélo se han identificado en cerebro fetal humano
y en rifién de rata, respectivamente [37]. En los Ultimos afios se ha aislado una nueva
isoforma de la subunidad B (B3) a partir del sistema nervioso de invertebrados, sin
embargo no se ha reportado heterodimerizacion para poder presentar actividad catalitica
[34].

Las isoformas a1 y B1 son las mas abundantes y mas extendidas en cuanto a distribucién
en tejidos se refiere, siendo necesaria la expresion de ambas para que la sGC tenga
actividad catalitica. Las dos subunidades de la sGC estan formadas por 3 dominios en
comun: un dominio catalitico ciclasa en el extremo carboxilo terminal, un dominio central
relacionado con la dimerizacion de las subunidades y un dominio amino terminal que
constituye el dominio de unién al grupo hemo, el cual confiere a la enzima su alta
sensibilidad por el NO, su ligando principal [31] (Figura 4).

La sGC puede ser activada basicamente por 2 moléculas, por el CO y por el NO siendo

éste ultimo, el ligando mas comun y mas estudiado.

L-Citrulina
O2+L-arginina +
No wo
> His 105
\ -
sGC
Célula generadora GTP

-

Célula blanco

Senalizacién  cambpi i
: % ambio de expresion en
Vasodilatacion :
neuronal diversos genes

Figura 5. Via de sefializacion mediada por la guanilato ciclasa soluble
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Cuando el NO difunde al citoplasma, se une al ion ferroso del grupo hemo de la enzima, lo
gue ocasiona un cambio conformacional en la histidina 105 lo que activa a la sGC para
gue a partir de GTP genere GMPc, molécula que funciona como segundo mensajero de la
via de sefalizacion (Figura 5).

El NO es una molécula pequefia considerada como radical libre; es sintetizado por las
oxido nitrico sintasas y es generado en grandes cantidades por la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) en células tumorales. Es sintetizado a partir de oxigeno molecular y L-
arginina y como productos de la reacciéon se generan L-citrulina y NO, el principal ligando
de la sGC (Figura 5).

El NO tiene distintas funciones dependiendo del lugar donde se genere, si es a nivel
vascular es un potente modulador del tono vascular, si es producido en el endotelio tiene
un efecto final de relajacion y si se genera masivamente en células mesenquimales por la
iINOS suele tener un efecto citotéxico por la gran estimulacion de la actividad de la sGC
[36]. Con base en lo anterior el NO se considera que tiene efectos dicotomicos sobre la
proliferacion celular, apoptosis, migracion, invasién y angiogénesis dependiendo de la

concentracion y del microambiente tumoral en el que se genere [38].

3.1 Descripcién de la via NO/sGC/cGMP

Como se menciond previamente, la sGC forma parte de la via conocida como NO/
sGC/cGMP gque media diversas respuestas fisioldgicas; esta via funciona por la activaciéon
de la sGC provocada por el NO que por ser un gas de difusiéon libre puede provenir de
células vecinas y atravesar la membrana para ejercer accion sobre la sGC de la célula
blanco, o bien generarse dentro de la célula por la INOS. Una vez generado el NO éste
se une al grupo hemo de la sGC lo que provoca un cambio conformacional en un residuo
clave en la actividad de la sGC: el residuo de histidina 105, lo que activa a la sGC
totalmente para que genere cGMP a partir de GTP lo que culmina en un aumento de
cGMP intracelular, el cual se desempefia como segundo mensajero de la via [39] (Figura
5).

La sGC interviene en varios procesos fisioldgicos y por ende no es de extrafiar que
existan diferentes mecanismos que regulen su sintesis y actividad tanto en estados
fisiolégicos como patolégicos. La regulacion de la actividad de sGC puede realizarse a
diferentes niveles: modificando la cantidad de sGC expresada, variando las isoformas de

sGC que se expresan y regulando directamente la actividad de la sGC [36].
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Sin embargo también la actividad de la via se puede regular a nivel de cGMP por las
enzimas fosfodiesterasas que linealizan el cGMP formando guanosin monofosfato (GMP)
de esta manera se bloquea la activacion de los diferentes factores de transcripcion
mediada por el cGMP. Hasta la fecha se han descrito 3 grandes dianas moleculares del
cGMP: proteinas cinasas, canales ionicos y fosfodiesterasas de nucle6tidos ciclicos [34].
Las proteinas cinasas dependientes de cGMP (PKG’s) son el principal mediador
intracelular de la via de sefializacion del cGMP; estas PKG’s activan diversos factores
transcripcionales debido a que los fosforilan en residuos de serina y treonina lo que
desencadena los diversos procesos fisiolégicos que media la via como la relajacion
muscular, la inhibicién de la agregacion plaquetaria o producir el cambio de expresion de
diversos genes.

Entre los diversos genes que cambian su expresidon debido a ésta via estan
documentados los factores de transcripcion, proteina activadora 1 (AP-1) [40] y el factor
nuclear kappa B (NF-kB) [41] los cuales son capaces de estimular la transcripcion de
genes de algunas metaloproteasas de matriz extracelular asi de como la de algunos de
sus inhibidores enddégenos como TIMP-2 [42], lo que sugiere que la via pudiera tener un
papel en la regulacién de éstos genes y por ende un papel en la invasién y metastasis de
células tumorales.

Las MMPs son una familia de proteasas que se encuentran implicadas principalmente en
regular la integridad y composicion de la matriz extracelular (MEC), mediante el

procesamiento o degradacion de numerosos componentes de la misma.

4. Matriz extracelular

La matriz extracelular es una red tridimensional que engloba todos los érganos, tejidos y
células del organismo y es el material que se encuentra entre los limites epitelial y
endotelial en los organismos multicelulares.

Anteriormente se pensaba que la matriz extracelular funcionaba como un soporte inerte,
pero actualmente se sabe que la matriz extracelular también desempefia un papel de
activacion y regulacién de procesos basicos de las células que se encuentran en contacto
con esta [15].

La matriz extracelular desempefia un papel importante en el mantenimiento de la
integridad estructural de los organismos multicelulares, da la forma de sus cuerpos y de
sus o6rganos. La matriz extracelular desempefia un papel activo y complejo en la

regulacion de procesos basicos de las células que tienen contacto con ella, ejerciendo un
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efecto profundo en su desarrollo, migracion, proliferacion, diferenciaciéon, forma vy
funciones metabdlicas [43].

4.1 Componentes de la matriz extracelular

La MEC estd compuesta basicamente por 3 grandes grupos de moléculas:
proteoglicanos, glucosaminoglicanos y proteinas fibrosas. Ademés existen moléculas de
adhesion como las integrinas (Figura 6).

Colagena Fibronectina

Figura 6. Arreglo de los componentes de la matriz extracelular. Modificado de Gilbert. S, 2003.
Biologia del Desarrollo. 7a ed. Editorial Médica Panamericana.

Los proteoglicanos son proteinas glicosiladas unidas covalentemente a proteinas de la
matriz extracelular. Presentan una alta densidad de cargas negativas que atraen cationes
como el sodio, que son activos osmoéticamente y provocan que una gran cantidad de
liguido pase a la matriz y asi formar geles hidratados que ocupan un gran espacio,
resisten fuerzas compresivas y permiten la rapida difusion de nutrientes. Ejemplos de
estas moléculas son el betaglicano, heparina, agrecano y el sindecano

Los glucosaminoglicanos son polisacaridos largos sin ramificaciones y contienen
repeticiones de una unidad de disacéaridos; ejemplos de estas moléculas son el dermatan
sulfato, heparan sulfato, queratan sulfato y el acido hialurénico.

