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Introducción 1

Las células tumoralesmalignas se caracterizanpor su crecimiento anormal y su

tendenciaa atravesarlas barrerastisulares,a invadir los tejidos adyacentes,y a diseminarse

a sitios distantesdel foco primario,originandofocosmetastáticos.En condicionesfisiológicas,

y deformacontrolada,ciertostiposcelularesnormalesmanifiestantambiénun comportamiento

invasivo.Porejemplo,parala formaciónde nuevosvasossanguíneos,las célulasendoteliales

debeninvadir los basamentosmembranososy la matriz intersticial.La gran similitud entre

ciertosprocesosfisiológicos y la metástasistumoral, cuandoseobservana nivel molecular,

sugiereque la capacidadde las célulasmalignasparaatravesarmúltiples barrerastisulares

resultade lapérdidadel controlquelas célulasnormalestienensobrelaexpresióndel fenotipo

invasívo.Ya queestefenotipoinvasivoesesencialparaquetenganlugar las diferentesetapas

de la cascadametastática,el conocimientode las basesmolecularesasociadasal mismopueden

contribuir al desarrollode nuevasestrategiasterapéuticascontrael cáncer.

1.1. CARCINOGÉNESIS, INVASIÓN TISULAR Y METÁSTASIS TIJMORAL

La carcinogénesisseinicia cuandose produceun dañogenéticoirreversibleque no

puedesercorregidopor los mecanismosnormalesde reparacióndel DNA. Estaalteración

cromosómicapuedepermanecerlatente y se requierenfasesposteriores,de inducción y

progresión,parala generacióndeun tumor. En la fasede inducción,agentespromotores,que

por sí mismosno soncarcinogénicos,promuevenprocesosen los que sealterael control de

la proliferacióncelular.De estamanera,la célula irreversiblementetransformaday activada

puede proliferar. Este hecho,junto con la estimulaciónpor factoresde crecimiento, la

existenciade interaccionesalteradasentre estas células con componentesde la matriz

extracelular,y el aumentode vascularización,favorecenla proliferacióncelular formándose

un tumor. El crecimientodeltumorrequierela formaciónde nuevosvasossanguineos(proceso

denominadoangiogénesis),una vez que el tamañode la masatumoral excedede 2 mm de

diámetro, asegurándoseasí el aportede los nutrientesnecesariosparael mantenimientode

la masatumoral (Fidíer, 1995; Neeman, 1996). Además, la angiogénesises crucial para

favorecer la capacidadde las células tumorales de dejar el sitio primario y para el

establecimientoy expansióndel tumorsecundario,ya que los vasosneoformadosson lábiles



Introducción 2

(Karp y Broder, 1995). Para que se produzcael procesode angiogénesisse requiere la

participaciónde diversosfactoresde crecimiento y otras citoquinas, moléculasque son

sintetizadaspor las célulastumoralesy/o células normalesdel entorno,o que seencuentran

almacenadasen la matriz extracelular(Benezraet al., 1993; Folkman, 1995).

El crecimiento tumoral está asociado a la invasión del tejido circundante,

produciéndosela destruccióny colonizacióndel mismo. Paraello, seproduceun incremento

en los nivelesde enzimasque degradanla matriz extracelular.En condicionesnormales,en

los tejidosexisteninhibidoresnaturalesde estasenzimas,peroduranteel crecimientotumoral

su sintesisse encuentradisminuida, favoreciéndosela degradacióntisular. En numerosos

procesosfisiológicostambiénseproducencambiosenlacomposicióndelamatrizextracelular,

con síntesisde nuevoscomponentesy la eliminación de otros preexistentespor acción de

proteasasque los degradanselectivamente.Estos procesos,de eliminación y de síntesis,

ocurrensimultáneamentede una forma progresivay ordenada,por lo que se mantienela

función de la matriz. En condicionespatológicasse rompe esteequilibrio alterándosela

dinámicaentrela formacióny la degradaciónde componentesde la matriz extracelular.De

estaforma, puedetenerlugarunaproducciónexcesivade componentesde lamatriz (fibrosis)

o un incrementode la degradaciónproteolíticade proteínasdel estromanormal(destrucción

del tejido). Estocausaalteracionesen la distribución,composicióny funciónde la matriz,que

seobservanenvariaspatologías.Aún con unapérdidanetade matriz, comoen generalocurre

en el cáncer,puedeexistir un incrementoen la síntesisde algúncomponenteespecíficoo una

acumulaciónde componentesde la matrizalterados(Stetler-Stevenson,1996). Porotro lado,

las célulastumoralessintetizansupropiamatrizextracelular,unamatrizen la mayoríade los

casosvulnerable.Estasalteracionesen la matrizextracelularestán,además,asociadasa una

modificaciónde las interaccionescélula-matrizextracelular,lo que facilita la capacidadde

migracióncelular.

Paraque tengalugar la metástasislas célulastransformadasnecesitanliberarsedel

tumorprimario, migrara travésde la matriz intersticialy/o basamentomembranosoe invadir

localmentelos vasossanguíneoso linfáticos (intravasadón).De estamanera las células

tumoralesentranen la circulacióny sontransportadasporel sistemacirculatorio.En lamayor

partede los casos,las metástasisocurrenprimero en nódulos linfáticos y, en un estadio

posterior, las células dejan el tejido linfoide para entraren el torrentesanguíneo.En la

circulación,un grannúmerode célulastumoralessondestruidaspor traumamecánicodebido

a la circulaciónturbulenta.Portanto, sólo un númeroreducidode célulassobreviveny salen

del torrentecirculatoriodandolugar a la metástasis.En el procesode extravasación,células

individualeso pequeñosagregadoscelulares,en capilaresde órganosconcretos,interaccionan

con las célulasdel endoteliode los vasosa travésde diferentesmoléculasde adhesión,y

atraviesanla barreradel basamentomembranososubendotelial.La unión de las células
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neoplásicasen el órganodianapresentaespecificidadde tejido. En muchoscasosestepaso

sigueal crecimientodel tumordentrodel vasoy la rupturafisicade la paredmicrovascular

por la expansiónde la masa tumoral. La extravasacióntambién puedeser mediadapor

interaccionesespecíficascélulaendotelial-célulatumoral y la unión selectivaa componentes

de la matriz específicos(Zhu et al., 1991; Tang y Horm, 1994-95).Otrasvecesseproduce

una retraccióndel endotelioexponiendoel basamentomembranosoal cual seadhierenlas

célulascancerígenas,lo que desencadenala degradaciónde éstey la migraciónde las células

dentrode los compartimentosde tejidosextravasculares.Todosestosmecanismosimplican la

adhesióninicial de las células malignas intravascularesal endotelio. Existen agentesque

interfieren en este pasoy disminuyen la metástasisexperimental: anticuerposfrente a

receptoresde tipo integrina(Schiller y Bittner, 1995; Newtonet al., 1995),péptidossintéticos

que bloqueana estasmoléculasde adhesión(Yamamuraet al., 1993; Saiki et al., 1993;

Iwamotoet al., 1996) o tratamientoscon drogasquemodifican las propiedadesadhesivasde

la membranade las célulastransformadas(Newtonet al., 1989).

Una vez alcanzadoel sitio de metástasis,las célulastumoralespuedensobrevivir y

crecerenel ambienteparticularde dichoórgano(Fidíer, 1995).La hipótesisde Paget(Paget,

1889)de la semillay la tierra proponíaque la formaciónde metástasisno esun procesoal

azar,sino que depende,en parte,de la interacciónde las célulastumorales(semilla) con el

medio compatibleproporcionadopor el entornoparticulardel órgano (tierra). Numerosos

estudios,como los realizadosen cáncerde colon humano(Radinsky, 1993),confirmanesta

hipótesisy muestranque la producciónde metástasisespecíficasde tejido dependende la

proliferacióndecélulasqueexpresenreceptoresparafactoresde crecimiento.Deestamanera,

los factoresde crecimientoparacrinosespecíficosproducidosporcélulasnormalesdel órgano

dianapuedenestimularel crecimiento de las célulasmetastáticas.Las células metastáticas

proliferanen órganossecundariosqueproducenfactoresde crecimientocompatibles,esdecir,

similaresa los implicadosen la regulacióncelular del tejido normaldel que seoriginó el

tumorprimario. El microentornodelórganohuéspedinfluye profundamenteen el crecimiento

de las célulastumoralesmetastáticas,por lo que sepuedeconsiderara la célulametastática

como una célula receptivaa un entornoparticular (Fidler, 1995). Estudiosrealizadossobre

el desarrollode tumoresen roedoreshandemostradoquelametástasisesun procesoselectivo

que puede tenerun origenclonal, desarrolléndosede la proliferaciónde una única célula

(Fidíer, 1995).

Una forma común de cáncerson los carcinomas,tumoresque derivandel epitelio

(Figura1). El epitelio estáformadoporun conjuntode célulasadyacentesunidasfuertemente

y organizadoen una o variascapas,la última de ellasadheridaal basamentomembranoso.

Estaorganizaciónsemantienepor interaccionescélula-célulay célula-basamentomembranoso

mediadaspor receptoresde adhesiónpresentesen la membranaplasmáticade las células
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epiteliales. Sólo considerando la transformación de epitelio normal a carcinoma invasivo, se 

detectan una serie de cambios en las proteínas de adhesión, alterándose los mecanismos 

normales de adhesión célula-célula y célula-basamento membranoso. Además, en los complejos 

procesos de invasión y metástasis participan una gran variedad de mecanismos y proteínas 

diferentes. En relación al contenido de esta Memoria, hay que destacar que en diferentes 

etapas la matriz extracelular actúa como una barrera natural que se opone a la diseminación 

celular. Un esquema del proceso de invasión y metástasis se recoge en la figura 

TUMOR PRIMARIO 

Epitelio 

Basamento 7 
TRANSFORMACIÓN 

INTRAVASACIÓN 

sanguíneollinfático 
EXTRAVASACIÓN 

a 
INVASIÓN - 

1 Angiogénesis 

Figura l.- Etapas de la invasión tumoral y formación de metástasis. 
En el esquema se recogen los procesos implicados en la formación de focos secundarios después de la 

transformación maligna de células de epitelio. Las células transformadas se liberan del tumor primario, atraviesan 
la pared de los capilares y entran en la circulación. De esta manera, alcanzan lugares, distantes del tumor 
primario, donde se extravasan y comienzan a proliferar, formando un foco secundario o metástasis. 
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1.2. TIPOS Y COMPOSICIÓN DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (ECM) esunaasociacióno entramadoorganizadode distintos

tipos de macromoléculas,cada una de ellascon unafunción especializada,que constituyeel

entornode las célulaseucarióticas.La composiciónde la ECM esespecíficaparacadatejido

y generael ambienteespecíficoy diferenteparalas distintascélulasdel cuerpo.La ECM actúa

como soporteparael crecimientocelulary proporcionaunaestructuraestablealrededorde las

células. Ademásde estafunción estructural,la matriz contieneinformacióncocfificada, en

función del tipo de moléculasque la constituyan,que setransmiteal interior celular(Dedhar

y Hanningan, 1996; Lafrenie y Yamada, 1996), por lo que ejerceun papelesencialen el

desarrollode la funcióncelularnormal(Gullbergy Ekblom, 1995; Roskelleyy Bissell, 1995).

Influye en el comportamientocelular: en procesosde adhesióny separación,en la motilidad,

enel establecimientode la morfología, en la iniciación de la transmisióndeseñales,modula

la proliferacióncelulary la diferenciacióntisular, y participaen la regulaciónde diversasfun-

cionesmetabólicas(Ruoslahtiy Yamaguchi, 1991; Hay, 1991; Lochter y Bissell, 1995). La

matriz extracelulartambiéndesempeñaunaimportantefunción en la angiogénesis(Ingbery

Folkman, 1989; Bonfil et al., 1994). Actúa como reservoriode moléculascon actividad

biológicayaque,porejemplo,algunosfactoresde crecimientoy citoquinasestánunidosa los

proteoglicanosde la matriz y de la superficiecelular (Taipaley Keski-Oja, 1997). Además,

algunasproteasasy sus inhibidoresseasociancon componentesde la matriz(Liotta y Stetler-

Stevenson,1991; Farinaet al., 1996).

A mediadosde siglo seconsiderabaala matrizextracelularcomo ‘fibras decolágeno

embebidasen una sustanciacoloidal”. Sin embargo,los conocimientosactualessobreella

demuestranque su composiciónes compleja y su organizaciónmuy variada, segúnlos

conocimientos actuales sobre ella. Está compuesta por cuatro tipos diferentes de

macromoléculasquepertenecena las familiasde los colágenos,los proteoglicanos,las glico-

proteínasno colagenosasy, en algunostejidos, las elastinas.Alrededorde una treintenade

genescodificana las moléculasde los colágenos,y sehandescritodecenasde moléculasque

constituyenlas familias de los proteoglicanosy de las glicoproteinasno colagenosas.Estas

macromoléculas,frecuentementemultiméricas,seasocianentresí de manerano covalentepara

formarunamatriz insoluble,generandoestructurasespecializadasque difieren en suformay

propiedades,lo que les penniteadaptarsea los requerimientosfuncionalesde los diferentes

tejidos. Laspropiedadesde la matriz dependende lasmoléculasparticularesque la forman,

del porcentajerelativo de cadaunade ellasy de las interaccionesqueseestablezcanentrelos

diferentescomponentes.La composicióny, por tanto, la organizaciónsupramolecularde los

componentesde lamatrizextracelular,determinansuinfluenciaenel comportamientocelular.
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En los últimos añosnumerososestudioshan puestodemanifiestoel caráctermodular

de los componentesde la matriz extracelular.En las moléculasde colágeno,proteoglicanos

y glicoproteinasno colagenosassehandetectadoelementosestructuraleso módulosdiferentes

que serepitenen la misma proteínao estánpresentesen diferentesmacromoléculas(Engel,

1996). Además, muchas de estas proteínasson multifimcionales, pudiendo establecer

interaccionescon diferentesmacromoléculas,propiedadimprescindibleparael desarrollode

sus funciones.

En generalsedistinguendostiposprincipalesde tejido conectivo:el estroma,o matriz

intersticial,y los basamentosmembranosos.Enel estroma,dondelas célulasestánembebidas,

los colágenosmayoritariosformanestructurasfibrilares y seasociancon otros componentes

entre los que se puededestacara la fibronectina,glicoproteinamayoritaria, y, entre los

proteoglicanos,a los de tipo condroitín y dermatánsulfato (Postlethwaitey Kang, 1992;

Aumailley y Krieg, 1994). Los basamentosmembranososson una matriz acelular

especializada,en forma de lámina uniforme que soporta las células, y estáncompuestos

principalmentepor colágenode tipo IV, la glicoproteinalamiina, y proteoglicanosdel tipo

heparánsulfato (Timpí, 1996; Lindblom y Paulsson,1996).

1.2.1. COLÁGENOS

Estasproteínassonlos principaleselementosestructuralesde lamatrizextracelularque

proporcionanla forma, la fuerzay la flexibilidad a los tejidos, entreotras propiedades.El

colágenoha sido sinónimo de proteínafibrosa, ya que los primeroscolágenosconocidos,

mayoritariosen los tejidos,formanfibras. Un ejemploesel colágenode tipo 1, queconstituye

el 90% del colágenocorporal; la moléculaestáformadaporuna triple hélice rígida (triple

hélice de colágeno), que se asociaformando las característicasfibras visualizadaspor

microscopiaelectrónica.Sin embargo,el descubrimientode otrostiposhapermitidoconcluir

que la formaciónde fibrasesuna característicade un númerolimitado decolágenos.

En el términocolágenoseenglobaa unasuperfamiliadeproteínasde, hastala fecha,

19 tipos de moléculasdiferentes,formadaspormásde unatreintenade cadenaspolipeptídicas

genéticamentediferentes(Tabla1) (van derResty Garrone, 1991; Mayney Brewton, 1993;

Brown y Timpí, 1995; Batemanet al., 1996). Algunoscolágenosidentificadosen la última

décadason componentesminoritarios en los tejidos y todavía no se conocela estructura

macromoleculary/o la función que desempeñan.Los colágenosse puedendefinir como

“moléculas cuyaspropiedadesdependende la triple hélice” o comoaquellas“macromoléculas

estructuralesde la matrizextracelularqueincluyenen suestructurauno o vahosdominiosque

seencuentranen conformaciónde Ír¡~le hélice” (van derResty Garrone, 1991).Dentro de
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Tabla 1. Característicasy tipos dc colágenos

Tipo de colágenoy cadenas Organizaciónmoleculary supramolecular.Origencelular/distribucióntisular

Colágenosfibrilares:

II [«(II)]

III [«(III)]

y [a1(V),a,(V), a~(V)]

X[ a1(X[), agjXI>, a3(XI)]

Colágenosasociadosa fibras:

XII [«<(XII)]

Xiv [«(XIV)]

Colágenos no fibrilares:
IV [«<([y),«2([V), «3(IV),

«4(IV), «5(IV)]

VII [«<(VII)]

X j/x<(X)]

Otroscolágenos:
XIII [«(XIII)]

XIV [«(XIV)]

XV [«<(XV)]

Xvi ta(XVfl]

XVII 4<(X VII)]

XVIII [«<(XVIII)]

XIX [«<(XIX)]

[aí(I>]2«2(l)] y forma minoritaria [a~(l4,. Fibras con periodicidad de 67 nra y
diárnetro4i-lSOnm.Fibrasconcolágenosde tipo llly V. Fibroblastosyosteoblastos.
Distribución ubicua: piel, hueso,tendón,dentina,ligamentos,vasos,etc.

[a1(lI)t. Fibra: 5-LOO nni diámetro. Fibras con colágeno de tipo tIC y XI.

Condrocitos.Cartílago hialino y cuerpo vítreo.

[aí(lfl)]3. Fibras de 40 nra de diámetro. Fibroblastos.Piel y vasos.

[a1(V)],],[a,(V>]2o,(V)], [«<(y)a2(V) a3(V)] y otrasformas.En fibrasde colágeno

tipo 1. Célulasde músculoliso. Membranasfetales,piel, hueso,placenta,etc.