Dentro de las proteinas que se asocian a la MEC se encuentran las colagenas,
fibronectina, laminina y elastina. Estas pueden dar estructura a la matriz extracelular,
ademas de conectar la MEC con las células y regular su migracion, proliferacion,
diferenciacion, e incluso muerte celular. [44].
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Las colagenas son la familia de proteinas mas abundantes de los animales. Las
coldgenas fibrilares son secretadas por las células del tejido conectivo, como los
fibroblastos (musculo liso en los vasos). Estas moléculas forman cadenas largas y
gruesas en una estructura de polipéptidos en forma de triple hélice conocidos como
cadena a.

Las colagenas pueden clasificarse en:

a) Colagenas que forman fibras: I, II, Ill, V y XI.

b) Colagenas asociados a fibras que se unen a los anteriores entre si y a otros
componentes de la ECM. Son los tipos IX y XII.

c) Colagena que forma redes, es el tipo IV y es uno de los principales componentes de las
membranas basales de los epitelios.

d) Colagena de anclaje (tipo VII).

Las fibronectinas son proteinas adhesivas extracelulares que ayudan a las células a
fijarse en la matriz.

La laminina cumple un papel de filtro, determina la polaridad de la célula, influye en el
metabolismo celular, organiza las proteinas de las membranas plasmaticas adyacentes,
induce la diferenciacién celular y sirve como sendero para su migracion.

La elastina da las caracteristicas de flexibilidad y elasticidad a la MEC, por lo que es de
suma importancia en vasos sanguineos, pulmones, piel y ligamentos.

Las integrinas son proteinas que forman parte de las moléculas de adhesién; estas se
agrupan en los sitios de contacto de las células con la matriz y pueden activar muchas
vias de sefalizacién intracelular [15]. Estos elementos de la MEC son secretados
localmente y ensamblados dentro de una red organizada en estrecho contacto con las
células que la producen, como se observa en la Figura 6.

En la matriz extracelular, tiene que existir un equilibrio entre la sintesis y degradacién de
sus componentes, el cual es llevado a cabo por las MMPs [15] por lo cual su expresion asi
como su actividad deben estar finamente reguladas sin embargo, en procesos patoldgicos

este control se rompe lo que favorece la progresién de enfermedades como el cancer.

5. Familia de las Metaloproteasas de Matriz

Con la caracterizacion de la colagenasa de la cola de renacuajo primera colagenasa de
vertebrados, dio comienzo el estudio de esta familia de enzimas llamadas MMPs vy el
papel que pueden desarrollar en diversas patologias humanas, entre otros, en los

procesos tumorales [45].

25



Las MMPs pertenecen a la superfamilia de las metzincinas que se caracterizan por tener
altamente conservado un motivo de 3 histidinas HEXXHXXGXXH que coordinan un atomo
de zinc dentro del dominio catalitico y una metionina conservada cercana al sitio catalitico
[46]. Las MMPs son proteasas que degradan componentes de la matriz extracelular o
modifican proteoliticamente citocinas, factores de crecimiento y moléculas de adhesion.
Dependen del zinc (Zn) para su actividad catalitica. Se secretan como zimdgenos
(excepto las MMPs membranales) debido a la interaccién que prevalece del Zn con un
residuo de cisteina impidiendo de esta manera el reconocimiento de su sustrato [16] y son

cruciales en la invasion, migracion, metastasis y tumorigénesis.

5.1 Clasificacion

En humano se han caracterizado hasta el momento 28 miembros de estas proteasas y se
clasifican de acuerdo a la estructura de dominios y en funcién de la afinidad del sustrato
que degradan teniendo asi a las colagenasas (MMP-1,-8,-13), gelatinasas (MMP-2 y
MMP-9) que degradan colagena tipo IV, estromelisinas (MMP-3, -10, -11, -12) que
degradan fibronectina y proteoglicanos, matrilisinas (MMP-7, -26) y de tipo membrana
(MT-MMP) que participan en la activacién de los zimégenos de otras MMPs [47] (Tabla 1).
Por tal razén, la participacion de las MMPs en la remodelacion de la ECM representa una
responsabilidad no sélo de la degradacién, sino de participar en el procesamiento de
diversos mediadores bioactivos que incluyen a factores de crecimiento, quimiocinas,

citocinas y receptores en superficies celulares modulando su actividad.

Tabla 1. Clasificacién de las MMPs de acuerdo a la afinidad por su sustrato. Modificado de
Egeblad & Werb, Nature Reviews 2002.

SUBFAMILIA MMP NOMBRE SUSTRATO
MMP-1 Colagenasa de Colagena |, II, 11I, VII, VIIl y X, proteoglicanos, MMP-
fibroblastos 2, MMP-9

Colagenasas

MMP-8 Colagenasa de Colagena |, I, 11I, V, VIl , VIl y X, gelatina,
polimorfo nucleares proteoglicanos
i Colagena |, Il, lll y 1V, gelatina, proteoglicanos, PAI-2
MMP-13 Colagenasa 3 (inhibidor del activador del plasminégeno)
. MMP-2 Gelatinasa A Gelatina, colagena I, IV, V, VII, X, Xl y XIV, elastina
Gelatinasas
MMP-9 Gelatinasa B Gelatina, colagena IV, V, VIl y X, elastina
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. MMP-7 Matrisilina 1 Colagena IV y X, gelatina, fibronectina, laminita
Matrisilinas
MMP-26 Matrisilina 2 Colagena IV, fibronectina, fibrinbgeno, gelatina
.. Colagena lll, 1V, IX, X gelatina, MMP-1, MMP-7,
MMP-3 Estromelisina 1 MMP-8, MMP-9
Estromelisinas
MMP-10 Estromelisina 2 Colagena lll, IV y V, gelatina, caseina, MMP-1,
MMP-8
MMP-11 Estromelisina 3 Desconocido
MMP-14 MT1-MMP Colagena |, 11, 11, gelatina, MMP-2 y MMP-13
MMP-15 MT2-MMP MMP-2, gelatina
MT-MMPs (de
membrana) MMP-16 MT3-MMP MMP-2
MMP-17 MT4-MMP Desconocido
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP
Otras MMP-12
MMP-19
MMP-20
MMP-23
MMP-27
MMP-28

5.2 Estructura general

La mayoria de las MMPs presentan una estructura comun que se compone basicamente
de cuatro dominios conservados: un péptido sefial o predominio, situado en el extremo
amino-terminal que se elimina en el reticulo endoplasmatico, el cual se encarga de
determinar si la proteina va a ser secretada o anclada a la membrana.

Un propéptido o prodominio, de unos 80-90 aminoacidos que contienen una cisteina
conservada que mantiene la enzima en estado latente. El grupo tiol de este residuo de
cisteina forma un enlace coordinado con el atomo de zinc que ese encuentra en el
dominio catalitico manteniendo de esta forma la latencia de la enzima. La activacion de
cualquier pro-MMP requiere el rompimiento de este enlace cisteina- Zn2+, a este
mecanismo se le conoce coloquialmente como switch de cisteina (Figura 6).