[a1(XI)a2(XI) a3(XI>j. En fibras de colágenotipo II. Condrocitos.Cartílago.

[«<(IX)««IX)««IX)]. Asociadoafibrasde colágenodetipo II. Condrocitos.En los

mismostejidos que el colágenode tipo II.

[«<(XIlfl,. Asociado a fibras de colágenode tipo 1. Fibroblastos. En los mismos

tejidosque el colágenode tipo 1.

[««XIV>j,.Asociadoa fibrasdecolágenotipo 1. Fibroblastos.Piel, tendón, pulmón.

[«<(1V)]2««iv)] mayoritariay otrasformas. Estructurareticular. Célulasepiteliales

y endoteliales.Membranasbasales.

[«<(VI)««VI) ««VI)]. Red microfibrilar de filamentoscon glóbulos. Fibroblastos.

Vasosy tejidos intersticiales.

[«<(VII)],.Manojos filamentosos.Célulasde epitelio. Unión dermoepitelial.

[a’ (\J1114(?).Redeshexagonales,Célulasde endotelio.Endoteliovascular.

[«,(X)],. Redeshexagonales.Condrocitoshipertróficos. Placade crecimiento.

[a(XIIIYI,(?).Asociadoa membrana.Fibroblastosy célulasdeendotelio.Piel, hueso,
intestino,músculoy cartílago.

[«1(XIV4. Asociadoa fibras. Piel fetal y tendón.

[«<(XV)],(?). Fibrobiaslos,célulasmuscularesy de endotelio.Riñón y páncreas.

frx<(X VI)]3 (9. Placenta.

[«<(XVII)],(?>. Asociadoa membrana.Célulasde epitelio. Hemidesmosomas.

[«<(XVIII)],(9. Riñón, higado y pulmón.

[«<(XIX)],(?). Fibroblastos(2).

Lascadenasa senombranconun subíndiceindicándoseentreparéntesisel tipo de colágeno.En la tabla se
omitenlas posiblesvariantesde las cadenasa (por ejemploparacadauno los colágenosde tipo XII y XIV
se han descrito dos cadenas,unacorta y otra larga). Las características,origen tisular y distribución de
algunosde los colágenosrecientementedescritosseconocensólo parcialmente.



Introducción 8

estafamilia se incluyea las moléculasde colágenoqueno tienenunatriple hélicecontinuay

quepresentandominiosglobulares.Además,seexcluyenotrasproteínas,comoel componente

Ciq del complementoo laacetilcolinesterasa,queaunquecontienenunaregiónen triple hélice

no seencuentranen la matriz extracelular.

La peculiar secuenciade las cadenaspolipeptídicasdel colágeno,la repeticióndel

triplete glicocola-X-Y, hace posible que se generela triple hélice de colágeno,estructura

resistentea la acción de proteasascomunes. En los colágenosque no forman fibras la

estructuraen triple hélicequedainterrumpidapor las denominadasregionesno colagenosas,

quevaríandesdedominiosglobularesextensoshastapequeñasregionesdondela secuenciadel

tripleteno serepiteo sealtera. Estaszonassonsensiblesal ataqueproteolítico,peroconfieren

flexibilidad a la moléculade colágenoy la capacitapara fonnar una gran diversidadde

estructurasmacromoleculares.

A losdiferentestipos de colágenoseles haasignadounnúmerocorrelativoenfunción

de la fechade sudescubrimiento;perosehaestablecidounaclasificación,en tresgrandesgru-

pos,segúnlas estructurasmacromolecularesque forman (Tabla 1). Así, podemosdistinguir:

a) Colágenosfibrilares, o colágenosde tipo intersticial (tipos 1,11,111)y de tipo V y XI, que

presentanuna triple hélicecontinuade 300 nrn. Formanfibras resistentes,estabilizadaspor

enlacescovalentes,y conbandasperiódicasy diámetrocaracteristicoparacadauno de ellos.

b) Colágenosasociadosa fibras (tipos IX, XII y XIV), moléculasen las que los dominios

en triple hélicesealternancon regionesno colagenosas.

c) Colágenosqueno forman fibras. En estegruposeincluyencolágenosque formanredes

o mallas(tipos IV, VIII y X), o que sepresentanen forma de filamentoscon glóbulos(tipo

VI) o constituyentesde las fibrasdeanclaje(tipo VII). Doscolágenosrecientementedescritos

(tipos XVI y XD() sehan agrupadocon los asociadosa fibras ya que contienenuno o dos

dominios comunescon el colágenode tipo IX. Otra subfamilia la forman los colágenos

asociadosa membrana,de tipo XIII y XVII. Los colágenosde tipo XV y XVIII están

relacionadosentresi por sus homologíasde secuencía.

En la figura 2 serecogendiferentesformasde asociaciónsupramolecularde distintos

tiposdecolágeno:organizaciónenestructurasfibrilares (colágenotipo 1), formaciónde redes

de colágenode tipo IV, estructurade colágenosde tipo VI y VII y asociaciónde distintostipos

de colágenoafibras,porejemplo,colágenosde tipo IX y XI a fibras de colágenode tipo II.

Aunquelaprincipalfunciónquedesempeñanlos colágenosesestructural,tresde ellos,

los colágenosde tipo 1, IV y VI, sona su vez miembrosde la familia de las denominadas

“glicoproteinas de adhesión”(von der Mark y Goodman, 1993), en la cual también se

encuentranincluidos otros componentesde la matrizextracelular.Secaracterizanporqueen

la mayoríade los casoscontienendistintas secuenciasespecíficasde reconocimientocelular



In traducción 9 

A COtiGENO DE TIPO I 

J PROCOtiGENO PEPTIDASAS 

I Entrecruzamiento 

1500 i 

500 A 

C COLAGENOS ASOCIADOS A FIBRAS 

B PROCOLAGENO DE TIPO IV 

- 
7s TRIPLE HkLICE DISCONTINUA NC1 

Estructura tipo araña 

NC1 

1 Formación de redes 

- 

D COLAGENO DE TIPO VI 

TETRhlERO 

MICROFIBRILLA 

COLAGENO DE TIPO VII 

FIBRAS DE ANCLAJE 

Figura 2.- Formación de fibras y redes de colágeno en el espacio extracelular. 
Segtín el tipo de colágeno, el procesamiento extracelular de las moléculas de procolágeno es 

diferente y, por tanto, las estructuras supramoleculares que forman. (A) Proceso de formación y 
estabilización de las fibras de colágeno intersticial. Las procolágeno peptidasas actúan sobre el procolágeno, 
que pierde los dominios no colagenosos de los extremos, y la lisil oxidasa convierte ciertos residuos de lisina 
e hidroxilisina en los correspondientes aldehídos. La triple hélice resultante agrega lateralmente, formando 
microfibrillas que se estabilizan por formación de enlaces de entrecruzamiento covalentes. (B) Interacción 
de moléculas de colágeno de tipo IV para formar estructuras en forma de red. La molécula de procolágeno 
de tipo IV no se procesa, es una molécula más flexible que la de los colágenos fibrilares, ya que contiene 
inclusiones y deleciones en la secuencia del triplete Gly-X-Y. El procolágeno de tipo IV no pierde los 
extremos no colagenosos por lo que no puede formar fibras. La asociación, de las moléculas precursoras se 
establece a través de los extremos terminales (7s y NCl), formando dímeros y tetrámeros y, en ultimo 
término, una red tridimensional. Estas estructuras se estabilizan por enlaces covalentes de entrecruzamiento 
y por puentes disulfuro. (C y D) Otros tipos de asociaciones que muestran la versatilidad de esta superfamilia 
de moléculas de la matriz extracelular. 
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y, por tanto, son capacesde interaccionarcon las célulasa travésde receptoresde la

superficiecelular (Hynes, 1992; Gullberget al., 1992; Pfaffet al., 1993; Kernet al., 1993;

Underwoodet al., 1995). Esto implica que estoscolágenos,dependiendodel tipo celular

considerado,influyen en el comportamientocelular modulando procesoscomo adhesión,

extensión,migración y proliferacióncelular. De hecho, en numerososestudiosse utiliza

colágenode tipo 1 o de tipo IV comosustratosadhesivos,analizandola respuestade distintos

tipos de células.

1.2.2. PROTEOGLICANOS

Un segundotipo de componentesde la matriz extracelular, que se encuentran

ampliamentedistribuidos en los tejidos animales, son los proteoglicanos(Fosang y

Hardingham, 1996). Los proteoglicanosson “macromoléculasconstituidaspor un núcleo

proteicoal queseunencovalentementedistintascadenasde hidratosde carbonosulfatadas

denominadasglicosaminoglicanos”. La presenciade los glicosaminoglicanoses la carac-

terística común de este conjunto de proteínas. Los glicosaminoglicanosson cadenas

polianiónicas,de longitud variable, generadaspor la repeticiónde un disacárido,dondeun

residuosiemprees una hexosamina(D-glucosaminao D-galactosamina)y el otro un ácido

hexurónico(D-glucurónicoo L-idurónico). Segúnla naturalezadel disacáridopresentese

obtienendistintostipos deglicosaminoglicanosqueformanestructurasgrandesy extendidas,

con alta densidadde carganegativadebido a los grupossulfato y carboxilo de los restosde

ácido hexurónico. Algunos proteoglicanos contienen distintos tipos de cadenas de

glicosaminoglicanosy sulongitudy la relaciónentreellaspuedecambiarduranteel desarrollo,

la edady enestadospatológicos.Los proteoglicanospuedenpresentaroligosacáridosunidos

a la cadenaproteicaa travésde enlacesN- y 0-glicosídicos(Kjellén y Lindahí, 1991; Scott,

1992).

La nomenclaturade los proteoglicanosescompleja,ya quesuelenreconocerseporsu

nombretrivial (agrecano,decorina,serglicina,etc.)que hacemencióna sus características

estructuraleso funcionales.Ladistribucióntopográficade los proteoglicanos,enrelaciónala

célula, sehautilizado como formadeclasificación.Un grupoestáconstituidopor los quese

depositanen la matrizextracelular(agrecano,versicano,decorina,etc.).Enun segundogrupo

seincluyen los proteoglicanosancladosa la membranaplasmática(fibroglicano,sindecano,

glipicano, etc.). Los proteoglicanoslocalizados intracelularmenteen gránulos secretores

(serglicina)constituyenel tercergrupo.

También sehan clasificadoatendiendoa su secuenciade aminoácidos,reactividad

inmunológicay propiedades,en las siguientessubfamilias:
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a) Proteoglicanosextracelularesde gran tamaño que son capacesde interaccionarcon el

ácido hialurónico,en los que predominanlas cadenasde condroitínsulfato.

b) Proteoglicanospequeñoscon núcleosproteicoshomólogossustituidospor una o dos

cadenasde glicosaminoglicanos(condroitín, dermatáno queratánsulfato).

c) Proteoglicanosdelos basamentosmembranososquecontienencadenasde heparánsulfato.

d) Proteoglicanosasociadosa la membranacelularque normalmenteson del tipo híbrido

con condroitiny heparánsulfato.

e) Proteoglicanosintracelulareso serglicinas;contienenun núcleoproteico cuyasecuencia

alternaserinasy glicocolasy lleva unidascadenasde condroitíny heparénsulfato.

Los proteoglicanosparticipanen la organizaciónde la matrizextracelulary sonres-

ponsablesdemantenersuhidratación.Unapropiedadfísicade los gelesde proteoglicanoses

que sonpermeablesa solutosdebajamasamolecularpero no a macromoléculas,formando

barrerasde permeabilidad.Además de ser un soporte estructural, las funciones de los

proteoglicanossonmásamplias,influyendoen procesoscelularescomo adhesión,motilidad,

proliferación, diferenciacióny morfogénesis(Fosangy Hardingham, 1996). Una de las

funcionesmássobresalientesdeestegrupode componentesde la matrizextracelulares la de

actuarcomoreservoriode moléculascon actividadesbiológicasdiversas,pudiendo,a suvez,

controlar la actividad y prolongar la vida media de las mismas. Diferentesfactoresde

crecimientoseasociancon proteoglicanosde tipo heparánsulfato(Taipaley Keski-Oja, 1997).

Este tipo de proteoglicanosinteraccionacon el FGF a travésde los glicosaminoglicanos,

íncrementandola unión de éstea sureceptory suactividadmitogénica(Yayon et al., 1991).

Otro ejemplo lo constituyeel TGF-J3, queinteraccionaconel núcleoproteicodel betaglicano

y la decorina,inhibiéndosesuactividad(Yamaguchiet al., 1990).

1.2.3. GLICOPROTEINASNO COLAGENOSAS

La mayoríade las célulasque crecenin vitro necesitanadherirseparasobrevivir y

proliferar, y requierenfactoresdeadhesión,sobretodo durantelos estadiosinicialesdespués

de la siembra.El sueroutilizado en cultivos celularesproporcionaestosfactores.Contieneal

menosdosglicoproteinasno colagenosas,fibronectinay vitronectina,quepueden,de manera

individual, promoverla adhesióncelular. Las glicoproteinasno colagenosasconstituyenun

grupoheterogéneode macromoléculasde la matriz extracelularque desempeñanfunciones

como la regulacióndel ensamblajede componentesde la matriz, proporcionancentrosde

interacciónentrelas macromoléculasy medianen las interaccionescon las células.Entrelas

proteínasque componen este grupo se encuentranalgunas que forman parte de las

glicoproteinasde adhesión.Éstasson proteínasmultiflmcionales que presentandiferentes

dominiosestructuralesdonderesidesucapacidadde unióna célulasy aotroscomponentesde
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la matriz. En la mayoríade los casoscontienenla secuencia-ROD- de reconocimientocelular

e interaccionancon las célulasa travésde las integrinas.En estegruposeincluyen proteínas

como la fibronectína,laminina,entactína,tenascina,trombospondina,vitronectinay al factor

de von Willebrand,ademásde los ya comentadoscolágenosde tipo 1, IV y VI (vonderMark

y Goodman,1993; Johansson,1996).En esteapartadosólo sevana presentaralgunasde las

característicasde dos de estasmoléculas,la laminina y la fibronectina.En la tabla II se

recogenalgunasde lascaracterísticasde otrosmiembrosde estafamilia que semencionanen

diferentespuntos de estaMemoría.

Lamininas

La lamininaesunaglicoproteinamultifuncional quemediala adhesiónde ciertostipos

celularesa los basamentosmembranosos.Tambiéninteraccionaconotroscomponentesde la

matrizcomoel colágenode tipo IV, proteoglicanos,entactinao nidógenoy heparina.Debido

aestasmúltiples interacciones,secreequela lamininadesempeñaunafunción importanteen

el mantenimientode la estabilidady en la organizaciónde la matriz. Además, es la

responsabledel anclajede las célulasal basamentomembranosoy del control de los estados

diferenciadosde las célulasque estánasociadasa los basamentosmembranosos(Ruoslahti,

1990; Paulsson,1992; Boudreau et al., 1995). La laminina ejerce probablementeestas

actividadesin vivo duranteel desarrollotisular, en condicionespatológicas,incluyendo la

progresióntumoral, y en la reparaciónde heridas(Friedrichs et al., 1995; Malinda y

Kleinman, 1996).

Estudios in vitro muestranque la unión de las células a laminina producecambios

drásticosen su fenotipo(Kleinman eta!., 1993; Yudoh eta!., 1996). La laminina inducela

adhesióny extensióncelular, generauna respuestamitogénica, favorece la migración e

invasión celular, promueveel crecimientoneuronal,participa en el mantenimientode la

morfologíay de un fenotipodiferenciadoe influye en la expresióngénica.

Estructurade la laminina

La moléculade lamininapresentaen microscopiaelectrónicaunaestructuraextendida

en forma de cruz latina, asimétrica,con tresbrazoscortosaparentementeidénticosde 36 nm

y un brazolargo de 77 nm, observándoseelementosglobularesen cadauno de los brazos

(Timpí etal., 1983).Dos delos brazoscortoscontienen,cadauno,unaregiónglobularcentral

y otraterminal,separadaspor regionesenformadevarilla; el tercerbrazocortopresentauna

regiónglobularadicional.El brazolargode la lamininasemuestracomo unavarilla flexible,

con un gran dominio globular terminal (Beck et al., 1990). Utilizando diversasenzimas

proteolíticassehan obtenidofragmentosde la proteínaque han permitidoasignarfunciones
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Tabla II. Principales glicoproteínas no colagenosas 

ENTACTINA,’ NlDóGENO 1 

Jna cadena polipeptídica (148 kDa) 
,ocalizada en basamentos membranosos 
[nteracciona con laminina, colágeno de tipo IV 

calcio y  células 
7 repeticiones tipo EGF y  4 de unión a calcio 

Repeticiones 

NH, COOH 

EF RGD ca” ca2+ 
hand &id ___ Células 

Colágeno IV Laminina 

FIBULINAS 1 

Una cadena polipeptídica (80 kDa) 
Proteína plasmática y  de matriz extracelular 
Proteína de unión de calcio, rica en cisteínas 
Unión a fibronectina y  fibrinógeno 

w CCOH 

OSTEONECTINA 

Una cadena polipeptídica (32 kDa) 
Amplia distribución 
Se une a colágenos, gelatina e hidroxiapatito 
Ensamblaje de la matriz ósea 

TENASCINAS 1 

Distintas cadenas polipeptídicas 
(190-230 kDa) 
Forma hexámeros (Tenascinas C y  R) o 

trímeros (Tenascina X) 
Localización en cerebro, cartílago y  piel 
Consta de 4 dominios: 

- Región globular N-terminal (autoasociación) 
- Repeticiones tipo EGF (actividad antiadhesiva) 

ll repeticiones adicionales de tipo III de FN 
‘( unión a proteoglicanos, fibronectina y  células) 
- Dominio C-terminal homólogo al del 

fibrinógeno p y  r 

TROMBOSPONDINAS 1 

s cadenas polipeptídicas (150 kDa) 
1 .,,,plia distribución 
Se une a heparina, fibronectina, fibrinógeno, 

colágeno de tipo V y  calcio 
Contiene 8 secuencias de tipo calmodulina 

en el extremo carboxilo terminal 

1 VITRONECTINAS 1 

Una cadena polipeptídica (70 kDa) 
Proteína plasmática y  de matriz extracelular 

Sitio alta afinidad unión Ca” (EF hand) 
1” 

Unión de Ca” 

TENASCINA-X 

TROMBOSPONDINA 1 Y 2 
Re.perlclones 

tlpo EGF Unión Ca” 

NH2 COOH 

. ,, 
“4 /‘- 

TROMBOSPONDINA 3 

Unión Unión a c7, C8, c9 

células colágeno PALI y  plasminógeno 
NH / RGD / 

-----7 
-s-s- 10 kW COOH ___--., 

Dos formas con diferente afimdad por heparma Somatomedina B Dommlo central 

Se indican las princi ales características estructurales, sus dominios de uqión y su distribución. EGF, factor de 
crecimiento epitelia . EF hmzd, sitio de unión de calcio de alta afimdad. A y B, dlferentes -formas de P 
procesamiento alternativo del extremo carboxilo termina de la fibulina. FN, fibronectma. PG, proteoghcano. PAI- 
1, inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1. C7, C8 y C9, proteínas del complemento. 
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específicasa distintas regionesde la molécula.Por ejemplo, por digestión con pepsinase

obtiene el fragmento Pl que contienelos tres brazoscodossin los dominios globulares.

Algunosde los fragmentosobtenidospordigestióncon elastasade la moléculade lamininase

recogenen la figura 3.

Las lamininasconstituyenuna familia de glicoproteinasde la matriz formadaspor

cadenasa, p y y de masasmolecularescomprendidasentre140-400kDa(Timpí, 1996).Las

cadenaspolipeptídicasse clasifican en estos tres grupos en función de su secuenciay

organizaciónen dominios. Actualmentese conocen10 cadenasde laminina genéticamente

distintasque, en su ensamblajeheterotrimérico,dan origen a las 11 diferentesisoformas

(Figura 3). La mayoríade los estudiosiniciales sobre laminina se han realizadocon la

laminina-1 [al ¡3 lyl, denominadasanteriormenteA, B 1 y B2] procedente del tumor

Engelbreth-Holm-Swarm(EHS) de ratón. Se han donado y secuenciadolas tres cadenas

polipeptídicas de la laminina de diferentes fuentes, lo que ha pennitido apreciar una

organizaciónen dominios acordecon las ultraestructurasobservadas.El análisis de la

secuenciade aminoácidosde las tres cadenasde la laminina-1 revela la existenciade los

diferentes dominios que, en númerosromanos, aparecenrecogidosen la figura 3. Los

elementosestructuralesde los brazoscortossonalrededorde 42 repeticioneshomólogasde

tipo EGF, de aproximadamente60 aminoácidos,que contienen8 cisteinasorganizadasen

posicionesregulares,en lugar de las 6 que se encuentrannormalmenteen repeticiones

similaresde otras proteínas.Además,estassecuenciasde tipo EGF tambiénsehan descrito

en otrasglicoproteinasde la matriz como en la tenascina,la trombospondinao la entactina

(Tabla II). Un análisisdetalladode cadauno de estosdominios,la estructurade cadauno de

los brazosde la laminina y las funcionesde estaproteínaseencuentraen Beck et al. (1990)

y en Engvall y Wewer(1996).

En las trescadenasque formanla laminina-1 sehan identificado74 sitios potenciales

de N-glicosilación. Estos sitios, desigualmentedistribuidos entre las cadenas,están

concentradosen posicioneslocalizadasen la superficie de la hélice del brazo largo. Los

porcentajesdeglicosilaciónoscilanentreun 12-27%(Knibbsetal., 1989).Se hadescritoque

la glicosilaciónno esnecesariaparael ensamblajede las cadenasni parala uniónaheparina,

y no confiere estabilidadfrente a las proteasas.Sin embargo,pareceque los hidratosde

carbonode la lamininapuedenmodularla respuestacelular(Bouzonet al., 1990),no siendo

esencialesparala adhesióncelularpero sí parapromoverla extensióncelular y la salidade

neuritas(Deanet al., 1990; Chandrasekaranet al., 1991).

Isoformasde la laminina

Las lamininas,segúnsu composición,sepuedenclasificaren dosgrupos,laniininas
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ESTRUCTURA DE LA LAMINiNA 

a 
Autoagregación 
Un¡& a: Células 

Colhgeno IV 

E4 

Unión lechas E 
galactósldos 

IKVP 

cranina 

nión .a c&lulas 
alida de neuritas 
comoción 
ferenciación 

dominio G w 
RG( Unión a: CBlulas 

(humana) Heparina 
Perlecano 
Flbulina 
Distfoglicano 

a* ag.a* 

ISOFORMAS 

Laminina-l 
Laminina EHS al” 

Laminina- 
Meroslna %?PYl 

Laminina- 
S-Laminina wal 

LamirtMa-4 
S-Merosina cc2p2y1 

Laminlna-5 
Kalinina/niceina 

q5x* 

epiligrina 

Laminina- 
K-laminina 

Laminina- 
KS-laminina %BX 

Laminina- 

Laminina- 

Laminina- qal 

Laminina- 

Figura 3.- Organización en dominios estructurales y funcionales e isoformas de la laminina. 
Las tres cadenas a,P,y de la laminina se asocian formando una estructura en forma de cruz latina. 

Los dominios estructurales de cada una de las cadenas se indican por números romanos. En el extremo del 
brazo largo se encuentra el dominio G. Cada uno de los brazos cortos contiene dominios globulares. Las 
secuencias de tipo EGF de los brazos cortos se representan por círculos. Sobre la molécula se recoge la 
localización de varios fragmentos activos (El-4, E8, etc.), algunas secuencias de reconocimiento celular y 
las interacciones con diferentes componentes de la matriz extracelular y con las células. En la parte derecha 
se recoge la nomenclatura de las isoformas de esta molécula y la composición en cadenas polipeptídicas. Por 
microscopía electrónica y secuenciación de proteínas se ha observado que las lamininas- 1, -2, -3 y -4 
presentan una estructura similar. Las cadenas a3, B3 y 72, sin embargo, muestran deleciones en los brazos 
cortos pero, aparentemente, mantienen el dominio en hélice a largo y, en a3, nn dominio G. 
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quecontienenla subunidadescompletas(lamininas1, 2, 3 y 4), y las quecontienenunao más

subunidadestruncadas(lamininas5-9)(Timpí, 1996).Lapérdidade partede algunasubunidad

puedeserimportante.Porejemplo,muchasde las lamininassoncapacesde autoensamblarse

y formar redes,y unirsea otrasproteínascomo el nidógeno; pero la laminina-5 no puede

realizar estasfunciones a causa de la falta de los dominios responsablespara estas

interacciones(Yurchencoy Cheng, 1993; PéschIet al., 1994). Las analogíasy diferencias

entrelas isoformasde lamininaserepresentanesquemáticamenteen la figura 3. Porejemplo,

las lamininas-2, -3 y -4 se diferenciande la laminina-l por una nuevacadenaa2 o ¡32 o

ambas,que no produceun cambio significativo en la formade la molécula.De las últimas

isoformasdescritas,la secuenciacompletay la formade ensamblajede las cadenasa4 y a5

no seconocentodavía.

Ladiversidaddelas lamininasparecetenerunsignificadobiológico. Así, la laminina-l

rodeaal epitelio, mientras que la laminina-2 se encuentraasociadacon fibras musculares

(Saneset al., 1990). Por otro lado, en la unión neuromuscular,las cadenasal y a2 están

presentesy lacadena¡32 reemplazaa la ¡31. La laminina-l inducela adhesióny el crecimiento

de muchostipos de neuronas;la laniinina-3 esadhesivaparaneuronasmotoras,pero impide

el crecimientode axonesque es promovido por la laminina-l (Poderet al., 1995). Los

filamentosde anclajeenlas unionesepidermis-dermiscontienenuncomplejounidoporpuentes

disulfliro de Iaminina-5 y laminina-6 (Burgeson,1993), mientrasque otras lamininasestán

presentesen la lamina densa. La laminina-5 promueve la migración de las células de

carcinomasi se la comparacon la laminina-l (Kikkawa et aL, 1994). La existenciade

diferentes isoformaspuede indicar una evolución complejay una adaptacióna funciones

diferentescon gran especificidad.

Relacionesestructura-función

Las lamininas, como componentestípicos de los basamentosmembranosos,poseen

distintossitios de interacciónparael restode componentesde los basamentosmembranosos

gracias a su naturalezamultidominio (Martin y Timpí, 1987; Paulsson, 1993). Así,

desempeñanunafunciónclaveenla formacióny mantenimientode laestructuratridimensional

complejanecesariapara la función correctade estasestructuraslaminares(Yurchencoy

O’Rear, 1994; Timpí, 1996). Las moléculascon las que las lamininaspuedeninteraccionar

aparecenrecogidasen la tablaIII. Además,sutamañoy formahacenposiblela unión de los

basamentosmembranososa los receptoresde la superficie celular. A través de estos

receptores,las lamininaspuedenejercerunagranvariedadde efectossobrediversosprocesos

celulares(TablaIII).
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Tabla III. Interaccionesy actividadesbiológicasen las queparticipala laininina

INTERACCIONES ACTIVIDADES BIOLÓGICAS

Nidógeno Adhesióny extensióncelular

Colágenode tipo IV Diferenciacióncelular

Proteoglicanos Crecimientocelular y morfología

Heparina Haptotaxis

Autoensamblaje Aglutinación

Interaccióncon células Ensamblajede la matriz extracelular

Metástasisde célulastumorales

La donacióny secuenciaciónde las cadenasde la laminina ha permitido definir

secuenciasespecíficasresponsablesde la funcionesde la proteína(Figura 3). La funciónde

varias secuenciasactivasseha puestode manifiestoa travésdel uso de péptidossintéticos

(Kibbey el al., 1992; Yamamurael al., 1993; Bresalier el al., 1996). Sin embargo, los

péptidossintéticosrepresentansólo unapequeñapartede los dominiosde los que sederivan

y pueden,por tanto, no presentarla estructuracorrectao activa. Además,las funcionesde la

laminina son dependientesde la conformación. En particular, la función mitogénicadel

fragmentoPl sepierdedespuésde la reducciónde los puentesdisulfuroy las actividadesde

adhesióncelular y crecimiento neuronal del fragmento ES se pierden despuésde su

desnaturalizacióntérmica.

F¡bronectinas

La fibronectinaesunaglicoproteinamultifuncionalpresenteen lamatrizextracelular,

en forma insoluble,y en fluidos corporales,en formasoluble(Hynes,1990; Akiyama et al.,

1995a,b).Es fundamentalen procesosdeadhesióncelulary migración,enel mantenimiento

de la morfología celular normal, en la organizacióndel citoesqueleto,en procesosde

hemostasisy trombosis, en reparaciónde heridas,en la embriogénesisy también en la

diferenciacióncelulary en la transformaciónmaligna.

La fibronectinacontieneun 4-10%de hidratosde carbono,dependiendodel origende

la proteína. Se ha sugerido que los hidratos de carbonopuedenprotegerlafrente a la

proteolisis y controlanmúltiples interaccionescon célulasy con otras macromoléculas.La

ausenciade hidratosde carbonoincrementala interacciónde fibronectinacon gelatinaasí

como su capacidadparapromoverla adhesióny la extensiónde fibroblastos.
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Estructura 

La molécula de fíbronectina está formada por dos cadenas polipeptídicas que se asocian 

por puentes disulfuro cerca del extremo carboxilo terminal formando un dímero de masa 

molecular aproximada de 500 kDa (Skorstengaard et al., 1986). En la figura 4 se recoge la 

estructura general de la fibronectina. Esta proteína muestra un carácter modular donde se 

repiten tres tipos distintos de módulos que difieren en su estructura primaria y secundaria. 

Cada cadena está constituida por 12 módulos de tipo 1,2 módulos de tipo II, y un mínimo de 

15 repeticiones de tipo III, distribuidos en la molécula como se muestra en la figura 4. 

Algunos de los elementos que se repiten en la fibronectina aparecen también en otras proteí- 

nas. Por ejemplo, las secuencias de tipo 1 se encuentran en el activador del plasminógeno de 

origen tisular y en el factor XIIIa; las de tipo II en el factor XIIa, y las de tipo III, entre otras, 

en los colágenos de tipos VI, XII y XIV, en la tenascina y en la cadena p4 de las integrinas. 

1 

FIBRONECTINA 
Repeticiones: a Tipo 1; a Tipo ll, U Tipo III 

Fibrina 
Heparina Gelatina 
Factor Xllla Colhgeno Heparina CAulas 
Bac Clq 

1, c 
\\ 

EIIIB EIIIA 
s\s\ 

H 

N 1 t t-1 1- 14 ~&HJmHhII(*\ c 

í * 

A 30 kDa 40 kDa 
.A 

140 kDa 

UNIÓN A MATRIZ 
Ensamblaje 

ISOFORMAS 
- A, B, V - VO, V120, V95, V89, VW 

Figura 4.- Estructura modular de la tibronectina; organización de dominios estructurales y funcionales. 
A lo largo de cada cadena polipeptidica que compone la fibronectina se repiten tres tipos de repeticiones 

estructurales diferentes (tipo 1, II y III). La secuencia -RGD-, reconocida por las células, se encuentra en la 
décima repetición de tipo III. En la figura se muestra una molecula de libronectina hipotética, con una cadena 
donde aparecen todos los módulos (se incluyen las regiones susceptibles de sufrir procesamiento alternativo: 
EIIIA, EIIIE3 y V) y otra carente de ellos. Los estudios con diferentes fragmentos de fibronectina que aparecen 
recuadrados en la figura, obtenidos por digestión proteolítica controlada, han permitido determinar las regiones 
funcionales y los lugares de unión específicos de diferentes moléculas y células. En la parte superior de una de 
las cadenas se detallan los ligandos que pueden interaccionar con la fibronectina. Para la heparina y la librina 
se ha descrito más de una localización de unión. La región amino-terminal parece implicada principalmente en 
la interacción con componentes de la matriz, mientras que la responsable de la interacción con células se localiza 
hacia el extremo carboxilo terminal de la molécula. La expresión del segmento variable V puede generar nuevos 
centros de interacción con células (-PEILDV-, REDV-). 
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Los principalesdominiosfuncionalesde estamoléculaaparecenen la figura 4. Dentro

de la porciónamino terminalde 70 kDaseencuentrandiferentessitios de unión; entreellos,

sitios parauniónafibrina, heparina,factorXIIA, Staphylococcusaureus,y centrosimplicados

en el ensamblajede la matriz, probablementea travésdel autoensamblajede la fibronectina.

El dominio de unión a colágeno/gelatinaseencuentralocalizadotambiénen estaregión. La

partecentralde la moléculaestácompuestapor repeticionesde tipo 111 y contienesitios para

interaccionarcon heparinay concélulasa travésde dominiosespecíficos.

Lasdiferenciasqueexistenentrelas cadenasde fibronectinadel plasma(sintetizadapor

hepatocitos)y las secretadaspor distintascélulassedebena variacionesen el procesamiento

postranscripcionaldel mRNA, lo que generaunavariedadde isoformasderivadasdel mismo

gen. Se han identificado tres regionessusceptiblesde sufrir un procesamientoalternativo

(segmentosEJIIA, EIIIR y el conectorV) cuyaexpresiónpuedemodificarparcialmentela fun-

ción de la fibronectina.Los segmentosEJIJA y EIIIR puedenestarpresentes,como en la

fibronectina sintetizadapor diversostipos celulares,o sereliminados, como ocurre en la

fibronectinaplasmática(Hynes, 1990). Cinco variantesdiferentesde fibronectinapueden

obtenerseen función de queel segmentoy seaeliminado,expresadoparcialo completamente

(Hershbergery Culp, 1990).Estasmodificacionesconfierena la fibronectinapropiedadesdife-

rentes,alteréndosela solubilidady la glicosilación,la sensibilidadaproteasasy generándose

nuevoscentrosde unióna células.Segúnseexpresedel segmentoV sepuedenintroduciruno

o dossitiosadicionalesdeuniónacélulasy sepuedeafectarla actividadde uniónaheparmna.

Además,este dominio contienedos sitios de unión para 0-oligosacáridosy uno paraN-

oligosacáridoslo quepuedemodificar las propiedadesde adhesiónde la fibronectina.Por el

procesamientodel segmentoEIIIB, seintroduceunalocalizaciónsensiblea la degradaciónpro-

teolítica. La expresiónde EIIIA es mayor en células transformadasy en tumoresque en

célulasnormalesde mamifero,sin embargoestono ocurre,porejemplo, en célulasde poíío.

La estructuramultidominio de la fibronectina,como muchasotras proteínasde la

matriz extracelular,le permiteestablecerinteraccionesno sólo con las célulassino también

con un gran númerode macromoléculas,entrelas que se encuentranla gelatina(colágeno

desnaturalizado),diversostiposdecolágenosnativos,heparina,fibrina, trombospondina,DNA

y actina.Los sitiosde uniónparaestasmacromoléculasseencuentranen dominiosseparados,

por lo que la fibronectinapuedegenerarmúltiplesinteraccionessimultáneasconcélulasy con

otrasmoléculas(Akiyamaetal., 1 995b).Estohaceque laproteínapuedamediaren el control

de distintasactividadesbiológicas(Tabla IV).