El domino catalitico, de unos 160-170 aminoacidos contiene el sito activo altamente
conservado donde se encuentran las tres histidinas que se unen al zinc catalitico [48]. En
esta region se determina la especificidad hacia los diferentes sustratos, mediante

conformaciones especificas y regiones localizadas fuera del sitio activo.
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Figura 6. Mecanismo de activacion de las MMPs. (Somerville R. et al, 2003).

Por altimo, todas las MMPs, excepto MMP-7, MMP-26 y MMP-23, presentan un dominio
tipo hemopexina de aproximadamente 200 residuos que se conecta con el dominio
catalitico a través de una region rica en prolinas (Figura 7) [49]. EI dominio hemopexina
regula la unién de la proteasa a distintos sustratos y a sus inhibidores endégenos;

ademas este dominio interviene en la unién y activacién de las MMPs en la membrana

celular y dirige ciertas actividades proteoliticas [17].

Figura 7. Dominios estructurales de las metaloproteasas. Modificado de Egeblad & Werb Nature
Reviews, 2002.
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Determinadas subfamilias de MMPs poseen otros dominios adicionales especificos. Las
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 se diferencian del resto de MMPs al poseer tres dominios
fibronectina (FN) tipo Il dentro del extremo amino-terminal, que son necesarios para la
union y escision de colageno tipo IV y elastina [50] (Figura 7).

Las MT-MMPs (MMP-14, -15, -16 y -24) tienen un dominio transmembrana seguido de
una corta cola citoplasmica de 20 aminoacidos en el extremo carboxilo-terminal [51].
Adicionalmente, MMP-17 y MMP-25 poseen una region hidrofébica que actia como sefal
de anclaje a MMPs de membrana de tipo glicofosfatidilinositol [52].

5.3 Regulacién de las MMPs

Debido a las mudltiples funciones fisiolégicas en las cuales las MMPs actdan como
interruptor dual activando o inactivando su funcién, es necesario que estas enzimas estén
estrictamente reguladas a mdultiples niveles moleculares, de forma que Unicamente se
expresen y sean activas en el tipo celular, momento y lugares adecuados [47]. En este
sentido se han seguido hasta el momento varias estrategias encaminadas a bloquear la
actividad proteolitica de estas enzimas basadas en los principales niveles de regulacion
gue a continuacién se mencionan.

Existen 5 niveles a los cuales las MMPs pueden ser reguladas: a nivel transcripcional,
mediada por diversas citosinas o factores transcripcion y crecimiento que inhiben o
activan su transcripcion, a excepciéon de la MMP-2, cuya expresion es constitutiva y se
encuentra regulada principalmente por activacién enzimatica y por estabilidad de su acido
RNAmM sin embargo esta también regulada a nivel transcripcional por los factores AP-1,
AP-2, NF-kB, CREB y PEA3.

La expresion génica de las MMPs se encuentra regulada también por la sefializacion a
través de integrinas y receptores celulares, estrés oxidativo, activaciébn con ésteres de
forbol y cambios en la fisonomia celular. Asimismo, varios factores solubles regulan
también la transcripcion génica de MMPs, como es el caso de citocinas y factores de
crecimiento (EGF, VEGF, TNF-a, TGF-B), hormonas y el inductor de metaloproteinasas de
matriz extracelular (EMMPRIN) [51].

Otro mecanismo de regulacién génica de las MMPs es la post-traduccional por medio de
la estabilizacion o desestabilizacion del RNAm. Ciertos factores de crecimiento son
capaces de estabilizar el ARN mensajero de algunas MMPs como el EGF que afecta la
estabilidad de los mensajeros de MMP-1 y MMP-13 [16].
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Como se ha mencionado, todas las MMPs son sintetizadas como zim6genos y para su
activacion enzimatica es necesaria la ruptura del enlace cisteina-zinc mediante un cambio
conformacional de la proteina (inducido por compuestos derivados del mercurio, urea,
detergentes o0 especies reactivas de oxigeno) o la proteolisis del propéptido por plasmina
u otras MMPs, lo cual describe el siguiente mecanismo de regulacion de las MMPs.

La actividad de las MMPs también esta regulada por una serie de inhibidores endégenos
naturales que en conjunto forman a la familia de inhibidores tisulares de MMPs (TIMPS)
[52].

Sus 4 miembros (TIMP-1 a -4) son proteinas de 21-30 kDa capaces de inactivar las MMPs
a través de su union directa y reversible al dominio catalitico de las MMPs [53].

TIMP-1 y TIMP-2 son capaces de inhibir un amplio espectro de MMPs, aunque con
diferente efectividad dependiendo del tipo de proteasa que se trate, mientras que la
especificidad de TIMP-3 y TIMP-4 es mas restringida [53]. Recientemente, se han
propuesto nuevas funciones para los TIMPs ademas de la inhibicion de MMPs y que
implicarian sefalizacién intracelular [54].

Dada la selectividad y efectividad de los TIMPs para bloquear la actividad catalitica de las
MMPs, se han utilizado como inhibidores de la migracién tumoral sin embargo, los
resultados obtenidos en el a&mbito clinico con estos inhibidores no han tenido la eficacia
esperada [55].

Un dltimo y novedoso nivel de regulacion de la expresiéon de las MMP es por mecanismos
epigenéticos pues puede ocurrir desde a nivel de metilacion de DNA hasta la participacion
de miRNAs. Por ejemplo se ha documentado que en cancer de mama, tanto una
hipermetilacién de islas CpG en promotores de MMPs y modificaciones de histonas como
la trimetilacion de la lisina 27 de la histona 3 silencian el gen de MMP-2 [56].

Por otro lado se ha reportado que la expresion del gen de MMP-9 esta regulado por un
miRNA lo que sugiere una amplia modulacion epigenética en la expresion de estas

enzimas [57].

6. Gelatinasas

Esta subfamilia esta formada por la MMP-2 o gelatinasa A con un peso molecular de
72kDa y por la MMP-9 o gelatinasa B con un peso molecular de 92kDa y se ha
documentado que la sobre-expresion de una o ambas proteasas en células tumorales

confieren un fenotipo invasivo.
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Como se menciond, las gelatinasas presentan estructuralmente un dominio tipo Il de
fibronectina dentro de su dominio catalitico, lo que resulta en una alta afinidad de unién a
gelatina, colageno tipo IV y elastina.

La MMP-2 se expresa constitutivamente en fibroblastos, queratinocitos, células
endoteliales, condrocitos y monocitos, mientras que la MMP-9 es expresada por
macroéfagos alveolares, leucocitos polimorfonucleares y osteoclastos [19].

La MMP-2 se secreta como zimdgeno el cual es sometido a extensas glicosilaciones. La
activacion de la pro-MMP-2 es un proceso complejo pero de manera breve la pro-MMP-2
forma un complejo con TIMP-2 a través de su dominio C-terminal permitiendo asi que el
dominio inhibitorio N-terminal de TIMP-2 se una a MT1-MMP sobre la superficie celular.
La pro-MMP-2 unida a la superficie celular es activada por la MT1-MMP libre de TIMP-2.
Alternativamente, la MT1-MMP inhibida por TIMP-2 puede actuar como un receptor de la
pro-MMP-2. El complejo MT1-MMP/TIMP-2/pro-MMP-2 se presenta a una MT1-MMP libre
para su activacion. El agrupamiento de MT1-MMP sobre la superficie celular a través del

dominio hemopexina facilita este proceso de activacion [58].