Dominio de unión a células

La fibronectina presentaal menos dos regionesde adhesióncelular que pueden

interaccionarindependientementecon distintos receptoresde la superficiecelular.
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Tabla IV. Interacciones y actividades biológicas en las que participe la fibronectina

INTERACCIONES ACTIVIDADES BIOLÓGICAS

Colágenos,gelatinay poliaminas Adhesióny extensióncelular

Heparina Proliferacióny migracióncelular

Fibrina Morfologíacelular y diferenciación

Autoensamblaje Hemostasiay reparaciónde heridas

Interaccióncon células Inflamación

Actina, DNA factor XIIa Ensamblajede la matrizde fibronectina

Bacterias Metástasisde célulastumorales

El primersitio de adhesióncelularde la fibronectinaselocaliza en la partecentralde

la proteína,en el décimomódulo de tipo III, en concretoen la secuencia-Gly-Arg-Gly-Asp-

Ser- (-GRGDS-) (Yamaday Kennedy, 1984; Pierschbachery Ruoslahti, 1984a). Además,

existeunasecuenciaadicionalqueactúade manerasinérgicacon el sitio RGD parapromover

la adhesióncelular, la secuencia-Pro-His-Ser-Arg-Asn-(-PHSRN-)localizadaen el módulo

nuevede tipo III, que seconservaentrediferentesespecies,lo que confirma su importancia

funcional. El aminoácidocrucial en dicha secuenciaes la arginina, ya que incluso una

sustitución conservativade lisina por argininada lugar a la pérdidade actividadadhesiva.

Diversos estudioshan indicado que los sitios PHSRN y RGD debenestar orientadoso

espaciadoscorrectamenteparafavoreceral máximo la adhesióncelular(Aota et al., 1994;

Akiyama a al., 1 995a). Puestoque la secuencia-RGD- no esespecíficade fibronectina,se

intentaexplicarlaespecificidadde las interaccionescelularesconvariasglicoproteinasatravés

de la implicaciónde secuenciaspróximas,o de elementosde adhesióndistales,o dediferencias

conformacionales.Porexperimentosde inhibición de anticuerpossehapodidodeterminarque

ambossitios, el RGD y el sinérgico,participanen la migracióncelulary en la organización

del citoesqueletode célulassembradassobrefibronectina, indicando que los dos sitios se

requierenparaun gran númerode actividadesde la glicoproteina.

Una segundaregiónde adhesióncelular independienteselocalizacercade la región

carboxiloterminal,en el segmentoconectoro móduloV (Akiyamaelal., 1 995a). Estaregión

participa en la adhesiónde células de la crestaneural, células de melanomay ciertos

leucocitos.Al menosdossecuenciasdentrode estemódulocontienenactividadadhesiva.Las

secuenciasmínimasde reconocimientode estaregiónson-Leu-Asp-Val-(-LDV-) y -Arg-Glu-

Asp-Val- (-REDV-). Al contrario que las secuenciascentrales-RGD- y -PHSRN-, las

secuencias-LDV- y -REDV- no actúansinérgicamente,sino que tienenun efectoaditivo en

la adhesióncelular(Akiyania et al., 1995b).
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1.3. MATRIZ EXTRACELULAR Y PROGRESIÓN TUMORAL

La interacción de la célula maligna con el basamentomembranosoes un hecho

fundamentalen la invasióntumoraly señalael inicio de la cascadametastática(Fidíeret al.,

1990; Liotta et aL, 1991; Heino, 1996). Como seha comentado,duranteesteprocesoes

continuala presenciadebarrerasde tejido conectivoen muchospuntosclavesde la cascada

metastática:liberacióndelascélulasdel tumorprimario, intravasacióny extravasacióndurante

la diseminaciónpor los vasossanguíneosy en [a invasióntisular.

Los basamentosmembranososno contienenporosquepermitanla migraciónpasivade

las células tumorales. Así, las moléculas que componenlos basamentosmembranosos

constituyenuna barreraparalas células no invasivas,pero tambiénproporcionansitios de

adhesiónparalas célulasinvasivas.Estainteraccióncélula-matriz,mediadapor receptoresde

tipo integrina,puedeinducir la expresiónde inetaloproteinasasde matriz, y permite a las

célulasla migracióna un nuevo entorno(Larjavaet al., 1993; Riikonenel al., 1995; Rubin

etal., 1996).Además,hayque teneren cuentaquealgunosde los productosde ladegradación

sonquimiotácticosparalas célulastumorales,facilitandoque éstassedirijan hacialas zonas

más debilitadasdel tejido y que presentanmenorresistencia.

En los procesostumorales también suele tener lugar una síntesis alteradade

componentesde la matrizextracelular.Estehecho,junto con sumayordegradación,da lugar

a una desorganización,reduciéndosela oposiciónejercidapor los basamentosmembranosos

y por el estromaintersticial frente a la invasión maligna y facilitándoselos procesosde

migracióncelularasociadosa la invasióntumoral y la formaciónde metástasis(Tryggvason

el al., 1987). Así, en tumoreshumanosse ha observadouna expresiónincrementadade

proteoglicanos,fibronectinay tenascina,que puedenser funcionalmentediferentesde las del

tejido normal. Esto generauna matriz alteraday proporcionaun entornoque permite la

invasiónde célulastumoraleso bien facilita la metástasispor modulaciónde la adhesióno

controlandola proliferaciónde la célula tumoral. Los componentesindividuales,laminina y

fibronectina,pareceque incrementanel fenotipo maligno in vitro (Kleinman el al., 1993;

Schillery Bittner, 1995; Yudoheí al., 1996)y promuevenel crecimientode la célulatumoral

in vivo (Topley et al., 1993; Grant el al., 1994; Varner et al., 1995).

1.4. DEGRADACIÓN DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La degradaciónde la matriz extracelularen un tejido normal, procesoorganizadoy

muy regulado,se debea la acción de proteasasespecificasque degradanla mayoríade los

componentesde la matriz (Birkedal-Hansen,1995; Stetler-Stevenson,1996). Las células

malignasdebensercapacesde invadir el tejido que les rodea,aumentandoasí el tamañode
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la masatumoral, y ademásdeben ser capacesde cruzar dos, y en muchos casos tres

basamentosmembranosospara alcanzar el sitio secundario.Por tanto, las células con

capacidadparainteraccionary degradarlos componentesmembranososlos atravesaránmás

fácilmente,y formaránmetástasisdistantesdel foco primario. Las proteinasasimplicadasen

la degradaciónde los basamentosmembranosospertenecena las familias de las aspartil-,

cistein-, serín- y metaloproteinasas(Tabla V y VI).

Tabla V. Enzimas con actividad degradativa de la matriz extracelular

ENZIMA SUSTRATOSE INHIBIDORES

METALOPROTEINASAS (MMPs)

SERIN PROTEASAS
Elastasa

Plasmina

Activadoresde plasminógeno
CatepsinaO
Trombina

CISTEIN PROTEASAS
CatepsinasB y H

CatepsinaL

ASPARTIL PROTEASAS
CatepsinaD

GLICOSIDASAS
Heparanasa

Hialuronidasa

3-0-Olucuronidasa
N-Acetil-~-D-glucosamninÁdasa
N-Acetil-13-D-galactosaminidasa

(ver tablaVI)

Elastina.Gelatina. COL IV. Activa MMPl y MMP3.
[a1-PI]
Fibrina. COL IV y y. p~. LN. FN. Activa MMPI,
MMP2, MMP3, prouroquinasay pro-TGF-~.
[a,-antiplasmina]
Plasminógeno.[PAI-l, PAI-2]
LN. FN. PO. COL 1. Activa a MMP3. [a1-PI]
FN. LN. COL IV. Activa al plasminógeno.
[Antitrombina].

LN. PO. FN. COL 1, II, IV, y, Ix y XI. Activa a
MMPI. [Cistatinas]
Elastina. PO. FN. LN. COL 1, II, W, V, IX y XI.
[Cistatinas]

LN. FN. PO. [a2-macroglobulina,pepstatina]

Hepaitnsulfato.
[cz2-macroglobulina,inhibidor de heparanasa]
Acido hialurónico.
[a2-macroglobulina,heparina.suramina]
GAG, oligosacáridosde glicoproteinas.
GAG, oligosacáridosde glicoproteinas.
GAG, oligosacáridosde glicoproteinas.

Los inhibidores se indican entre y COL, colágeno;FN, fibronectina,EN, lainunna; PO, proteoglicanoy
GAG, glicosaminoglicano.TIMP-l y TIMP-2, inhibidores tisularesde metaloproteinasasde tipo 1 y 2; a1-PI,
a1-inbibidor de proteasas,PAI-l y PAI-2, inhibidores del activadorde plasminógenode tipo 1 y 2.

Las metaloproteinasasde la matriz (MMPs) requieren los iones Zn
2~ y Ca2~para ser

activasy tienenla capacidadde degradara los componentesde la matriz extracelulara pH

fisiológico. Estasenzimassesecretancomo proenzimasy sufrenunarupturaproteolíticaen

el dominio amino terminaldurantesu activaciónen el compartimentoextracelular.Además,

existenMMPs con un dominio transmembranalocalizadasen la superficiecelular, las MMP
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TABLA VI. Clasificación de las metaloproteinasasdela matriz.

ENZIMA MMP kDa SUSTRATOS IINHIBIDORESI

COLAGENASAS

Colagenasaintersticial

Colagenasade neutrófilos

Colagenasa-3

MMP-l

MMP-8

MMP-13

52 Colágenos1,11,111,VII, VIII, IX y gelatina
Entactinay tenascina.Agrecano,MMP-2, MMP-
9. [TIMP-l>TIMP-2]

75 Colágenos1, II, III, VII, VIII, X y gelatina
Agrecano

52 Colágeno!

GELATINASAS

GelatinasaA

OclatinasaE

MMP-2

MMP-9

72 Colágenos1,1V, y, vil, X, XI
Fibronectinay laminina.Agrecano,elastina,
MMP-9. [TIMP-lr’TIMP-2]

92 ColágenosIV, V y gelatina
Entactina,agrecanoy elastina.
[TIMP-2>TIMP-l]

ESTROMELISINAS

Estromelisina-1

Estromelisina-2

Estromelisina-3

Matrilisina

MMP-3

MMP-l0

MMP-l 1

MMP-7

55 Colágenos11,111,1V, y, IX, X, XI y gelatina
Fibronectina,lamininaytenascina
Agrecano,elastina,MMP-l, MMP-8, MMP-9
[TIMP-l>TIMP-2]

55 ColágenoIV. Agrecanoy elastina

61 No conocido

28 ColágenosIV y gelatina
Fibronectina,1aminina, tenascinay entactina.
Agrecano,elastina.
MMP-l, MMP-2 y MMP-9

MMPs de MEMBRANA

MT-MMP-l MMP- 14

MT-MMP-2

MT-MMP-3

MT-MMP-4

MMP-15

MMP-16

MMP-l7

66 MMP-2. [TIMP-l,TIMP-3]

64 MMP-2

72 Noconocido

70 Noconocido

OTRAS MMPs

Elastasa MMP- 12

Metaloproteasaácida

Metaloproteasaneutra

MMP-4

MMP-6

54 Fibronectinay elastina

55 Proteoglicanos

35 Insulinay telopéptidosdecolágeno

Se indicanlas metaloproteinasasde la matriz, agrupadasen diferentessubclases,el númerodeMMP asignadoa cada
unade ellas,su masamolecular(entWa)y susprincipalessustratose inhibidores (entre[ ]). TIMP-I, TIMP-2 y
TIMP-3. inhibidorestisularesdemetaloproteinasasdetipo 1,2 y 3. En la actualidadsehanidentificadodosnuevas
metaloproteinasas,la MMP-18, quese relacionacon las MMP-l, MMP-3, MMP-l0 y MMP-l 1 (Cossinsel al.,
1996) y la MMP-19 (Pendase!al., 1996).
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de membrana(MT-MMP). En la tabla VI se recogenlas metaloproteinasasde la matriz

identificadas hasta el momento. Se han identificado 19 miembros de la familia MMP

(Birkedal-Hansen,1995; Cossinset al., 1996; Sang y Douglas, 1996; Pendaset al., 1996).

Entre estasenzimasexiste un solapamientoen la especificidadde sustrato in vitro; sin

embargo,suespecificidadin vivosedesconoce.Tambiénesposibleque algunasMMP sean

ísoenzímasdeotras, diferenciándoseprincipalmenteen sus patronesde expresión(Crawford

y Matrisian, 1994-95).

Estas actividades degradantesson críticas en procesosfisiológicos que implican

remodelacióne invasióntisular(cicatrizacióndeheridasy fracturas,angiogénesis,inflamación,

desarrollodel intestinodelgado,morfogénesisde laglándulasalivar,embriogénesis,ciclo del

endometrio,etc.) (Ries y Petrides, 1995). Todos son procesoslimitados que preservanla

integridady la funciónde lamatriz. Sin embargo,encondicionespatológicas,lasalteraciones

en la matrizextracelularsonmásextremasy originancambiosen ladistribución,composición

y funciónde la matriz. La expresiónde MMPs seha relacionadoconprocesospatológicosque

implican destrucciónde los tejidos,comoinvasióny metástasisde célulastumorales,y artritis

reumatoide(mesy Petrídes,1995; Basbaumy Werb, 1996; Coussensy Werb, 1996). La

sobreexpresiónde MMPs sehaasociadocon la progresiónmalignaen carcinomashumanos

de pulmón,próstata,estómago,colon, mama,ovario, tiroides, cabezay carcinomaescamoso

de cuello (Stetler-Stevensonet al., 1993).

LasMMPs estánreguladasde diferentesformas:transcripcionalmentepor factoresde

crecimiento,citoquinasinflamatoriasy oncogenes;postranscripcionalmentepor alteraciones

en la estabilidaddel niRNA y, postraduccionalmente,por su secreciónbajo la forma de

proenzimas.Además,tambiénseregulala degradaciónde las enzimasactivas.Por otro lado,

las MMPs puedeninhibirsepor inhibidoresde proteasasgeneralesy por inhibidorestisulares

específicos.Los inhibidores de MMPs son proteínasmultiflincionales que tienen también

capacidadparamodular la proliferacióncelular. Se les conocecomo TIMPs o inhibidores

tisularesdemetaloproteinasas,y soncapacesde bloquearla invasióntumoraly la metástasis

tanto iii vivo como in vitro. Estasmúltiples formasde regulaciónimplican que los nivelesy

laactividaddeMMP estáncuidadosamentecontroladosen procesosfisiológicos. Sin embargo,

en la invasióny metástasistumoralpareceque existeunaexpresióny activaciónexcesivade

MMPs (Brown et al., 1993; Davies et al., 1993a,b).Los dominios estructuralesde estas

MMPs, así como las formasde regulacióny suactividad,se esquematizanen la figura 5.

La importanciade las MMPs en la progresióntumoral y metástasissehapuestode

manifiestoen diferentestipos de estudios,por ejemplo, utilizando los inhibidorestisulares

(TIMPs) (Kholdia et al., 1992a,b; Chirivi et al., 1995). Se ha descrito que existe una

correlacióndirectaentrela expresiónde MMPs en célulasy el comportamientoinvasivoy
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metastáticode las mismasen modelosanimales(Sreenatheí al., 1992; Powell et al., 1993).

La producciónincrementadao de novo de MMP, o unamayoractivacióndeéstas,seasocia

con estadosavanzadosde muchos cánceres(Anam et al., 1993; Newel et al., 1994;

MacDougallet al., 1995). Otrosestudiossugierenque las MMPs afectana la proliferación

inicial de las células,actuandono tantoen el procesode la extravasación,sino en el posterior

crecimiento (Koop et al., 1994; Witty et al., 1994). Todo ello sugiereque la producciónde

MMPs puedeinfluir en estadiostempranos,intermediosy últimos de la progresióntumoral.

Enestudiosinmunohistoquimicossehaobservadoquelaexpresiónde las MMPspuede

tenerlugaren las célulastransformadaso en las célulasdel estroma.Por lo tanto, puedeser

quelas célulascancerígenasproduzcanlas metaloproteinasasporsi mismas,o induzcanaotras

células a producirlas. Experimentos in vitro muestran que la interacción de células

transformadascon la matriz puedeninducir la síntesisde MMPs (Larjava et al., 1993;

Riikonen et al., 1995; Chintalaet al., 1996). Esto sugiereque la expresiónpor las células

tumoralesdebeserlimitaday quetiene lugarsólo duranteel corto períodoenquelas células

se adhierena ligandosextracelulares.Los patronesde expresiónin vivo de las MMPs en

tumoresindican quela expresiónde estasproteinasasporpartedel estromaestáimplicadaen

la invasióntumoral,mientrasquela expresiónpor las célulastumoralesesimportanteparala

metástasis(Poulsonet aL, 1993; Wright et al., 1994).

Puestoque en tejido normalprácticamenteno seexpresanMMPs, debeexistir algún

mecanismoresponsablede suinducción. En tejidostumoralespareceserquela activaciónde

oncogenesy la pérdidadegenessupresoresde tumores,junto con la interaccióncon lamatriz,

originande maneradirectao indirectala expresiónde MMPs por las célulastumorales.Las

células del estromaexpresanMMPs en respuestaa mediadoressolublessecretadospor las

células tumorales o por células inflamatorias infiltradas, por contacto célula tumoral-

fibroblastosdel estroma,o porcambiosenlaarquitecturadel tejidoy en la matrizextracelular

(Kataokaet al., 1993; Himelsteinet al., 1994).Al degradarsela matriz seliberan o activan

factoresde crecimiento.Por otro lado, las alteracionesde las interaccionescélula-célulay

célula-matriz originan cambios celulares que pueden provocar un incremento en la

proliferación.Enalgunostumores,ademásdelos fibroblastos,tambiénlascélulasendoteliales

liberaríanMMPsy estoinfluiria enla invasióndelos capilares(Autio-Harmainenetal., 1993;

Pyke et aL, 1993).

1.5. RECEPTORESDE ADHESIÓN CELULAR

La adhesióncelularesun procesocrítico parala célula,ya que permiteel anclaje,la

migracióny la iniciación de señalespara el crecimiento y la diferenciación.La adhesión



Introducción 27

celular estambién un procesoclave de la cascadametastáticapuestoque, ademásde ser

fundamentalduranteel procesode angiogénesis(Stromblady Cheresh,1996), tienenlugar

interaccionesde diferentesclases:célula tumoral- matriz extracelular,célula tumoral-célula

tumoraly célulatumoral-célulahuésped(plaquetas,leucocitosy células endoteliales)(Weiss

1994-95; Tangy Honn, 1994-95).De hecho, en variosestadosde la progresióntumoraly la

metástasisse han implicado a distintos miembrosde las familias de receptoresde adhesión

(integrinas, cadherinas,inniunoglobulinasy selectinas)ademásde moléculasque también

presentanpropiedadesadhesivas,como lectinas y proteoglicanos(Honn y Tang, 1992;

Bevilaquay Nelson, 1993; Rubinet al., 1996).

En células transformadas,cuandose las comparacon célulasnormalesdel mismo

tejido, se observatanto la sobreexpresióncomo la disminución/supresiónde la síntesisde

proteínasde adhesión.Portanto, esposibleque las modificacionesseannecesariasparaque

tengalugar la motilidad, invasióny metástasisde la célulamaligna.En estesentido,sehan

descritonumerososejemplosen los que las interaccionescélula-célulase modifican. Por

ejemplo,en carcinomas,la supresiónde la expresiónde la E-cadherinaesuno de los primeros

cambiosque tienenlugar en las células de epitelio transformadasy, como consecuenciase

origina la pérdidade contactoscélula-célula,paso esencialen la progresióntumoral. Sin

embargo,la expresiónde CEA y CD44 se incrementaen estemismo tipo de tumores.La

sobreexpresióny la liberaciónde CEA al espaciointercelulardecélulastumoralesadyacentes

desestabilizalas interaccionescélula-célula. Por otro lado, la sobreexpresiónde ciertas

isoformasdel CD44haceque tenganmayor importancialas interaccionescélula-matrizque

las interaccionescélula-célula(Jothyet al., 1995).

La ruptura de la estructuraepitelial, por disminución en la adhesiónentrecélulas

tumoralesy células-matriz,origina la liberaciónde las célulastumoralesdel tumorprimario

ya que sepromuevela motilidad celular.Estofavorecela migraciónde las célulastumorales

a travésdel basamentomembranoso,desdeel sitio dondeoriginalmenteproliferanal estroma

que rodeaal tumor. Una vez alcanzadoeste estado,el carcinomaha progresadode un

crecimientoiii situ relativamentebenigno,a uno más invasivo (Jothy et al., 1995).

Las célulasmetastúticasexpresanfrecuentementereceptoresde adhesiónnopresentes

en las célulasnormales,que facilitan suinteraccióncon la paredde los vasosy con la matriz.

Estefenómeno,denominadoexpresiónectópica,esunaexpresiónque seconsideraanonnal,

comoesel casode la expresiónde las integrinasa111,~3y aj32y de lasmoléculasdeadhesión

de lasuperfamiliade lasinmunoglobulinasPECAM-1,ICAM-l y N-CAM, en tumoressólidos.

Lasinteraccionescélulatumoral-célulaendotelialsonclavesenlapreferenciade órgano

de la metástasis.En los vasos,las célulastumoralesseadhierena la monocapade célulasdel

endotelio reconociendoreceptoresen dichas células. Nonnalmente están implicados
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mecanismosde reconocimientocarbohidrato-carbohidrato,carbohidrato-selectina,y proteína-

proteína.Esta adhesióncélula-célulada lugar a la activaciónde las células tumoralesy/o

endoteliales,incrementándosela expresiónde ciertos receptoresde adhesión,generalmente

integrinas,lo que conducea unaunión másfuerteentrelas célulastumoralesy el endotelio

(Tang y Horm, 1994-95). La expresiónde selectinaspor célulasendotelialesincrementala

adhesiónde célulastumoralesy la metástasisexperimental(Bevilaquay Nelson,1993).

1.5.1. Integrinas

Las integrinas son los principalesreceptorescelularespor los que las células se

adhierena su entorno(matriz extracelular)y a otras células, pero tambiénson esenciales

duranteeldesarrollo,en la migracióncelulary en la invasiónde las célulastumorales(Varner

y Cheresh,1996; Sheppard,1996; Rubin et al., 1996). A estosreceptoresse les denominó

integrinasya que integranel citoesqueletode la célulaa la matrizextracelular.Las integrinas

están implicadasen varias enfermedadeslo que demuestrasu importancia en procesos

fisiológicosy patológicos.La capacidadparainterferiren las funcionesde las integrinascon

anticuerpos anti-integrina o péptidos sintéticos ofrece numerosasoportunidadespara la

intervenciónterapéuticaen enfermedadescomo trombosis,inflamacióny cáncer.

Estructura

Las integrinassonheterodímerosde subunidadesay 13, glicoproteinastransmembrana,

unidasno covalentemente.Sehan identificadoal menos16 subunidadesa y 8 subunidades¡3
diferentes, que al combinarseforman las 22 integrinas identificadashasta el momento.

Inicialmente las integrinas se clasificaronen subfamiliasen función de la cadena ¡3 que

contenían.Sin embargo,mientrasque algunasubunidada seune a una única subunidad¡3,
algunassubunidadesa seasocianconvariascadenas¡3. Además,el númerode miembrosde

estafamilia sepodríaincrementarsi se consideraque variassubunidadespuedensufrir un

procesamientoalternativoen el dominio citoplasmático.En la figura6 serecogelaasociación

de las cadenasa y ¡3 de las distintasintegrinas.Las característicasestructuralesgeneralesson

similarespara todas ellas, presentandoun gran dominio extracelularglobular, un dominio

transmembranay un pequeñodominio citoplasmáticode menosde 60 aminoácidosconectado

al citoesqueleto(Ruoslahti, 1991; Hynes, 1992). Sin embargo,la cadena¡34 presentaun

dominio citoplasmáticode alrededorde 1000 aminoácidos(Hogervorstet al., 1990; Tamura

et al., 1990).El sitio de unión al ligandopareceestarformadoporsecuenciasde las regiones

N-terminalesde las dos subunidadesa y ¡3.

Todaslas subunidades¡3 presentanen el extremoamino terminalcuatrorepeticiones

de un segmentorico encisteinas,connumerosospuentesdisulfuro internos,queformaparte

del dominio de unión al ligando (Calveteet al., 1991). Todaslas subunidadesa contienen
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Figura 6.- Superfamilia de las integrinas. 
(A) Características estructurales y dominios presentes en las integrinas. En la región extracelular las 

subunidades a (en el dominio 1) y f3 contienen secuencias MIDAS (Metal Ion Dependent Adhesion Site). Los 
dominios V-VII de la subunidad a, en integrinas que contienen el dominio 1 (o IV-VII en otros), presentan 
secuencias tipo EF hand de unión a cationes divalentes. (l3) Superfamilia de las integrinas. Las líneas indican 
las integrinas ab y sobre ellas se representan los ligandos reconocidos por éstas: COI (colágeno), 1 y IV (colhgenos de 
tipo 1 y IV), LN (laminina), KAL (kalinina), MER (merosina), FN (tibronectina), ET (entactina), VN (vitronectina), OS (osteopondina), 
TB (trombospondii), FB (fibrinógeno), VWF (factor con Willebmnd), C3bi (factor del complemento), BM (basamento membranoso), 
MadCAM-1 (molCcula de adhesión celular de tipo adresina de la mucosa), VCAM-1 (molécula de adhesión celular vascular tipo l), FX 

(factor X), ICAM- (molécula de adhesión intercelular), ? (ligando desconocido). RGD, la interacción con el ligando es a través 
de RGD. 
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sieterepeticionesde un segmentohomólogo.Las últimas treso cuatrorepeticionescontienen

secuencias(-Asp-X-Asp-X-Asp-Gly-X-X-Asp-o similares)queparticipanen las propiedades

de unión a cationesdivalentesde estassubunidades.Estaregión de la subunidada también

forma parte del dominio de unión al ligando. La naturalezade los cationes, que son

fundamentalespara la función de las integrinas y necesariospara la asociaciónde las

subunidadesa¡3 de algunasintegrinas,puedenafectara laafinidady a la especificidadpor los

ligandos(Mould et al., 1995a;Humphries, 1996). La sustitucióndel metal de coordinación

originacambiosconformacionalesen laproteínaqueafectana la regiónimplicadaen launión

al ligando lo que puedeconducira una modificaciónen la adhesióncelulary de la actividad

de la integrina(Mould, 1996).

Las integrinas puedenunir a más de un ligando, y los ligandos normalmenteson

reconocidospormásde unaintegrina(Figura6). La mayoríade los ligandossonproteínasde

lamatrizextracelularimplicadasen laadhesióncélula-sustrato.Sin embargo,algunosligandos

comoel fibrinógenosonfactoressolubles.Tambiénpuedenmediarla adhesióndirectacélula-

célula.Así, algunasintegrinasreconocenproteínasintegralesde membranade la superfamilia

de las inmunoglobulinas,como las moléculasde adhesiónintercelular(ICAM-l, ICAM-2) y

la moléculadeadhesióncelularvascular(VCAM-l).

El patróndeexpresiónde integrinasvaríaenormementedependiendode los diferentes

tipos celulares.Algunaslíneascelularesde mamiferosexpresansólo unaspocasintegrinas,

mientrasque otras puedentener hastadiez. Las integrinas a6¡31 y a6¡34, que se expresan

preferentementeen célulasepiteliales,sonreceptoresparalaminina(Rabinovitzet al., 1995;

Chaoet al., 1996; Nista et al., 1996). Porotro lado, las integrinasa5¡31 y a433sedetectan

en células con capacidadpara migrar (Albelda, 1993). Algunos tipos celularesexpresan

integrinasaltamenteespecializadas,comola integrinaa111,¡33, de megacariocitosy plaquetas,

queparticipaenlaagregaciónplaquetaria.Del mismomodo, las integrinas¡32 seexpresansólo

en leucocitosy median la extravasaciónde leucocitosy la inflamación.

En células transformadasse han detectadocambiosen la expresiónde diferentes

integrinascon respectoa la de las células normales.Sin embargo, la heterogeneidadde

resultadoshacedificil estableceruna relaciónclaraentreel gradodemalignidady el patrón

de expresiónde integrinas.En general,el fenotipomalignoserelacionacon unaalteraciónen

el nivel y/o tipos de integrinasexpresadas.En la conversiónde célulasepitelialesa un estado

maligno,además,sesueleproducirunaalteraciónen la distribucióndelas integrinas,pasando

deuna distribuciónpolarizadaa una localizaciónmásdifusa.
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Ligandosde las integrinasy secuenciasde reconocimiento

Las integrinaspresentanespecificidadde unión a los diferentesligandosde la matriz

extracelular,como quedarecogidoen la figura 6. Algunasintegrinassonbastanteespecíficas,

como la cc~¡31 que interaccionasólo con fibronectina.Sin embargo,una integrina puede

interaccionarcon diferentesligandos(especificidadsuperpuesta),ya que reconocenen los

ligandos secuenciascortaspresentesen diferentesproteínas.Además, una célula puede

expresardos o tres integrinascapacesde reconocerel mismo ligando. Este comportamiento

pareceserredundanteencuantoa adhesióncelular.Sin embargo,dos integrinasqueunenel

mismo ligando puedenno desempeñarla misma función en la célula ya que diferentes

subunidadesa/¡3puedentransmitirseñalesdistintasde lamatrizextracelularal interiorcelular.

Las integrinasno siemprereconocena todoslos ligandosquesehandescritoenla bibliografia

paraellas, sino que las célulasquelas expresanpuedenregularsuespecificidad.Porejemplo,

la integrinact2¡3, expresadaen plaquetasesreceptordecolágeno,peroen otrascélulasse une

ademása laminina y fibronectina.

La mayoría de las integrinas reconocen la secuencia-ROD- presenteen las

glicoproteinasde adhesión.La conformaciónde la regióndondeseencuentradichasecuencia

parece ser fundamental para el reconocimientoespecifico de las diferentes integrinas

(Ruoslahti, 1996). En la mayoría de las secuenciasde reconocimientoes de destacaruna

característicacomún, la presenciade un residuo de aspartatoen todas ellas. Este grupo

funcionaen adhesióncelular proporcionandoun grupo de coordinaciónalternativo en las

integrinasparaquelarel catión divalente(Humphries,1996).

La funciónde las integrinassepuedemodular,pudiendoencontrarseéstasen un estado

activo o inactivo (Mould et al., 1995a;Humphries, 1996; Mould, 1996). De estamanera,la

especificidady la afinidad de una integrinaconcretasobreuna célula dadano es siempre

constante,sino que dependede su estadoactivo-inactivo.Algunas integrinasnecesitanser

activadasparapoderunir a su ligando, comoesel caso de la integrinade plaquetasa1111¡33 o

las integrinas¡32 de neutrófilos.La integrinaa11j33 puedeseractivadaporanticuerposcontra

el receptor,por el propio ligando, o por la activaciónde plaquetas.Esteprocesoessimilar

para las integrinas ¡32~ deben activarse,no uniéndoseal ligando en caso contrario. La

activación de las integrinaspareceque se origina por cambiosconformacionales(Mould,

1996).Porotro lado,unaintegrinapuederegularla funciónde otra. Porejemplo,la integrina

a~¡33 puede regular la función del receptorde fibronectinaa5¡31 (Blystone et al., 1994).

También, la inducciónpor fibronectinade la expresiónde genesde metaloproteinasasvía

integrinaa431 seinhibe fuertementepor interaccionesmediadasporel receptorde fibronectina

ct4¡31 (Huhtala et al., 1995).
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Funcionesde las integrinas

Las integrinasparticipanen los procesosde ensamblajey remodelaciónde la matriz,

permitiendoa las célulassu adhesión.Un ejemplo es la integrinaa5j31 queesnecesariapara

que las células de ovario de hámsterchino depositenfibronectinaen la matriz (Ruoslahti,

1994-95).Tambiénen esteprocesoseha implicado a la integrinaa3¡31 (Wu et al., 1995). El

mecanismoporel queocurreesteprocesosedesconoce,peropuedequela integrinaconcentre

la fibronectinaen la superficiecelular y cambiesu conformaciónde maneraquepuedaser

incorporadaen fibrillas. Otra integrina, ct~¡31, que se une al mismo sitio ROD en la

fibronectinaquea5¡31y tambiénmedialaadhesión,sinembargo,no participaen el ensamblaje

de la matriz. Porotro lado,la integrinaa2¡31 esel receptorque usanlas célulasparamoldear

los gelesde colágenopor contracción(Chanet al., 1992).

Las integrinasmedianla adhesiónde las célulasa la matriz extracelular,lo que tiene

consecuenciasimportantes,ya que muchostipos celularessólo sobreviveny proliferan si se

encuentranadheridosa una superficie. Tambiénestánimplicadasen la migración celular,

determinandola dirección, velocidad y diana final de dicho proceso.Los movimientos

celularesque tienen lugar durante la reparacióntisular puedendependerde interacciones

mediadaspor integrinas.Lo mismo ocurrecon el efecto de los componentesde la matriz

extracelularen la diferenciacióncelular.

Las integrinas,ademásde mediar la adhesióncelularduranteel procesoinvasivo y

metastático,puedentransmitir señalesde la matriz extracelularal interior celular. De esta

maneraparticipanen una gran variedadde procesoscelularesque influyen en el desarrollo

tumoral, incluyendola regulaciónde la proliferacióny la apoptosis,la motilidad celulary la

invasión, la localizaciónen la superficiecelular de MMPs y la angiogénesis(Varner y

Cheresh,1996).

Integrinasy transmisiónde la señal

Los cambios en la morfología y en el comportamientocelular que ocurren al

interaccionarlas célulascon la matriz a través de las integrinas,hacenpensarque estos

receptoresfuncionan como transductoresde las señalesextracelulares.Los dominios

intracelularesde las subunidadesde las integrinas están conectadosa proteínas del

cihesqueletoy a rutasde transmisiónde señales.Un esquemade las principalesproteínas

implicadasen dicha transmisiónapareceen la figura 7.

El agrupamientode las integrinas, inducido por la matriz extracelular, y las

interaccionesintracelularesde las integrinas con el citoesqueletocooperanpara inducir la

formaciónde los sitios de adhesión(contactosfocales)y la transmisiónde la señal. Estos

receptoresactivanlas rutasdetransmisiónde la señalidentificadasinicialmenteparafactores
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l.- Unión del ligando 
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3.- Señales intracelulares: 
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y  serinaheonina quinasas de: 
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dominios SH2 y  SH3 
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dependientes de Ras 

Figura 7.- Transmisión de la señal dependiente de integrinas. 
Etapas implicadas en la transmisión de la señal al interior de la célula tras la interacción integrina- 

ligando. (A) Formación de contactos focales y organización del citoesqueleto. (3) Fosforilación por activación 
de la proteína ~~125~~~ o FAK (Focal Adhesion Kinase). La autofosforilación de la FAK puede originar el 
reagrupamiento y la activación de otras tirosina quinasas (Crk, Grb2, Src, Csk) y la fosforilación de paxilina. 
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2+

de crecimientoy citoquinas.Las integrinasinducenseñalesque incluyen el influjo de Ca

intercambiode protones,fosforilación de proteínas,alteracionesen el metabolismode los

fosfoinosítidos,activaciónde la proteínaquinasaMAP (mitogen-activatedprotein), cambios

enla expresióngénicay estimulaciónde la respuestamitogénica(RichardsonyParsons,1995;

Yamaday Miyamoto, 1995; Dedhary Hanningan,1996).

El mecanismopor el cual sedesarrollala transmisiónde la señalpareceimplicar al

dominio citoplasmáticode las integrinas.Esta seune a una o más quinasasque inician la

cascadade señalesdespuésde la ocupaciónde integrinasy/o la agregación.Una proteína

tirosinaquinasa,la quinasade adhesiónfocal o FAK (FocalAdhesionKinase;ppl2OF~) se

uneal dominio citoplasmáticode ¡3~ (Schallery Parsons,1994)y secoagrupacon agregados

de estaintegrina(Miyamoto et al., 1995).Los estudiosrealizadosconproteínasquimerasque

contienensólo el dominio citoplasmáticode la integrina ¡3~ indican que estedominio es

suficienteparala fosforilaciónde FAK (Lukasheveíal., 1994; Akiyarna et aL, 1994).Otras

subunidades¡3, como ¡33 y ¡35, tambiénproducenla fosforilación de FAK despuésde su

agrupamiento,pero otrasformasde procesamientoalternativo de ¡3~ no lo hacen,indicando

que este efecto es específicode ciertassubunidades¡3. La FAK fosforila a proteínasde]

citoesqueleto,como la paxilina e interaccionacon la tirosina quinasasrc; también están

implicadasen la transmisiónde la señalotrastirosinasquinasasde la familia src. Un esquema

del mecanismopropuestoserecogeen la figura 7. Si seproducenlos tresefectos,ocupacion,

agregacióny fosforilaciónde tirosinas,seobtieneun efectomáximo,con la asociaciónde F-

actina y otrasproteinasdel citoesqueleto(Yamaday Miyamoto, 1995).