6.1 Importancia en células tumorales.

| Proliferacién celular | | Metéstasis e invasion |

Liberacion de:

*Factores de crecimiento
como TGF-
20

n ;‘éQ% o
@ | Degradacionde MEC I . »\“_
Figura 8. Papel de las MMPs en el proceso tumoral. Modificado de Rao, Nature Reviews Cancer,

2003.

Debido a su capacidad de degradar multiples sustratos, las MMPs desempefian un papel
fundamental en numerosos procesos fisioldgicos (morfogénesis tisular, invasion y

migracion celular, reparacion de heridas, vasculogénesis o desarrollo del hueso) y
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patolégicos (cancer, enfermedades inflamatorias, autoinmunes, cardiovasculares,
fibroticas y cerebrovasculares) [59]. En especial las gelatinasas MMP-2 y MMP-9
desempefian un papel fundamental en el cancer [16].

Otra funcion celular fundamental de las MMPs es regular la angiogénesis. Las MMPs
favorecen la migracién celular y la formacion de vasos sanguineos, mediante el
procesamiento de factores pro (VEGF, FGF, TGF-B) o antiangiogénicos (angiostatina y
endostatina) [59] (Figura 8).

La migracién de células tumorales requiere la remodelacion tisular y la degradacion
parcial de la ECM, seguido de una migracion posterior de la célula cancerosa a focos de
metastasis.

La sobreexpresion de las gelatinasas se ha asociado con patologias como el cancer
debido a que favorecen la invasion tumoral y la metastasis.

Estas proteasas son capaces de degradar la membrana basal del epitelio debido a que su
sustrato principal es la colagena tipo 1V, componente principal de las membranas basales,
lo cual le permite a las células que las secretan penetrar hasta vasos sanguineos o vasos
linfaticos para migrar a otro sitio del organismo e iniciar el crecimiento de un nuevo tumor
en un lugar anatémicamente distante al del tumor principal [16].

Las diversas lineas de investigacion en la actualidad se enfocan en la busqueda de vias
de sefializacion que controlen la expresion de las MMPs, les impidan interactuar con
moléculas que dirigen sus actividades enziméticas o inhibir su actividad enzimatica [59].
Por ende es importante entender los mecanismos moleculares que estan involucrados en
la sobreexpresion de gelatinasas asi como de aumentar su actividad proteolitica lo que
conlleva a la expansién de células tumorales debido a que confieren la capacidad de

colonizar nuevos 6rganos en el individuo con cancer.

6.2  Papel de la via NO/sGC/cGMP en la desregulacion de gelatinasas.

La via NO/sGC/cGMP tiene un papel importante en procesos fisioldgicos relacionados, en
su mayoria con la homeostasis cardiovascular y endotelial. Sin embargo, existen
componentes de la via que han sido vinculados con el desarrollo de cancer.

Se ha documentado una sobreexpresion de las subunidades de la sGC en diversas lineas
celulares de cancer de préstata, neuroblastoma y ovario [9], lo cual sugiere que la sGC
puede desempefiar funciones diferentes a las que media en condiciones fisioldgicas

cuando esta finamente regulada.
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Existen antecedentes donde algin componente de la via de sefalizacion en estudio esta
implicado en el progreso tumoral en distintos tipos de cancer.

La expresion de MMP-9 esta intimamente ligada a procesos de reparacion aberrante de
epitelios como el alveolar [60]. Su expresion se puede estimular in vitro como el Forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) [61] por lo que su expresion no se considera constitutiva en la
mayoria de los tejidos normales.

En base en lo anterior, existe evidencia de que componentes de la via en estudio como el
NO esta intimamente relacionado con la regulacion de esta gelatinasa, pues se demostro
gue el NO puede atenuar la actividad y expresion de MMP-9 en células endoteliales de
manera independiente de cGMP [62].

Por otro lado, la expresion de MMP-9 en musculo liso esta aumentada en condiciones
fisiolégicas y dicho proceso es mediado por el NO y cGMP [60], mientras que en
condiciones citotéxicas como concentraciones elevadas de NO inducidas por donadores
externos como la espermina, concluyeron que el NO modula de manera inversa y de
manera dependiente e independiente de sGC, la actividad de MMP-9 y los niveles de
expresion de TIMP-1 en un modelo basado en una linea de macréfagos murinos [63].

Lo anterior sugiere que la via puede mediar de manera dual la expresién de la gelatinasa
B dependiendo de las condiciones fisiolégicas y del tipo celular donde se estudie.

Por otro lado también existe evidencia de que la sGC modula en parte la expresion de
MMP-2.

En un modelo basado en células A549 se demostrd que concentraciones externas de gas
de NO aumentan la expresion de MMP-2, promoviendo de esta manera el desarrollo de
un fenotipo invasivo dependiente de gas de NO el cual pudiera estar modulando el
aumento de la expresibn MMP-2 a través de los factores transcripsionales NF-kB y AP-1
[64].

Lo anterior aporta evidencia de la participacion de algunos componentes de la via NO/
sGC/cGMP en potenciar el fenotipo invasivo de células en condiciones que se presentan
en patologias como el cancer y que puede ser debido en parte a un aumento de la
expresion de gelatinasas.

Sin embargo, no existe un estudio in vitro donde se analice como tal el papel que tiene la
enzima central de esta via: la sGC, en la actividad proteolitica de MMP-2 sobre el tipo de
cancer que esta cobrando més vidas a nivel mundial en la actualidad como es el

adenocarcinoma pulmonar.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer pulmonar es un problema de salud publica a nivel mundial. En general, las tasas
de mortalidad debidas a esta enfermedad tienden a aumentar anualmente debido a que
representa uno de los tipos de cancer mas invasivos y letales. En México, el cancer de
pulmén es uno de los mas frecuentes entre hombres y mujeres.

A pesar de los intensos programas de concientizacion sobre el consumo del tabaco y de
los constantes intentos por detectarlo en fases tempranas, esta enfermedad se
diagnostica generalmente en estadios avanzados y con un mal prondstico para el
paciente.

Por otra parte, el reconocimiento de la extraordinaria complejidad del proceso neoplasico
y de los constantes fracasos en el tratamiento de la enfermedad ponen de manifiesto la
necesidad de incursionar en nuevas investigaciones que aporten elementos para la
comprension del proceso tumoral e incentiven el disefio de mejores y méas eficaces
esquemas terapéuticos.

En el contexto de los procesos caracteristicos que dan origen y/o participan en el
desarrollo neoplasico, el proceso de metastasis recibe especial atencion puesto que es la
fase terminal del cancer y la busqueda de nuevas moléculas que controlen la actividad de
las enzimas participantes en este proceso representa una prioridad en la investigacion
béasica.

La via NO/sGC/cGMP se ha relacionado por favorecer diversos procesos que aceleran el
progreso tumoral debido a que media la angiogénesis en células epiteliales [10],
promueve la sobrevivencia tumoral en células de ovario [11] y regula positivamente la
supervivencia de células endoteliales [12].

En contraste, también a esta via se le han atribuido funciones que inhiben la progresion
tumoral pues se ha reportado que una sobre-activacion de la via favorece vias
apoptéticas en células de cancer de colon [13] asi como la induccién de la PKG inhibe la
migracion celular en células de cancer colorectal [14].

Lo anterior sugiere que la via NO/sGC/cGMP podria tener un papel dual en la progresion
del cancer dependiendo del tipo celular en que se estudie. Por lo anterior, es importante
analizar el papel de ésta via en la expresion de moléculas, como las metaloproteasas de
matriz extracelular, que desempefian un papel primordial en el desarrollo tumoral,
sugiriendo de inmediato la posibilidad de poderla utilizar como alternativa terapéutica para

el tratamiento contra el cancer.
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HIPOTESIS

La inhibicion de la guanilato ciclasa soluble con el inhibidor ODQ disminuye la actividad de
la MMP-2 en la linea celular A549.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto de la inhibicion de la guanilato ciclasa sobre la actividad de MMP-
2 en células A549.

Objetivos especificos

e Inhibir a la guanilato ciclasa soluble y evaluar el efecto sobre la expresion de las
subunidades de la guanilato ciclasa soluble por western blot en células A549.
¢ Inhibir a la guanilato ciclasa soluble y evaluar el efecto sobre la actividad de MMP -

2 por zimografia en células A549.
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METODOS

1. Cultivo celular

El estudio se llevd a cabo en la linea celular A549, las cuales son células humanas
epiteliales derivadas de adenocarcinoma pulmonar; esta linea celular fue obtenida de la
American Type Culture Collection (ATCC) con namero de catalogo CCL-185.

La linea celular fue crecida y mantenida en cajas de cultivo T25 (Corning Incorporated)
con medio de cultivo Ham (F12) (Gibco, Life Technologies) suplementado con un coctel
de antibiéticos (penicilina, anfotericina y ampicilina) (Sigma-Aldrich) y 5% de suero fetal
bovino (Gibco, Life Technologies) en incubadora a 37°C con una mezcla de 5% de
C0,/95% aire.

2. Western Blot

La presencia de las subunidades a1 y B1 de la sGC fue evaluada por Western blot
utilizando un buffer de lisis deshaturalizante SoluLyse-M (Genlantis, Gene Therapy
Systems,Inc) que contenia como inhibidor de proteasas PMSF (Boehringer Mannheim)
1mM para obtener un extracto celular al cual se le cuantificé la concentracion de proteinas
mediante el método de Bradford utilizando el reactivo comercial BioRad Protein Assay
(Bio-Rad). Se extrapolaron las absorbancias de las muestras en una curva estandarizada
de albumina sérica.

Se cargaron 20 ug de proteina total mezclado con buffer muestra 4x (Tris-HCI 0.5M pH
6.8-SDS 3%-glicerol-azul de bromofenol 0.05%, B-mercaptoetanol) por muestra en un gel
de SDS-PAGE al 10% bajo condiciones reductoras.

La transferencia semi-seca se realizé en una membrana de nitrocelulosa. Los sitios de
posible pegado inespecifico fueron bloqueados con leche descremada al 5% en buffer
PBS-T (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaHPO, 2mM KHHPO, pH 8.0, y 0.05%
Tween 20) por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se incubd,
segun fuera el caso, con el anticuerpo primario monoclonal toda la noche a 4°c.

Los anticuerpos contra las subunidades de la sGC fueron usados en las siguientes
concentraciones: anti-sGC al (1:500; Anti-Guanylyl Cyclase alpha 1 antibody [3G6B2]
ab166699, Abcam) 6 anti-sGC B1 (1:1000; Anti-Guanylyl Cyclase beta 1 antibody [GC11]
ab59169, Abcam); como control de carga se utilizd la proteina B-actina (1:1000; #
Catalogo 643802 / Clona 2F1-1, Biolegend).
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Como control positivo para la subunidad a1 se utilizé lisado de la linea celular Jurkat
mientras que para la subunidad 1 se utilizé lisado de la linea celular de NHLF.
Transcurrida la incubacion, la membrana se lavo 4 veces con PBS-T por 10 minutos.

Las proteinas de interés fueron detectadas por medio de un anticuerpo secundario anti-
raton acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) (1:1000; # catalogo HAF007 R&D Systems)
después la membrana fue lavada 4 veces con PBS-T por 10 minutos.

La marca fue visualizada con el sistema de deteccidon de quimioluminicencia (West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo scientific) y la imagen fue capturada con el
fotodocumentador Molecular Imager ChemiDoc XRS+BIO-RAD y posteriormente
analizada por densitometria en el software Image J (V1.7) para obtener datos

semicuantitativos de la intensidad del area de cada banda obtenida.

3. Zimografia

La actividad gelatinolitica de la MMP-2 fue evaluada por zimografia; esta técnica resuelve
a las gelatinasas por su peso molecular y es apropiada para la deteccion de isoformas
latentes y activas de las metaloproteasas, pues el uso del detergente SDS desnaturaliza
las enzimas exponiendo asi su sitio catalitico, lo que permite que isoformas latentes
exhiban su actividad gelatinolitica después de una renaturalizacion parcial [19].

Los medios de las células A549 estimuladas se evalué mediante la técnica de zimografia
realizada en geles de acrilamida al 8% polimerizada en presencia de gelatina al 1%
(Sigma-Aldrich) bajo condiciones no reductoras. Las muestras de medio fueron
normalizadas por nimero de células cargando por muestra 20ul de medio mezclado buffer
muestra 6x (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, glicerol-azul de bromofenol 0.05%).
Seguido de correr los geles a 120V por 90minutos en frio, los geles fueron lavados dos
veces durante 10 minutos con Tritdn X-100 al 2.5% para remover el duodecil sulfato de
sodio (SDS) de los geles. Los geles fueron incubados toda la noche en buffer de Glicina
0.1M, pH8, CaCl, 5mM, ZnCl, 50mM.

El gel se tifid una hora con Azul de Coomasie R250 (BioRad) al 0.1% y se realizé una
decoloracién por 40 minutos con solucién de acido acético 10% / metanol 40%; dicha
tincion dejé visualizar las zonas de actividad enzimatica como bandas claras contra un
fondo azul; la actividad de la gelatinasa fue identificada contrastando la banda obtenida
con la perteneciente a la del medio de fibroblastos (control positivo).

Las bandas obtenidas fueron analizadas por densitometria con el software Image J (V1.7)

para obtener datos semicuantitativos de la intensidad del &rea de cada banda obtenida.
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4. Inhibiciéon de la sGC

El agente sintético que se utiliz6 para inhibir la actividad de la sGC fue el 1H-[1,2,
4]oxadiazol[4,3-a]quinoxalin-1-uno (ODQ) (Sigma-Aldrich) el cual es un inhibidor
irreversible de la sGC. Se usaron concentraciones de 10uM y 40uM de ODQ disuelto en
dimetil sulfoxido (DMSO).

Las células A549 fueron cultivadas en placas de 6 pozos con una densidad inicial de
500,000 células por pozo y crecidas hasta alcanzar una confluencia del 85-90%.