1.6. EL CANCER DE COLON

Uno de los cánceresmáscomunesen los paísesoccidentalesesel colorrectal,con una

alta incidenciay mortalidad,apesarde los avancesenel diagnóstico,las técnicasquirúrgicas

y formasde terapia.En Españaestetipo de cáncerafectaa 20-30personasde cada100.000;

es la segundacausade muertepor cáncer,despuésdel cáncerde pulmón en el hombrey del

cáncerdemamaen la mujer (Cortésel aL, ¡995). Teniendoen cuentael materialbiológico

y el estudioplanteadoenestaMemoria, seha consideradooportunoincluir algunosapuntes

sobrelos tipos de cáncercolorrectal,y algunasde lasalteracionesgenéticasdescritasenesta

patología,quepuedanreflejarlacomplejidadde las alteracionesobservadas.Sin embargo,sólo

ciertosaspectosde los que a continuaciónsepresentanhan sido objeto de esteestudio.

La carcinogénesiscolorrectal es un proceso complejo, resultado de numerosas

alteracionesgenéticase influencias medioambientales,que conducentanto a mutaciones

somáticascomo hereditarias.Estasmutacionesdan lugar a la activaciónde protooncogenes,
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que actúandominantemente,o a la inactivaciónde genessupresoresde tumores. Se han

descritodos formas hereditariasde cáncerde colon con diferenteetiología molecular, la

poliposis adenomatosafamiliar y el cáncercolorrectal no-poliposohereditario,que darían

cuenta del 5%-15% de los casosde cáncerde colon. El resto de los casosse consideran

esporádicos(Burt et al., 1995; Kinzler y Vogelstein, 1996). Los factores hereditarios

determinanla predisposiciónde cadaindividuo adesarrollarel cáncerde colon, mientrasque

la exposicióna factoresambientalesespecíficosdeterminanque los individuos desarrollen

adenomaspequeños,grandeso finalmentecáncerde colon (Burt, 1996).

La poliposisadenomatosafamiliar (FAP) esun síndromedominanteautosómicoen

el que se produce una pérdida alélica en el cromosomaSq, afecténdoseel gen apc

(adenomatouspolyposis coli; localizado en el cromosoma5q21). Se caracterizapor el

desarrollode numerosostumorespolipososbenignos,algunosde los cualespuedenllegar a

sermalignos(Kinzler y Vogelstein, 1996). El paso limitante en la iniciación del tumor es la

mutaciónsomáticaquetiene lugaren el alelo de tipo salvajeapcheredadodel progenitorno

afectado(Levoy et al., 1994; Luongo et al., 1994). El genapccodifica a unaproteínaque

mediala adhesióncelulary participaenel controlde laproliferaciónde las célulasepiteliales

del colon (Rubinfeld etal., 1993).La mutaciónen estegenhaceque sesinteticeuna proteína

truncada,inactiva, y quese incrementela división celular(Caspariet al., 1994).Alteraciones

en el gen apc también se han descritoen cánceresesporádicosno familiares (Kinzler y

Vogelstein, 1996) pero, mientrasque enpersonasconFAP una lesión es heredaday la otra

ocurresomáticamente,en personascon tumoresesporádicos,ambasocurrensomáticamente

(Astrin y Costanzi, 1989).

El cáncercolorrectalno-poliposohereditario(HNPCC) sehadetectadoen familias

en las que existeunapredisposicióndominanteautosómicaal cáncercolorrectalen ausencia

de los adenomaso tumoresbenignosdetectadosen FAP (Lynch et al., 1996; Kinzler y

Vogelstein, 1996). Lynch lo clasificó en doscategorías:de tipo 1, específicode sitio, sólo se

generacáncerde colon; de tipo II, dondelas personasafectadasdesarrollan,además,tumores

de mama, endometrio, ovario, estómago, intestino delgado, tracto renal superior y

probablementeen otrossitios (Watsony Lynch, 1993).En unaterceracategoría,variantedel

síndromede Lynch de tipo II, tambiéndesarrollanlesionesmalignasy benignasen la piel.

Se ha establecidouna relaciónentreHNPCC y alteracionesen los cromosomas2p y

3p (Sandkuijl y Bishop, 1993; Lindblom et al., 1993). Pareceque los genes implicados

participaríandirectamenteen la replicación o en la reparacióndel DNA, ya que se ha

encontradoinestabilidadgenéticaen tumoresHNPCC. Los geneshMSH2y hMLHJ, junto con

los geneshPMSJy hPMS2,parecenserlos implicados(Fishel et al., 1993; Bronner et al.,

1994; Nicolaideset al., 1994).
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Los familiaresenprimergradodepersonasafectadasde cáncercolorrectalesporádico

tienenun mayor riesgode sufrir estetipo de cáncerque el restode la población(Lovett,

1976).Esto sugiereque debeexistir unapredisposicióngenéticaal cáncercolorrectalcomún.

No seconocenlos genesimplicados,perosepodríatratarde mutacionesbenignasen los genes

responsablesde la FAP y HNPCC. Así, sehadescritounaformaatenuadade FAP, dondeel

gen apc seencuentramutado en el extremofinal proximal, en la que seobservaun menor

númerode adenomas,produciéndoseel desarrollode adenomasy cánceren una edadmás

avanzada(Spirio et al., 1993).

Los factoresmedioambientalesy, en particular, la dieta desempeñanun importante

papelen la formacióndel cáncercolorrectal(Potteretal., 1993; Oiovannucciy Willett, 1994).

Algunosde los genesafectadosparecenserlos quecodificanasistemasenzimáticosimplicados

en ladestoxificaciónde carcinógenosy otrassustancias.Existeun fenotipoparticular,queestá

determinadopor el locus acetilador(para la destoxificaciónde arilaminas,presentesen los

alimentosprecocinados).Individuos con un fenotipoacetiladorrápidopresentanun riesgode

cáncercolorrectaldosvecessuperiorcon respectoal fenotipo lento (Turesky et al., 1991;
Kadlubar et al., 1992). Tambiénse ha encontradoque un fenotipocarentede glutatión 5-

transferasaMl (implicada en catalizarla conjugaciónde una variedadde carcinógenosy

drogascitotóxicas con el glutatión) estáasociadocon un riesgo incrementadode cáncer

colorrectal(Zhong et al., 1993).Otrosestudiosapuntana los lípidoscomo componentesde

la dieta críticos para el desarrollo del cáncer colorrectal, lo que justificaría que esta

enfermedadseasociecon dietasricas en carneroja (Giovannucciy Willett, 1994). En este

procesopareceestarimplicadoel genquecodificaala fosfolipasaA2 (MacPheeetal., 1995).

Alteracionessomáticasen oneogenes

El cáncersurge,enparte,de laacumulacióndecambiosgenéticosen unacélula.Estas

alteracionesgenéticasincluyenla activaciónde oncogenescelularesa travésde unamutación

y la inactivaciónde genessupresoresde tumor por mutacióny/o deleción. Los estudiosen

tumorescolorrectalesdemuestranque la acumulaciónprogresivade cambiosgenéticosen

oncogenesy en genessupresoresde tumoresesparalelaa la progresiónclínica de tumores

colorrectalesdel epitelio normal a tumoresbenignos,y más tardeal estadomaligno de la

enfermedad(Kinzler y Vogelstein, 1996). Un esquemacon algunasde las alteraciones

cromosómicasmás frecuentesdetectadasen cáncercolorrectalserecogenen la figura 8. Entre

ellassepuedendestacarhipometilaciónen el DNA, mutacionesen ras, sobreexpresiónde c-

myc y c-src,pérdidade heterocigosisen el cromosoma17p (genp53), 1 8q (gen dcc), y 5q

(genesmccy apc), alteracionesen el cromosoma2p y en la regulaciónde la proteínaquinasa

C (Guillem et al., 1995; Jhanwan y Gerder,1995).
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Figura 8.- Progresión del cáncer de colon. 
En la parte superior se muestra la progresión del tumor a lo largo de las diferentes capas del intestino 

grueso y la clasificación de éste en los estados A, B,, B, y C segtin Dukes. El estado C se subdivide en dos 
categorías dependiendo de que el tumor alcance sólo el ganglio linfático (C,) o que alcance el torrente sanguíneo 
(C,). En el estado D, los tumores han formado metástasis. En la parte inferior se indican las alteraciones 
genéticas más importantes asociadas con la progresión del tumor de colon y, en la tabla, el tipo de alteración 
que tiene lugar en el caso concreto de la poliposis adenomatosa familiar (FAP). 
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La familia de genes ras (K-ras, U-ras y N-ras)y enparticularK-ras parecenserlos

oncogenesmás importantesimplicadosen el cáncercolorrectal.Presentanunaaltahomología

y codificanaunaproteínade 21 kDa. De formasimilar a G~, la proteínarasunenucleótidos

de guanina(GTP)y tieneactividadGTPásica.Estaproteínaparticipaen la transmisiónde la

señal y estáimplicadaen el control de la proliferacióncelulary la diferenciación.En cáncer

colorrectal,el 90% de las mutacionesseencuentranen el genK-ras y sólo el 10% en el gen

N-ras. Estasmutacionesestánlocalizadasen los codones12, 13 y 61, y producensustituciones

de aminoácidosquedanlugaraunainapropiadaactivaciónde la transmisióndela señal.Tanto

las proteínasmutadasque permanecenactivas (ligan GTP pero no mantienensu actividad

GTPásica),como lasobreexpresiónde laproteínanomutadaproducentransformaciónmaligna

por activación de rutas mitogénicasdependientesde ras (Fearon y Vogelstein, 1990;

Waldmanny Rabes,1996).Sin embargo,algunosautoresindicanqueel fenotipomalignode

las célulasno secorrelacionacon la presenciade mutacionesde K-ras o conaltosnivelesde

expresiónde la proteínaya que, en amboscasos,se mantienela función de dichaproteína

(Buard et al., 1996).

El significado de las mutacionesen el gen ras en cáncercolorrectal no se conoce

todavíaya que en másdel 50% de los cáncerescolorrectalesesporádicosno sehan detectado

mutacionesen K-ras. Sin embargo,la elevadafrecuenciademutacionesen K-ras detectadas

en adenomaspermitenconsiderara estamutacióncomounade las modificacionesasociadas

a la transformaciónmalignade adenomaa carcinoma(De Benedettiet al., 1994). Ras se

sobreexpresaen carcinomasprimarios, pero estasobreexpresiónesmenor en estadosmás

avanzadosy en metástasis,comparadoscon el tumor primario (Gallick et aL, 1985). Esto

sugiereque en la carcinogénesiscolorrectal,despuésde un cierto estadode evolución del

tumor, no serequierela activaciónde ras. Dadoque seha detectadouna sobreexpresiónde

ciertosfactoresvasculares,seha propuestoque la activaciónde ras puedeestarrelacionada

con un cambio angiogénicoen las lesionestempranasprecancerosas(Rak et al., 1995).

De la familia de genesmyc(N-myc,L-mycy c-myc),el genc-mycestálocalizadoen

el cromosoma8q24 y codificaa una fosfoproteinade 64 kDa. La expresiónde c-mycvaría

a lo largo del ciclo celular, incrementándosecon la estimulaciónmitogénica,por lo que se

cree que la proteínaque codifica es esencialparala proliferacióncelular. Se inducepor

factoresde crecimientopeptídicosy, cuandosesobreexpresa,puedetransformarcélulas en

cultivo e inducir tumores en animales (Guillem et al., 1995). La proteína regula la

transcripcióny también seha propuestoque puedeparticipar en la replicacióndel DNA,

posiblementepor unióna sitios de iniciación de síntesisde DNA.

En el colonhumanonormal, laproteínaselocalizaen la zonaproliferativabasal.Sin

embargo,en adenomas,ésta se localiza en tas criptas. En la mayoría de los cánceres
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colorrectalessehaobservadounaexpresiónelevadadelmRNA de c-mycy de la oncoproteina

en las etapasiniciales de la carcinogénesiscolorrectal. Además,la amplificación de c-myc,

pero no la sobreexpresión,seha correlacionadocon la progresiónmetastásicadel cáncer

colorrectal(Rochlitz et al., 1996). Otros estudiossobrela expresiónde c-mycen tumores

primariossugierenque estase producepreferentementeen lesionesdel lado izquierdo del

colonque en el derecho.La sobreexpresiónde N-myc y L-myc tambiénseha detectadoen

muchoscáncerescolorrectales.Sin embargo,en algunoscarcinomasno sehanobservadoestas

modificaciones, ni se ha encontradorelación con el estado del tumor o el grado de

diferenciación.Por tanto, los datosno demuestranunarelacióncausa-efectoentreproducción

incrementadadel RNA de c-mycy el desarrollode carcinomasde colon.

El productodel genc-srcesunatirosinaquinasaasociadaala membranaqueparticipa

en la transmisiónde la señalmitogénica.Estaproteínaseactiva,de cinco a diezveces,enel

70% de los cáncerescolorrectales(Talamintiel al., 1993).El mecanismode activaciónno se

conoce; no sehan observadocambiosgenéticosy pero pareceque puedenestarimplicadas

modificacionespostraduccionales.Otros miembrosde la familia de tirosinasquinasassrc se

expresanen altosnivelesenalgunaslineascelularesde cáncercolorrectal.

Pérdida de alelas y genessupresoresde tumores

En cáncercolorrectal tiene lugar la pérdidade alelosque desenmascaranmutaciones

en genessupresoresde tumorescomoapc, mcc,pS3y dcc. Estosgenescodificana proteínas

que regulannegativamentela proliferacióncelular(Guillem et al., 1995; Jhanwan y Gerder,

1995). De estamanera,la enfermedadsomáticao esporádicatiene lugar a travésde dos

alteracionesgenéticassucesivas(mutacióny deleción)quebloqueanla funcióndel gen.

En el cromosomaSq se han encontradoalteracionesen los genesapc y mcc. La

mutacióndel gen ape (responsablede FAP) apareceen aproximadamenteel 30% de los

cáncerescolorrectalesesporádicosfamiliares.La alteraciónde estosgenesincluyemutaciones

puntuales,delecioneso inserciones,dandolugar a proteínastruncadas.La mutaciónen uno

de los alelos essuficienteparacausarhiperproliferacióne inestabilidadcromosómica.Sin

embargo, esta mutación parece que no es suficiente para producir cáncer (Kinzler y

Vogelstein,1996).

El gen mutado en cáncercolorrectal, o gen mcc, codifica a una proteínade 829

aminoácidosconhomologíade secuenciacon laproteínaGacopladaal receptormuscarínico,

en concretocon la regióndel receptornecesariaparalaactivaciónde laproteínaO, por lo que

puedeparticiparen el procesode transmisiónde la señal (Jhanwany Gerder, 1995). Sin

embargo,el papeldel gen mccen cáncercolorrectalno seha determinado.
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En las células cancerígenasseha observadouna alteraciónen la regulación de los

puntosde control del ciclo celular (momentosen los que sepuedeproducirla reparacióndel

DNA) asociadacon la inestabilidadgenéticay la progresióntumoral.Un importantepuntode

control del ciclo celular en célulasde mamíferosestá mediadopor el gen supresorde

tumorespi? que actúaen la faseG] y G2/M del ciclo celular(Kastanet al., 1992; Crosset

al., 1995).Estegen, localizadoen el cromosomal7p, codificaa unafosfoproteinanuclearde

53 kDaqueseuneasecuenciasespecíficasde DNA actuandocomo un factortranscripcional,

regulandoposiblementelos niveles de expresiónde genes implicadosen la inhibición del

crecimientocelular (Kernet al., 1992).En algunascircunstanciasel p513 estambiéncapazde

inducir la muertecelularprogramadao apoptosis.

Lasmutacionesy lapérdidaalélica del genpS3sehan asociadocon tumoresen una

gran variedadde órganoshumanosy tanto en cánceresespontáneoscomo hereditarios.La

expresiónanormalde pS3 seasociacon un peorpronósticoclínico en pacientescon cáncer

colorrectal (Barettonci’ al., 1996). El gen§3 mutadocodifica a unaproteínaalterada,con

unavida mediamáslargapor lo queseacumulaen el núcleoy en el citoplasmade las células

transformadas.Unade las funcionesasignadasala proteínap53 esla de impedirla replicación

cromosómicaen circunstanciasespecíficas,cuandose ha producidoun daño en el DNA,

evitandola transmisiónde erroresa la célulashijas(Tishíeret al., 1993).Sin embargo,para

una célula tumoral la pérdidade la funciónde la proteínap53 puedeconstituir unaventaja,

ya quealgunasalteracionesen el DNA favoreceránel crecimientotumoral.En el 75-80%de

los carcinomasde colon seobservala pérdidade ambosalelos,uno atravésde delecióny el

otro pormutación.Sehapropuestoque el productodel genpS3puedetanto promovercomo

suprimirlosprocesosdemalignidad,esdecir,las mutacionesheterocigóticasen elpS3pueden

ser una ventajapara el control selectivo del crecimiento medianteun efecto dominante

negativo.Esto sugierequemutacionesen un locus normaldelpi? sonrecesivasal alelo del

p53 salvaje,contribuyendosólo a la tumorigénesiscuandoel alelo salvajeseinactiva.