Las células fueron incubadas por 30 minutos con el inhibidor para después ser sustituido
por medio F12 libre de suero por las siguientes 24 horas. EL medio se extrajo y se

centrifugd a 1680rpm durante 10min a 4°c y se almacend a -80°c hasta su uso.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos en cada uno de los experimentos por cada condicion fueron
analizados mediante la prueba estadistica Shapiro-Wilk para saber si los datos obtenidos
presentan una distribucion normal. Seguido de esto se realizaron las pruebas estadisticas
necesarias para encontrar significancia en los datos de acuerdo a la distribucion de los
datos obtenidos.

Si la distribucién de los datos se ajustaba a una distribucion normal se realizé la prueba
paramétrica analisis de varianza (ANOVA) para conocer si al menos existia un grupo
diferente al resto. Si la ANOVA presentaba diferencia significativa se realiz6 la prueba de
Dunnet para conocer cudl de los grupos experimentales presentaba diferencias
significativas respecto al grupo control.

Si la distribucién de los datos no se ajustaba a una distribucién normal se realizd la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para conocer si al menos existia un grupo
diferente al resto. Si la prueba de Kruskal-Wallis presentaba diferencia significativa se
realizé la prueba U de Mann-Whitney enfrentando el grupo control contra los grupos
experimentales para conocer cual de éstos grupos presentaba diferencias significativas.
Las diferencias fueron significativas cuando la p<0.05. Se utilizé el programa estadistico

Graph Pad Prism V.5.0.4 para el analisis de los datos obtenidos.
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RESULTADOS

Debido a que no existe ningun trabajo que haya demostrado antes la presencia y nivel de
expresion de las subunidades de la sGC en la linea celular A549, primero se evalué su
presencia y expresion por Western blot en lisados de células A549.

Lisados de células Jurkat (linea inmortalizada de linfocitos T humanos derivada de
leucemia linfoide aguda) y fibroblastos NHLF (lineas comercial de fibroblastos normales
humanos) fueron usados como controles positivos para la sGC-a1 y sGC-f1,
respectivamente.

El analisis de Western Blot confirmé la presencia de las subunidades a1 y 1 en células
A549 (Figura 9A y 9B). En condiciones basales, las células A549 mostraron una expresion
casi de la mitad tanto para la a1 como para la 1 en comparacién con los controles
positivos usados: Jurkat y NHLF, respectivamente (Figura 9C y 9D, lo que sugiere que el

heterodimero sGC no esta sobre-expresado en este tipo de linea de adenocarcinoma.
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Figura 9. Expresion de las subunidades de la sGC en la linea celular A549. Expresion basal de la
subunidad A) sGCal y B) sGCB1 en células A549. Grafica de los datos densitométricos de la
expresion de la subunidad C) sGCa1 y D) sGCB1. Los resultados se expresan con el promedio £
la desviacion estandar de (n=6) experimentos independientes: A549 (14.04 + 3.05), Jurkat (30.32 +
7.37); A549 (13.02 £ 1.16) y NHLF (27.27+ 2.37).
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Una vez confirmada la expresion de ambas subunidades en la linea celular A549, se
procedié a evaluar la expresién de ambas subunidades por medio de Western Blot de
lisados de células A549 expuestas a diferentes concentraciones del inhibidor ODQ.
Concentraciones elevadas de ODQ (mayores a 50uM) han mostrado producir la muerte
de las células, por impedir la polimerizacion de microtdbulos [65]. Con base en lo anterior,
las concentraciones usadas en este trabajo son las utilizadas con mayor frecuencia en la
literatura, siendo 10uM [64] y 40uM [66] las evaluadas.
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Figura 10. Expresion de la subunidad a1 de la sGC en la linea celular A549 cuando se expone a
diversas concentraciones del inhibidor ODQ. A) Membranas representativas de 3 experimentos
independientes. B) Efecto del ODQ sobre la expresiéon de la subunidad al en células A549, los
resultados se expresan con el promedio * la desviacion estdndar de (n=7) experimentos
independientes: Control (10.73 + 1.43), 10uM (5.76 + 1.54), 40uM (4.10 £ 1.18). ANOVA p< 0.0001.
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Los resultados mostrados de tres experimentos representativos del andlisis por western
blot para la subunidad a1 muestra que hay una disminucion en la expresién de la
subunidad a1 cuando la linea celular A549 se expone a 10uM y 40uM del inhibidor ODQ
con respecto al control tratado con el vehiculo del inhibidor (Figura 10A).

Los datos densitométricos obtenidos de cada subunidad fueron analizados por la prueba
de normalidad Shapiro-Wilk que arroj6 que tanto los datos obtenidos de la subunidad a1
como los de la B1 se aproximan a una distribuciéon Gausiana (datos no mostrados).

Con base en lo anterior, ambos conjuntos de datos fueron analizados por la prueba
paramétrica ANOVA que arrojé que al menos existia un grupo diferente), por lo que se
realiz6 la prueba de Dunnett para conocer cuales grupos experimentales presentaban
diferencias significativas respecto al control.

Como se muestra en la Figura 10B, el analisis por densitometria mostré que el uso del
inhibidor ODQ a 10uM y 40 uM disminuye significativamente la expresion de la subunidad

a1 de la sGC.
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Figura 11. Expresion de la subunidad 1 de la sGC en la linea celular A549 cuando se expone a
diversas concentraciones del inhibidor ODQ. A) Membrana representativa de 2 experimentos
independientes. B) Efecto del ODQ sobre la expresiéon de la subunidad 1 en células A549, los
resultados se expresan con el promedio * la desviacion estdndar de (n=6) experimentos
independientes: Control (13.02 + 1.16), 10uM (6.20 + 2.12), 40uM (5.49 + 2.12). ANOVA P=0.0003.

43



Como se observa en la Figura 11A la subunidad B1 también disminuy6é su expresion
cuando las células fueron expuestas a ODQ, sin embargo esta disminucién no fue de la
misma magnitud a la disminucién en la expresion observada en la subunidad a1.

De igual manera el analisis por densitometria mostré que el uso del inhibidor ODQ a 10uM
y 40 uM disminuye significativamente la expresion de la subunidad B1 de la sGC en
células A549 (Figura 11B).

Estos resultados observados en ambas subunidades demostraban que el agente ODQ
tenia un efecto inhibitorio sobre la expresion del heterodimero de la sGC, por lo que se
procedi6 a evaluar el efecto del ODQ sobre la actividad gelatinolitica de la MMP-2 liberada
al medio extracelular de cultivos A549 por medio de zimografia.

En el caso de los valores densitométricos obtenidos para los zimogramas la “n” fue muy
pequefia para que la prueba de normalidad Shapiro-Wilk fuera aplicada, por lo que se
procedi6 a tratar los datos como no paramétricos. Se realiz6 la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para ver si existia al menos una diferencia entre grupos.

Los resultados arrojaron la existencia de al menos un grupo diferente por lo que se realizé
la prueba de U de Mann-Whithey para conocer entre qué grupos se presentaban
diferencias significativas enfrentando los grupos experimentales contra el grupo control.
omo se puede notar en la Figura 12 el zimograma solo pudo resolver una banda de
activiad gelatinolitica de la MMP-2 y debido a que el medio de fibroblastos usado como
control positivo no fue activado con un agente organomercurial como el acetato
aminofenilmercurico (APMA) para que el zimograma resolviera las bandas de actividad de
la isoforma latente y activa de la MMP-2, por lo que no se puede decir con total seguridad
gue la banda obtenida sea la del zimégeno de la MMP-2.