Ademásde las alteracionesen los cromosomas5 y 17, en tumorescolorrectaleses

frecuentela pérdidade genesen el cromosomal8q. Un ejemplolo constituyeel gendcc que

codifica a unaproteínaque esuna moléculade adhesióncélula-célulay célula-matriz.Una

disminuciónen la expresióndel gendccdaríalugara unaadhesiónalteradacontribuyendoa

incrementarel crecimientotumoral y la metástasisen tumorescolorrectales(Guillem et al.,

1995; Jhanwany Gerder,1995).

Se ha propuestoun modelo de carcinogénesiscolorrectalen multietapas,ya que las

mutacionesdel genras, la hipometilacióndeDNA, lamutacióndel genpS3y las alteraciones

en el cromosomas5q ocurrenen un estadiotemprano,mientrasque delecionesde alelosde

los brazos del cromosomaí7p y 1 Sq ocurren normalmenteen el último estadiode la
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tumorigénesis(Figura 8). Estasecuenciade eventoses similar en enfermedadesesporádicas

y hereditarias.Estemodelo genéticode cáncercolorrectal sugiereque en la progresiónde

células epiteliales de colon normal a carcinomase acumulan gradualmentemúltiples

anormalidadesgenéticas. La secuenciade hechos genéticos asociadoscon iniciación,

transformacióny progresión de cáncer colorrectal se podría dividir en tres categorías

principales:a) una predisposicióno cambio genéticoespecíficode tejido, b) alteracionesen

genesasociadoscon transformación,y c) alteracionesasociadascon progresióny metástasis.

Inestabilidad genética

Unade las característicascomunesde las célulasmalignaseslapresenciade múltiples

mutacionesy de un genomainestable.La inestabilidadorigina numerosasmutacionesque

contribuyena la capacidadde las célulastumoralesparaevitar los mecanismosde controldel

crecimientonormal,ademásde la adquisiciónde un fenotipoagresivo.Basándoseen la alta

frecuenciade las mutacionesobservadaen células tumoraleshumanas,Loeb (1994) ha

sugeridoqueel cáncerseorigina por la expresiónde un fenotipomutador,queda lugar a la

inestabilidadgenética,y queha sido detectadoen el 1 % de los carcinomascolorrectales.La

inestabilidadde microsatélitessehaencontradoen una granvariedadde tumores,incluyendo

el cáncerde colonfamiliar y ciertoscánceresesporádicos(Thibodeauet al., 1993; Shibataa
al., 1994; Fong et al., 1995; Perucho, 1996). Los microsatélitesestánconstituidos por

secuenciasde 1 a 6 nucleótidosque se repiteny que sonaltamentepolimórficos (Webery

May, 1989). La inestabilidadaparececomo un cambio sustancialen la longitud de las

repeticiones(de naturalezaheterogénea)o un cambiomenor(normalmentede dosparesde

bases)(Thibodeauel al., 1993). Lasalteracionesen estassecuencias,dispersaspor todo el

genoma,sugierenque duranteel desarrollodel tumor tienen lugar numerososerroresde

replicación,quepuedeserreflejo deunafuncióndefectuosaen genesde reparacióndel DNA,

y semanifiestacuandoambascopiasdeungenreparadorsoninactivas.Entreotrosgenes,se

ha implicado a mutacionesde los genes1IMSH2, IIMLHJ, 1IPMSJ y IIPMS2 (Bronneret al.,

1994; Loeb, 1994; Nicolaides a al., 1994). Estos genes, ademásde repararel DNA

defectuosodurantela replicación,puedendetenerel ciclo celularen aquellascélulasen las que

el DNA se ha dañado(Boland, 1996). Estos estudios se han realizadoprincipalmenteen

tumores,existiendounospocosestudiosen los queseanalizala inestabilidadde microsatélites

en líneascelularestumoralesestablecidas(Shibataet al., 1994; Farberet al., 1994).
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OBJETIVOS

Las célulasBCS-TC2,procedentesdeun adenocarcinomaprimario de colonhumano,

son de origen epitelial y poco diferenciadas(Tumay et al., 1990); mantienenunas

característicasestablesa lo largo de su cultivo in vitro, que recuerdanlas de las célulasdel

tumor primario, por lo que constituyenun sistemamodelo adecuadopara el estudiode

carcinomasprimarios poco diferenciados.Estascélulascrecenen monocapao en multicapa,

mostrandoheterogeneidadmorfológica; expresancitoqueratinasy antigenode membrana

epitelialy tienenuna capacidadde síntesisde antígenocarcinoembrionarioreducida(Turnay

et al., 1990).Sucariotiposeencuentraalterado,aunqueel númerode cromosomasesnormal

(46XX, +der(15), +der(16)). Poseenun bajo poder tumorigénico,en ensayosin vitro de

formaciónde coloniasy en estudiosiii vivo por inyecciónsubcutáneaen ratonesatímicos.

En los procesosde invasióny metástasisseproduceninteraccionesentrelas células

transformadasy lamatrizextracelular.Se haplanteadola realizaciónde estudiosencaminados

a determinar la influenciade la matriz en el comportamientode las célulasBCS-TC2, tanto

in vitro como in vivo. Por ello sefijaron los siguientesobjetivos:

A) Análisisdel efectoquela interacciónde las célulasBCS-TC2con componentesde la

matriz extracelularproducesobre el comportamientocelular. Identificación de los

receptoresimplicadosen dichoproceso.

Estudio de la influencia de la matriz extracelulary de alguno de sus componentes

tndividuales(laminina, fibronectinay colágenos)en procesoscomo adhesión,extensióny

proliferaciónde lascélulasBCS-TC2.Identificaciónde las secuenciasdeadhesiónimplicadas

en estasinteracciones.Determinaciónde los receptorescelulares,centrándoseprincipalmente

en los receptoresde tipo integrina;análisisde los posiblesmecanismosde transmisiónde la

señalal interior celular.

E) Mod¿licacióndel fenotipo tumorigénico/metastáticode las célulasBCS-TC2por su

interaccióncon la matrizextracelular.

Determinaciónde lacapacidadtumorigénicay metastáticade las célulasBCS-TC2,así

comode la influenciade la matrizo de suscomponentesindividualesen el fenotipomaligno.

En los casos en que se produzca inducción de tumores, se plantea la obtención y

establecimientodenuevassublíneascelulares,y el análisisde las propiedadesespecíficasde

estassublíneasen comparacióncon la línea celular parental(tumorigenicidad,grado de

diferenciación,inestabilidadgenética).Ladisponibilidadde diferenteslíneasseleccionadaspor

interacciónde lascélulasBCS-TC2 con componentesde la matrizextracelularpuederesultar

de utilidad paraidentificar cambiosen parámetroscomo expresiónde receptoresimplicados

endichainteraccióno expresióndemetaloproteinasascapacesde degradarlamatriz.
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2.1. PROTEiNAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La fibronectinautilizada en estosestudios,de plasmahumano,seha obtenidode los

laboratoriosICN-HubberS.A. La laminina, el matrigely los colágenostipo 1, IV y V sehan

aisladosegúnlos procedimientosque sedescribena continuación.El gradode purezade las

diferentespreparacionesde proteínasse ha comprobadopor análisis de aminoácidosy

electroforesisen gelesde poliacrilamidaen presenciade SDS (Turnay, 1989).

2.1.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE COLÁGENO DE TIPO 1

El colágenode tipo 1 seaíslade piel fetal bovina.La piel se lava con aguadestilada,

secongelaen aire líquido y se homogeneizaen una trituradorade carne.La extraccióny

purificacióndel colágenode tipo 1 serealizade acuerdoal métodode Timpí a al. (1975),por

precipitacionessalinasen medio neutro,como seresumeen el Esquema1.

Esquema1. Aislamientoy purificacióndel colágenode tipo 1

- Agitación del homogeneizadodurante2 díasen tampón Tris 30 mM, pH 7,4, conteniendoNaCí 0,2 M,
EDTA 0,1 M, p-hidroximercuribenzoato5 mM y PMSF 20 mM. La relaciónpesode tejido/volumende

tampón es de 1/3.

- Centrifugación.El sobrenadantese filtra por gasay seprecipitaconNací sólido hastaunaconcentración

final de estasal de 2,5 M. Se mantieneen agitaciónconstanteduranteunanoche.

- El precipitado,obtenidotrasla centrifugación,seresuspendeentampónTris 30 mM, pH 7,4, quecontiene
NaCí0,2 M, enunarelación1/5 (pAr), manteniéndoseenagitacióndurante2 horas.Despuésdeunadiálisis
frente a estemismo tampón,se precipitacon Nací 5 M hastaalcanzarunaconcentraciónfmal de cloruro
sódico de 1,7 M. La adicióndel NaCí se realizagota a gota durante 1 nochey con agitaciónconstante.

- Centrifugacióny separacióndel sedimentoque condenecolágeno de tipo III. Precipitaciónsalina del
sobrenadantecon Nací 5 M hastaunaconcentraciónfmal de 2,5 M.

- Centrifugación.El precipitadode colágenode tipo 1 se resuspendeen ácido acético0,1 M, dializándose
en estemedio. Esta disolución se liofiliza y el colágenoobtenido se conservaa -200C.

Todaslas operacionesse realizana 40C, y las centrifligacionesa 27.OOOg durante1 hora(en centrífugaSorvalí
RC-5B) salvo queseindique lo contrario.

La composiciónde aminoácidosescoincidentecon la descritapor otrosautorespara

estamolécula(Timpí et al., 1975; Ktihn, 1983).La electroforesisengelesdepoliacrilamida

en presenciade SDS revelalaexistenciade diferentesespeciesmolecularesenlapreparación:

cadenasa (a
3 y a2), componentes3 y componentesy. El estadonativo de la preparaciónde

colágenose compruebapor los espectrosde dicroísmocircularen la regióndel ultravioleta

lejano, dondeapareceel máximo a222 nm característicode la estructuraen triple hélicedel
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colágenonativo. La gelatinase obtienepor desnaturalizacióndel colágenode tipo 1 por

tratamientotérmico de una disolución de estecolágeno,a una concentraciónde 2 mg/mL,

durante30 minutos a 800C. La gelatinase liofiliza y se conservaa -200C.

2.1.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS COLÁGENOS DE TIPO IV Y V

Estoscolágenosseaíslande placentahumanala cuallavaexhaustivamenteconunadi-

soluciónsalinaneutray setrocea. Se trata repetidasvecescon acetatosódico0,4 M y, una

vez bien lavadoel tejido, se procedea la extracciónde los colágenospor precipitaciones

salinasfraccionadasy cromatografias,deacuerdoaunamodificacióndel métodode Glanville

et al. (1979)que se resumeen el Esquema2.

Esquema2. Aislamiento y purificación de colágenosde tipo IV y V

- Agitación durante2horasenácidofórmico0,5M en unarelaciónpesodetejido/volumende 1/3. Digestión

con pepsina[relación 1:2000 (p/p); PC 3.4.23.1]durante16-20 horascon agitaciónconstante.

- Centrifugacióna 7.000gdurante1 hora.Partedel sobrenadanteasíobtenidosedializafrentea ácidoacético
0,1 M y se liofiliza, obteniéndosela fraccióndenominada‘extractode placenta

- Precipitaciónsalinadel restodel sobrenadantepor adición deNaCí sólidohastaalcanzarunaconcentración
fmal del 6% en NaCí. Se mantieneen agitaciónconstantedurante 1 noche. Trasla centrifugación, el
sedimentose resuspendeen tampón Tris 30 mM, pH 7,4, quecontieneNaCí 0,2 M, en unarelación 1/5
(p/v), dializándosefrente a estemismotampón.Estafracción,quecontienelos colágenosdetipo 1, III, IV
y y, se precipitapor adiciónde NaCí 5 M hastaunaconcentraciónfmai de 1,8 M. Centrifugación.

- El sobrenadante(colágenosde tipo 1 y tipo V) se precipitaentre 3 y 4M de Nací. El precipitado,
conteniendocolágenode tipo V, se redisuelveenácidoacético,se dializa y se reprecipitaal 7% de Nací.
Diálisis frentea ácido acéticoy liofilización; el colágenode tipo V se mantienea -200C.

- Redisolucióndel precipitadoen tampón Tris 30 mM, pH 7,4, NaCí 0,2 M, diálisis frente a estemismo

tampóny reprecipitacióna 1,8 M deNaCí.Redisolucióndel precipitadoen tampónTris 30 mM, pH 8,6,

quecontieneurea2 M y NaCí 0,2 M y diálisis frente a estemismo tampón.

- Cromatografiade intercambioiónico enDEAE-celulosa(2,5 x 10 cm), equilibradaenel tampóndediálisis
a 150C. El materialno retenidoen la columnasedializafrentea un tampónacetato40 mM, pH 4,8, que
contieneurea2 M. Cromatografiadeintercambiojónico en CM-celulosa(2,5 x 10cm),equilibradaa 150C

en tampónde diálisis. La muestraseeluyede la columnacon un gradientelineal de NaCí (0-0,2 M) en
1 L de tampón. Serecogenlas fraccionescorrespondientesal colágenode tipo IV.

- Diálisis frente a ácidoacético0,1 M; el colágenode tipo IV se conservaliofilizado a -200C.

Todaslas centrifugacionesserealizana 27.OOOgy las operacionessellevan a caboa 40C a no serquese indique
expresamenteotra temperatura.Despuésde cadaunade las diálisis se realizaunacentrifugaciónparaeliminar

el materialno soluble.
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2.1.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LAMININA Y DE LOS FRAGMENTOS

PROTEOLÍTICOS E1-4 y E8

Las preparacionesde laminina y matrigelse obtienena partir del sarcomaEHS de

ratón.Las célulastumoralesparalapropagaciónsubcutáneafueronproporcionadaspor la Dra.

Albini del Istituto per la Ricercasul Cancro(Génova).El tumor, que crecesubcutáneamente

en ratonesCS7B1, seextirpacuandoalcanza2-4cm de diámetroy se¡ayacon tampónfosfato

salinoNaCí 140 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO48,1 mM, pH 7,4 (PBS). El

aislamientode la lamininaserealizasegúnel métodode Timpí et al. (1979),y los fragmentos

de laminina seobtienenpor digestióncon elastasa,segúnel métodode Oil cf al. (1982).En

el esquema3 serecogeel procedimientoempleado.

Esquema3. Obtención de la laminina y de los fragmentos E1-4 y E8

- Homogeneizacióndel tejido entampónTris 50 mM, pH 7,4, que contieneNaCí 3,4 M, PMSF 50 pg/mL,
NEM 50 isg/mL y EDTA 2 mM. Centrifugacióna l0.OOOg durante30 minutos,descartándoseel sobrena-
dantequecontieneproteínascelularesy séricas.

- Extracciónen tampónTris 50 mM, pH 7,4, quecontieneNaCí 0,5 M e inhibidores de proteasas,en una
relación1/10 (p/v). Semantieneconagitaciónconstantedurante1 noche.Centrifugacióna 23 .OOOgdurante

30 minutos,descartándoseel sedimentoquecontienecolágenode tipo IV.

- Precipitaciónsalina con NaCí 5 M hastaalcanzaruna concentraciónfinal de cloruro sádico 1,7 M. Se

añadela disolucióngota a gota conagitacióncontinuadurante 1 noche.Centrifugacióna 27.OOOg durante
1 horay diálisis del sobrenadantefrente a un tampónTris 50 mM, pH 8,6, urea2 M y NaCí 0,25 M.

- Cromatografíade intercambio iónico en unacolumnade DEAE-celulosa(2,5 x 30 cm), equilibradaen el

tampónde diálisis. La laminina (excluida)sedializa frente a un tampón Tris 50 mM, pH 8,6, urea2 M.
Recromatografíaen DEAE-celulosa,equilibradaen el tampón de diálisis, eluyéndosela laminina con un
gradiente lineal de NaCí de O a 0,3 M (2 x 600 mL). Concentraciónpor ultrafiltración en Diaflo
(membranaAmicon XM IOOA) y diálisis frente a tampónTris 50 mM, pH 7,4, conteniendoCaCI, 1 M.

- Cromatografíade penetrabilidaden Biogel Al Sm (3,5 x 150 cm), equilibradaen el tampón de diálisis
anterior. La laminina eluye en el volumen de exclusión. Diálisis frentea tampón Tris 50 mM, pH 7,4,
NaCí 0,3 M. Laspreparacionesseconservana 4

0C en presenciade inhibidoresde enzimasproteolíticas,

o bien congeladasa -200C.

- La laminina se dializa frente a tampón bicarbonato50 mM, pH 7,9. Los fragmentosse obtienen por
digestióncon elastasa(FC 3.4.21.36)a 370C durante16 horasa unarelaciónenzima/lamininade 1:100

(p:p), deteniéndosepor adición de PMSF. Los productosde la digestión seseparanpor cromatografíaen
AgarosaA l.5m (4 x 140 cm) en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, conteniendoCaCI

2 IM.

- Diálisis frente al tampónbicarbonatoy cromatografíaa 4
0C enSepharose-heparina(2,5 x 6 cm) preequili-

bradaenel tampónde diálisis. El fragmentoE 1-4 no seretieney el fragmentoES se eiuyecon el tampón
bicarbonatoquecontieneNaCí 0,5 M. Los fragmentossedializanfrentea tampónTris 50 mM, PH 7,4,
NaCí 0,3 M y se conservanen las mismascondicionesque la laminina intacta.

Todaslas operacionesse realizana 40C.
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2.1.4. OBTENCIÓN DE MATRIGEL

Estebasamentomembranosoreconstituidose obtienedel tumor EHS, siguiendoel

método descrito por Kleinman et al. (1986)y Fridman et al. (1990). El aislamientodel

matrigel bajo en factoresde crecimiento,del que se eliminan componentesde baja masa

molecular, se obtiene siguiendo el método descritopor Vukicevic et al. (1992b). En el

esquema4 serecogentodaslas etapasdel procedimientode preparaciónde los dos tipos de

matrigel.En la figura9 semuestraunaelectroforesisde preparacionesde lamininay de estos

dos tipos de matrigel.

Esquema4. Obtención de matrigel y matrigel bojo en factores de crecimiento

- Homogeneizacióndel tejido entampónTris 50 mM, pH 7,4, quecontieneNaCí 3,4 M, PMSF50 pg/mL
y NEM 50ug/mL. Centrifugación a 1 0.OOOg durante 30 minutos, descartándoseel sobrenadanteque

contieneproteinascelularesy séricas.