Con base en lo anterior, se observa que el estimulo con ODQ a células A549 mostré un
aumento en la secrecion y actividad de pro-MMP-2 a una concentracion de 10uM, sin
embargo no se observé efecto alguno sobre la pro-MMP-2 a una concentracion de 40uM
(Figura 12A). El andlisis densitométrico de los zimogramas muestra un aumento
significativo s6lo cuando se exponen células A549 a 10uM de ODQ, mientras que a 40uM
no se observa diferencia alguna en la secrecion y actividad de la pro-MMP-2 (Figura 12B).
Esto sugiere que la linea celular A549 secreta una mayor cantidad de pro-MMP-2 en
consecuencia al estimulo con ODQ a bajas concentraciones y estos niveles muestran una
mayor actividad la cual fue detectada debido a las condiciones que se usan en el
zimograma. Sin embargo, con esta técnica no se puede asegurar que tambien se esté

afectando la expresion de la MMP-2 en consecuencia a la inhibicion de la sGC.
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Figura 12. A) Zimogramas que muestran la actividad de la pro-MMP-2 de medios condicionados de
células A549 tratadas con ODQ. B) Efecto del ODQ sobre la actividad de la MMP-2, los resultados
se expresan con la mediana y rangos de (n=5) experimentos independientes. Como control positivo
para MMP-2 se utiliz6 medio de fibroblastos. Kruskal-Wallis p=0.0424
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DISCUSION

La via que media la guanilato ciclasa soluble es ampliamente estudiada en el
mantenimiento de la homeostasis endotelial y vascular y ya es considerada como un
blanco terapéutico en afecciones cardiacas [67].

En los Ultimos afios algunos trabajos demostraron que esta via estd implicada en la
regulacion de la expresion de la MMP-9 [32] y de la MMP-2 [12] bajo distintas condiciones
y en diferentes linajes celulares.

Con estos antecedentes nos planteamos profundizar en el estudio de la sGC con respecto
a su posible papel sobre la actividad de la MMP-2 con el fin de establecer si esta via
promueve o inhibe el proceso de metastasis, asi como analizar sus posibles implicaciones
terapéuticas.

Estudios previos han demostrado que solo existen 2 agentes que inhiben la actividad
catalitica de la sGC de manera directa, el ODQ y NS-2028 [68] pues el azul de metileno
inhibe a la sGC de manera indirecta debido a la generacién de aniones superdxido [69].

El mecanismo por el cual el ODQ inhibe a la sGC es por medio de la oxidacion del ion
ferroso de su grupo hemo provocando la degradacion del heterodimero via proteosoma
[70], lo que explica lo observado en los resultados obtenidos por andlisis de Western Blot
para ambas subunidades, pues después del estimulo con el inhibidor ODQ en células
A549 se observé una disminucion significativa en la expresion de ambas subunidades.
Nuestro estudio revelé que no hay niveles elevados de las subunidades en la linea A549,
pues se observé que expresan aproximadamente la mitad de las subunidades de la sGC
con respecto a los controles positivos usados, lo que puede ser indicio de que las
subunidades de la sGC no desempefian otra funcion extra a la de heterodimerizacion en
esta linea celular.

En lineas celulares de cancer de préstata se ha encontrado sobre-expresada la subunidad
a1, la cual secuestra del nucleo al citoplasma a p53, proceso que es independiente de su
actividad de ciclasa y que resulta en una inactivacion de p53 [71]. Sin embargo, no se
puede descartar que alguna de las subunidades esté llevando a cabo alguna funcién
intracelular o reguladora que no sea detectable s6lo con evaluar la expresion de las
mismas.

La metastasis y la invasion son las dos principales propiedades de varios tumores
malignos que estan asociadas con un pobre diagnostico médico y es sabido que la MMP-

2 participa en ambos procesos.
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Se ha demostrado mediante la técnica de zimografia de medios condicionados de células
A549 solo se detecta una banda de actividad proteolitica que perteneciente al zimégeno
de la MMP-2.

De acuerdo al marcador de peso molecular, la banda de actividad no esta ubicada dentro
del area de los 72kDa, peso molecular del zimégeno de la MMP-2. Esto se puede deberse
a que se ha reportado que los marcadores de peso molecular usados convencionalmente
al no usarse en condiciones reductoras pueden indicar pesos moleculares diferentes [72].

Se encontré que la inhibicién de la sGC provocé un aumento en la secrecion de la pro-
MMP-2 y por ende un aumento en su actividad proteolitica puesta de manifiesto por
zimografia. Esta condicion sélo fue encontrada a 10uM mientras que a 40uM no se
encontraron diferencias.

Lo anterior puede tener posibles implicaciones en el proceso de invasion pues la pro-
MMP-2 ademas de activarse en membrana, también se activa por procesos de
autoprotedlisis, cambios oxidativos en el medio o por cambios conformacionales no
proteoliticos [48], los cuales no fueron evaluados en este trabajo y que pudieran modular
la actividad proteolitica de esta gelatinasa bajo condiciones fisiolégicas.

De acuerdo con los datos obtenidos en los zimogramas, sélo el tratamiento con ODQ a
10uM provocd un aumento significativo en la actividad de la pro-MMP-2, contrario a lo
planteado en la hipétesis, pues no se observé una disminucion de la actividad de MMP -2
probablemente a que las subunidades no muestran sobreexpresion en esta linea celular.
Posiblemente lo anterior puede ser dependiente de cGMP sin embargo, se necesitan
experimentos adicionales como estimular a las células con analogos de cGMP que
permitan confirmar esta hipétesis.

La actividad de las MMPs se regula a cuatro niveles: transcripcién del gen, activaciéon
post-transcripcional de los zimégenos, por la expresidn endégena de los inhibidores
tisulares de metaloproteasas [73] y por procesos epigenéticos como acetilacion de
histonas [74].

En contexto con lo anterior, el aumento en la secrecién y actividad de pro-MMP-2
encontrado a 10uM puede deberse a un cambio de expresién en las moléculas que
intervienen en la activacion de la pro-MMP-2 como su inhibidor tisular TIMP-2 y la MMP
transmembranal tipo 1 (MT1-MMP) provocado por el inhibidor ODQ ya que se ha
reportado que el promotor del gen de TIMP-2 tiene sitios de union al factor transcripsional

AP-1 [42] el cual en parte es regulado por la via en estudio.
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Estas proteinas inhibidoras se unen a las MMPs en una relacién estequiométrica 1:1 y
directamente afectan el nivel de actividad de las MMPs y es conocido que TIMP-2 es el
principal inhibidor de MMP-2 [75].

Esta molécula ademas de inhibidor también funciona como activador de MMP-2, lo que
significa que a bajas concentraciones activa al zimégeno de MMP-2 pero inhibe a MMP-2
a altas concentraciones, sin embargo esta hip6tesis debera ponerse a prueba en futuros
trabajos para poder establecer qué funcién tiene en diversas condiciones patoldgicas.

Por otra parte, es conocido que en diversos procesos fisiolégicos existe redundancia
molecular, es decir que diferentes vias de sefializacion regulan un mismo proceso.

Existe evidencia de que la sefalizacion elevada de trombospondinal-CD47 inhibe la
actividad de sGC [76]. Lo anterior ha sido observado en distintos estadios de diversas
enfermedades como aterosclerosis, permaneciendo aun desconocido el mecanismo
molecular por el cual ocurre esta inhibicion de la actividad de la sGC y seria interesante
evaluar si el aumento reportado de trombospondina 1 en cancer de pulmén [77] esta
confiriendo una inhibicion de la sGC que incida también sobre el aumento de la actividad
de la MMP-2 como la reportada en este trabajo.

Existe evidencia de que la trombospondina 1 modula la actividad de TIMP-1 [72] por lo
cual esta via podria estar en parte, regulando la actividad de las gelatinasas por medio de
sus inhibidores tisulares en el proceso de degradacion de la matriz extracelular, proceso
gue es necesario en la metastasis y donde el papel de la trombospondina alin es
controversial.

Dado que la activacién de MMP-2 requiere de un complejo ternario (pro-MMP-2, TIMP-2 y
MT-MMP) que da como resultado un corte proteolitico en el N-terminal del zim6geno de
MMP-2 lo que convierte a la pro-MMP-2 en MMP-2 activa la cual muestra una fuerte union
con la trombospondina 1 [78]. Lo anterior hace a la via de sefalizacibn mediada por
trombospondina-1 sea un posible mecanismo que pueda explicar y ampliar lo encontrado
en este trabajo.

Es importante conocer de igual manera, el papel que tiene el NO en la regulacion de las
MMPs especialmente en concentraciones elevadas, pues éstas condiciones se presentan
en diversas patologias como el cancer donde existe un microambiente inflamatorio.

Bajo condiciones fisioldgicas, se ha demostrado que el NO regula constitutivamente el
balance MMP-9/TIMP-1 de dos maneras; de manera independiente mediante la S-

nitrosilacion de residuos de cisteina y dependiente de sGC via cGMP [71]. Por otro lado,
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de acuerdo con Chen et al., 2008 el balance MMP-2/TIMP-2 inducido por NO exdgeno es
principalmente dependiente de iINOS.

El ODQ por si solo presenta efectos anti-tumorales en lineas de cancer de prostata
promoviendo la muerte celular e inhibiendo el crecimiento tumoral y migracion de una
manera independiente a la inhibicién de la actividad de la sGC [64], similar al efecto
documentado del ODQ sobre lineas de cancer de prostata, efecto que es independiente
de cGMP [79]. En contraste, nuestros datos sugieren que el ODQ tiene un efecto pro-
tumoral en esta linea celular de adenocarcinoma humano por potencialmente poder
favorecer el proceso de invasion al aumentar la secrecion de pro-MMP-2 pues
dependiendo de las condiciones que rodeen a las células que la secretan pudiera
activarse y poder ejercer su actividad proteolitica. Lo anterior sugiere que el ODQ pudiera
tener una acciéon dual dependiendo del tipo de cancer dénde actie.

Es importante profundizar en el papel de la MMP-2 en la diversidad de procesos
tumorales que caracterizan al cancer pues se ha demostrado que la MMP-2, en
cooperacion con la integrina a5p3, puede promover la angiogénesis por medio de la via
de sefalizacién PISK/AKT [80] lo que demuestra que la MMP-2 promueve procesos
diferentes a la metéstasis los cuales favorecen la proliferacién tumoral.

Sin duda también es importante enfocar futuros estudios en aspectos epigenéticos, pues
pueden proporcionar informacion valiosa acerca de la regulacion de la actividad y
expresion de MMP-2 a nivel de estructura de cromatina pues en tumores humanos
ocurren cambios epigenéticos como una hipometilacion global del DNA y modificacion de
histonas lo cual a su vez, puede modificar el patrébn de expresion de diversas proteinas
implicadas en el proceso tumoral [81].

Una de las principales limitaciones de este trabajo es que se trata de un estudio in vitro y
el microambiente tumoral in vivo es determinante para la expresion diversos fenotipos y
éste no puede ser ignorado.

El microambiente tumoral esta principalmente compuesto por células estromales,
fibroblastos activados, células del sistema inmune infiltradas [82], citosinas y factores de
crecimiento. En ratones esta bien caracterizada la presencia de células mieloides
supresoras, las cuales favorecen la tumorogénesis a través de la activacién y modificacion
de diversas vias de sefializacion.

La hipoxia también debe ser considerada como otro importante factor del microambiente

tumoral pues altera los patrones de expresion de diversas proteinas. Modelos in vitro han
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demostrado una sobreexpresion de MMP-2 mediada por el factor inducible por hipoxia
(HIF, por sus siglas en inglés) en condiciones de privacion de oxigeno [83].

Desde hace mas de un siglo la sGC ha sido un blanco molecular en enfermedades
vasculares y en los ultimos afios se ha estudiado por mediar diversos procesos tumorales.
Estos resultados sugieren que la sGC puede ser usada como un posible blanco
terapéutico para la prevencion de la metastasis, pues se ha propuesto que una funcion
normal de la via de sefializacién sGC/cGMP seria un eje importante para la prevencién
ylo tratamiento de tumores malignos [84].

En diversos estudios se demostré que ésta via contribuye a la estabilizacién y funcion de
p53 [11] un importante regulador de la tumorogénesis y nuestros resultados sugieren que
una funcién normal de la sGC mantiene una actividad controlada de la MMP-2.

El estudio de los procesos moleculares que regulen la expresion y activacion de la MMP-2
puede ayudar a proponer nuevos blancos terapéuticos para controlar la metastasis, asi
como para el uso de nuevos agentes que bloqueen o controlen la expresion y activacion

de esta gelatinasa.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluyen los siguientes puntos:

1) Las subunidades a1 y B1 de la sGC muestran una expresién menor, casi de la
mitad en la linea celular A549 con respecto a los controles positivos usados.

2) La hipétesis planteada en este trabajo resulté erronea puesto que se encontrd lo
opuesto a lo que se esperaba, posiblemente a que las subunidades de la sGC no
presentan niveles elevados de expresion en la linea celular A549.

3) El inhibidor OQD provoca una disminucion en los niveles de expresion de las
subunidades a1y B1 de la sGC en la linea celular A549.

4) El inhibidor ODQ potencialmente puede tener efectos pro-tumorales a bajas
concentraciones (10uM) en la linea celular A549 debido a que produce un
aumento en la secrecién del zimégeno de la MMP-2.

5) Una inhibiciéon de la actividad de la sGC con ODQ provoca un aumento en la
secrecion de la pro-MMP-2 sélo a 10uM, lo que sugiere que en parte, la sGC
regula la secrecion de la pro-MMP-2 en la linea celular A549, lo cual
potencialmente puede favorecer el proceso de invasion.

Con base en lo anterior, es crucial entender el papel de diversas vias de sefializacion
como la de NO/sGC/cGMP asi como de otras vias que pueden modular la expresion de
ambas gelatinasas que son conocidas por favorecer los procesos de invasion y
metastasis en distintos grados en el cancer [85]. De esta manera se podran entender
mejor los mecanismos que modulan procesos como la invasion y la metastasis y asi tener
mayores oportunidades para el desarrollo de estrategias terapéuticas que prevengan la
expansion de células tumorales.

Es necesario por tanto, conocer el papel de las otras isoformas de la sGC que pueden
hacer a la célula responder de manera diferente en diversas situaciones fisiolégicas y la
posibilidad de que exista una regulacion cruzada de la MMP-2 con otras vias de

sefializacion como las planteadas anteriormente.
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