- Extracciónen tampónTris 50 mM, pH 7,4, que contieneurea2 M, manteniéndoseenagitaciónconstante
durante1 noche.Centrifugacióna 23. OOOg durante20 minutos.Se repitela extraccióncon el sedimento,
en idénticascondiciones;el sobrenadantedela segundacentrifugaciónseañadealdela primeraextracción.

- Diálisis frentea tampónA (Tris 50 mM, pH 7,4, NaCí 150 mM) estéril,quecontienecloroformoal 0,5%,
durante2 horas.Diálisis frente a tampónA estérildurante20 horas,seguidade diálisis frente a medio de

cultivo DMEM durante8 horas.El Matrigel se recogeen condicionesestérilesy se conservaa -200C.

- Paralapreparacióndel matrigelbajo en factoresde crecimiento,tras la homogeneizacióny extracción,se

realizaunaprecipitaciónsalinaadicionandosulfato amónicohastaalcanzarunaconcentraciónfmal del 20%
en estasal. Se mantieneen agitaciónconstantedurante1 noche.

- Centrifugacióna 23.000gdurante20 minutos,descartándoseel sobrenadante.El sedimentoseresuspende
entampónTris 50 mM, pH 7,4, quecontieneNaCí 150 mM. Serepitela precipitaciónconsulfato amónico
en las condicionesantesindicadas;el sedimentoseresuspendedenuevoen el tampónTris 50 mM, pH 7,4,
150 mM NaCí. A continuaciónse procede,de igual formaa la descritaparala obtencióndel matrigel
completo,a realizarlas diálisis frente a tampón A y medio DMEM, conservándoseeste matrigel en las
mismascondiciones.

Todaslas operacionesse realizana 40C A B C kDa

—200,0

—116,2
Figura 9.- Análisis electroforético de laminina, — 97,4
matrigel y matrigel bajo en factores de crecimiento.

Electroforesisen gelesdepoliacrilanaidaal 5% en — 66,2
presenciade SOSde (A) laminina, (LS) matrigel y (C)
matrigelbajo en factoresde crecimiento.En la partede
la derechade la figura se indica la posición de los

marcadoresutilizados. ‘— 42,7
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2.2. TECNICAS GENERALES DE CULTIVO CELULAR

2.2.1. CULTIVO CELULAR Y SUBCULTIVOS

Todas las operacionesque se describena continuaciónse realizanen condiciones

estériles,en cámarade flujo laminar(BV-30/70; Telstar),y empleandomaterialy productos

estériles.

Las células se cultivan en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), que

contieneglucosa4,5 gIL, suplementadocon suerofetal bovino al 5% (y/y), penicilina 50

U/mL, estreptomicina50 g/mL y L-glutamina300 .¡g/mL (mediocompleto). Los cultivos

se mantienena 370C en una atmósferacompuestapor un 95% de aire y un 5% CO
2

(incubadorNuaire,modelo IR, autoflow). El medio de cultivo secambiarutinariamentecada

doso tresdías. Las célulassesubcultivancuandosu densidadpor superficiede cultivo es lo

suficientementeelevadao cuandolas célulashanalcanzadola confluencia,ocupandocasitoda

la superficieútil de cultivo.

Los subcultivosserealizanliberandolas célulasdela superficiede crecimientoconuna

disoluciónde tripsina(EC 3.4.21.4)al 0,05%(p/v) y EDTA al 0,02%(p/v) en tampónfosfato

salino (PBS), despuésde lavar la capacelular conestemismo tampón. El cultivo celular se

mantienea 37
0C, controlándoseel procesodeseparaciónporobservaciónen un microscopio

de óptica invertida (Nikon TMS). Unavez liberadaslas célulasdel soporte,seañademedio

de cultivo completocon el fin de inactivara la tripsina. Deestamanera,seevitan los posibles

dañoscelularesqueunaexposiciónexcesivaalaenzimapodríaoriginar,degradandoproteínas

de la membranacelular.

La suspensióncelular obtenida se centrifugaa SOOg durante 10 minutos en una

centrífugaChristLaborfuge1 (Heraeus)y el sedimentoseresuspendeenel volumenapropiado

de medio de cultivo completo. Las célulassesiembranen nuevosfrascosde cultivo parasu

propagación,o bien seutilizanen los distintostiposde ensayos.El recuentocelularseefectúa

medianteel empleode unhemocitómetro(cámarade Neubauer,Brand).La suspensióncelular

homogénease depositaen ambascámarasdel hemocitómetrocon una pipeta Pasteur.A

continuaciónse procedeal contaje del número de célulasal microscopio, calculándose

mediantelas conversionespertinentesel número de célulaspor mililitro de la suspensión

original.

Paradeterminarla viabilidad celularseempleael test de exclusióndel azul Tripán.

Unaalícuotade lasuspensióncelular,obtenidaportripsinización,secentrifiagaa SOOgdurante

5 minutos. El precipitadoseresuspendeen 1 mL de unadisolucióntamponadadeazulIripán

[10 ¡.tL de azul Tripán al 0,4% (p/v), en 10 mL de tampón fosfato salino, pH 7,4], y se
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mantienea temperaturaambientedurante5 minutos,procediéndoseal recuentocelular. Las

célulasteñidasde azul soncélulasno viables.Laviabilidad seexpresacomo el porcentajede

células viables (no teñidas) con respectoal número total de células. Paracomprobarla

viabilidad alargopíazoserealizanestudiosde adhesióny extensióncelularasícomo cinéticas

de proliferacióncelular. Estosensayossedescribiránposteriormente.

2.2.2. CONSERVACION DE LOS CULTIVOS CELULARES

Para la conservacióndel cultivo celular, las célulasse tripsinizan, se recogenpor

centrifugacióna 800g durante10 minutosy seresuspendenen medio de cultivo que contiene

suero fetal bovino al 20% (y/y). La suspensióncelular se transfiere a viales esterilesde

polipropileno, de 2 mL de capacidad,añadiéndosedimetilsulfóxido (DMSO) hastauna

concentraciónfinal del 10% (y/y). Las muestrasse congelandisminuyendola temperatura

paulatinamenteaunavelocidadde 10C/min. Esteprocesosellevaacabohastaalcanzar-800C.

Posteriormentesetransfierena un contenedorcon aire líquido (-1800C)dondelas células se

almacenanduranteperíodosprolongadosde tiempo.

El procesode descongelaciónse realizasumergiendoel vial en un bañode aguaa

37”C. Unavezdescongelado,setransfiereel contenidode los mismosaun tubo de centrífuga

con 10 mL de medio de cultivo paradiluir la concentraciónde DMSO. Posteriormente,las

célulasse recogenpor centrifugacióny se resuspendenen medio de cultivo completoa la

densidadrequeridaparasusiembra.

2.2.3. OBTENCIÓN DE CELULAS A PARTIR DE EXPLANTES

Una pequeñaporción de tejido tumoral se coloca en una placa Petri, se lava

exhaustivamentecon PBS estéril, y se trocea con un bisturí, obteniéndosefragmentosde

aproximadamente2 mm3. Éstossedepositanen botellasde cultivo de 25 cm2 de superficie,

incubándosea 370Cdurante10 minutosparapermitir la adhesiónde los fragmentosde tejido

a la superficiede cultivo. A continuación,seañademedio de cultivo DMEM con suerofetal

bovino al 10% y suplementadocon penicilina (100 U/mL), estreptomicina(100 ¡.tg/mL) y

L-glutamina(300 ig/mL), procurandono despegarlos explantesde tejido de la superficiede

la botella.Los cultivos de explantesseincubana 370C en unaatmósfera95% aire: 5% CO
2.

La salidade célulasa partir de los explantessesigueporobservaciónen un microscopiode

óptica invertida.

En determinadasocasionessehanrealizadotambiéndigestionesenzimáticasdel tejido

tumoral por tratamientocon colagenasabacterianade Clostridium histolyticwn(EC 3.4.24.3;
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colagenasade tipo II, Sigma). La mezcla de digestión contiene: colagenasaa una

concentraciónde 250 U/mL y 270 U/mL de desoxirribonucleasa1 (DNasa1) de páncreas

bovino(EC 3.1.21.1;l3oehringerMannheim),enmediode cultivo. Las muestrassemantienen

sin agitacióndurante4 horasa 370C. Transcurridoestetiempo, la suspensiónresultantese

centrifugasuavementey el sedimentocelular seresuspendeen medio de cultivo completoy

se incuba en frascosde cultivo en las condicioneshabituales.

En cadacaso seobservala evolucióndel cultivo y secambiael medio de cultivo en

el momento en el que se observandesechoscelulareso tisulares,o cambiosen el PH del

medio. Cuando se obtienen células, estas se mantienen y se subcultivan según los

procedimientoshabituales.

2.3. ESTUDIOSDE CARACTERIZACIÓN CELULAR

2.3.1 ENSAYOS DE ADHESIÓN CELULAR Y DE INHIBICIÓN DE LA ADHESIÓN

Con el fin de estudiarla influenciade la matriz extracelularen el comportamiento

celular, se recubrenlas placasde cultivo con matricesextracelularespreformadaso con

componentesindividuales de la misma, como colágenosde tipo 1, tipo IV o tipo V,

fibronectina, laminina o con diferentespéptidos sintéticos cuya secuenciacontiene las

secuenciasactivas de reconocimientocelular. La preparaciónde los sustratosserealiza,en

cadacaso,segúnsedescribea continuacion.

Componentesde la matriz extracelular

Las proteínas de la matriz extracelular se disuelven a la concentración requerida para

cadaensayo(2-10¡sg/mL)en PBSquecontienekanamicina(50 ¡xg/mL) (PBS/kanamicina).Se

depositan 100 .tL de estas disoluciones en placas de 96 pocillos (0,32 cm2 de

superficie/pocillo),incubándose18 horasa 40C. Despuésde lavar tres veceslas placascon

PBS/kanamicina,los sitios de unión de proteínano saturadosse recubrenempleandouna

disolución de albúminade suerobovino (BSA) al 0.5% (p/v) en el mismo tampón, incu-

bándose2 horasa 370C. Por último, las placassevuelvena lavarcon tampóny seutilizan

inmediatamente.Las disolucionesde colágenode tipo 1 y de tipo IV sepreparana partir de

unadisoluciónen ácidoacético0,1 M a unaconcentraciónde 2 mg/mL. Estadisolucióndebe

mantenersea 40C paraevitar la formaciónde geles.En todos los casos,como control se

empleancélulassembradasenpocillos saturadossólo con albúmina.

Péptidossintéticos

Cuandoel sustratocon el cual se saturanlas placases un péptido se empleaotro
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métodode recubrimiento.Sepreparauna disolucióndel péptido ala concentraciónadecuada

en agua o en ácido acéticoal 20% (y/y) (Tashiroet al., 1989; Iwamoto et al., 1996). Se

utilizan placasde 24 pocillos de 2 cm2 de superficie,depositándose300
1.±Len cadapocillo,

llevándosea sequedaden la cámarade flujo laminarvertical.Trasesteproceso,los pocillos

se lavantresvecescon PBS/kanamicinay seprocedede igual formaa la descritaen el caso

de utilizar componentesde la matriz.

Los péptidoscorrespondientesa secuenciasfuncionalmenteactivasde la laminina, los

que contienenla secuenciade reconocimientocelular-RGD- y el péptido control GRGESP,

fueron sintetizadospor el Dr. Andreu en el Departamentode Química Orgánicade la

UniversidaddeBarcelona.Las secuenciasde los péptidosutilizados,en suformaamida,son:

GRGDSP(Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-NH-,),GRGESP(Gly-Arg-Gly-Glu-Ser-Pro-NH2)YKSR

(Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-NH2)linealy cíclico, CDPGYIGSR(Cys-Asp-Pro-Gly-Tyr-Ile-Gly-Ser-

Arg-NH2), IKVAV (Ile-Lys-Val-Ala-Val-NFI), IKVAVS (Ile-Lys-Val-Ala-Val-Ser-NH2)y

CIKVAVS (Cys-Ile-Lys-Val-Ala-Val-Ser-NH,).La purezade los péptidoses, en todos los

casos,superioral 95%.

Matrices extracelulares preformadas

Conel fin de obtenerlas matricesextracelularespreformadas,sesiembranfibroblastos

o célulasBCS-TC2enplacasde cultivo, manteniéndoseel cultivo hasta4-5 díasdespuésde

haberalcanzadola confluencia.Estoscultivos se lavan tres vecescon PBS a temperatura

ambientey a continuaciónsetratantresveces,durante10 minutosy a 0
0C, con un tampón

Tris 10 mM, pH 8,0, que contienePMSF 1 mM y desoxicolatosódico al 0.5%. A este

tratamientole siguentres lavados,de 5 minutosa 00C, conun tampónTris 2 mM, pH 8,0,

PMSF 1 mM. De estemodo se consigueeliminar completamentetodo el material celular

dejandola matrizextracelularbiosintetizadaintacta(Hedmanet al., 1979).Estasmatricesse

conservana 40C en tampónPBS/kanamictna.

Ensayode adhesióncelular

Se empleanplacasde 96 pocillos saturadascon la proteínaobjeto de estudio. Las

células se recogenpor tripsinización de los cultivos correspondientes,se centrifugany

resuspendenen medio de cultivo completo. Se mantienenen suspensiónen estemedio al

menosdurante30 minutosa 370C parapermitir la reconstituciónde la membranaplasmática

tras el procesode tripsinización.Las célulassecentrifugany resuspendenen medio libre de

sueroa una densidadde 1-1,2 x 1 Q6 células/mL, y se depositan100
1iL de la suspensión

celularencadapocillo. Transcurridoel tiempo adecuadosedeterminael númerode células

adheridasmedianteel métodocolorimétricodescritoporBusketal. (1992).Despuésde retirar

el mediodecultivo, la monocapacelularselavatresvecesconPBS, paraeliminarlas células
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no adheridas.Las células adheridassefijan con una mezclafría acetona:metanol(1:1; y/y)

durante10 minutosa 40C y selavantresvecescon aguadestilada.A continuación,las células

se tiñen durante30 minutos a temperaturaambientecon violeta cristal al 0,5% (p/v) en

metanolal 20% (y/y), añadiendo80 pi/pocillo. Posteriormente,se lavacon aguadestilada

pararetirar el coloranteno fijado en las células.El colorantesesolubilizamediantela adición

de 100
1.tL de SDS al 0,5% (p/v) en aguadestilada.Despuésde incubar 15-30 minutos a

temperaturaambiente,semide la absorbanciaa 570 nm en un lector de ELISA (Titertek

Uniskan II, Cultek). Los resultadosseexpresanen unidadesde absorbanciacon respectoal

blanco,considerandocomo tal la absorbanciade pocillos preparadosen idénticascondiciones

pero en ausenciade células. En cadacaso se restael control de adhesión,absorbanciade

células adheridasinespecíficamentea pocillos recubiertoscon BSA.

Ensayosde adhesióncelularen presenciade cationesdivalentes

Se empleanplacasde 96 pocillos saturadascon el sustratoobjeto de estudio. Las

célulasserecogenpor tripsinización,seresuspendenen mediode cultivo completoy sedejan

recuperarenestemedio durante30 minutosa 37
0C. Transcurridoestetiempo las célulasse

centrifugan,se lavandosvecescon PBSque contieneEDTA 1 mM y seresuspendenen un

tampón carentede cationesdivalentes[Tris 10 mM pH 7,5, NaCí 0,15 M, KCI 5 mM,

Glutamina2 mM, Glucosa1,8 mM, BSA 1% (p/v)jI, a una densidadcelular de 1-1,2 x 106

células/mL.El ensayoseinicia poradicióna cadapocillo de 100 .tL de la suspensióncelular

en el tampónpreviamenteindicado que contieneel correspondientecatión divalentea una

concentraciónfinal 2mM. Las placasseincubana 370C durante30 minutos,tras los cuales

sedeterminael númerode célulasadheridasmedianteel método colorimétricodescritoen el

apartadoanterior.

Ensayosde inhibición de la adhesión celular

Estosensayosse realizande manerasimilar a los ensayosde adhesióncelular. Sin

embargo.en estecaso,antesde sembrarlas célulassobrelos diferentessustratos,éstasse

preincubancon diferentesanticuerpos,o con el correspondienteagenteo péptido, a las

dilucionesadecuadasen DMEM libre de suero,durante45 minutosa 370C y con agitación

suave.Posteriormentelas célulassesiembrana unadensidadde 1,2 x105 célulasporpocillo

y sedejanadherirdurante30 minutosa 370C. Unavez transcurridoel tiempo de incubación

se determina el número de células unidas mediante el ensayo colorimétrico descrito

anteriormente.Los resultadosse expresanen porcentaje,considerandocomo 100% de

adhesiónla debidaa las célulasunidasa cadauno de los sustratosen ausenciadel agente.
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2.3.2. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR

Curvas de proliferación celular

Paraesteensayoseutilizanplacasde 4 pocillos de 2 cm2 de superficiede crecimiento,

saturadascon 300 pi de disolucionesde los diferentessustratos,en PBS/kanamicinaa una

concentraciónde lO¡xg/mL. Las células se obtienen por tripsinización de cultivos casi

confluentes, en las condicionesya mencionadasen apanadosanteriores.Estascélulas se

recogenporcentrifugacióna SOOgdurante5 minutosy seresuspendenen el medio de cultivo

completocon suerofetal bovinoal 10% (y/y), a unadensidadde 3 x l0~ células/mL.A conti-

nuación,a cadapocillo de la placasele añadelmL de la suspensióncelular correspondiente

y seincubaa 370C bajounaatmósferade aire:C0
2(95%:5%). El mediode cultivo secambia

rutinariamentecada2 días. A diferentesintervalosde tiempo,normalmentecada24 horas,se

procedea ladeterminacióndel númerode célulaspresentesen los pocillos medianteel método

colorimétricodel violeta cristal.

Lascurvasde proliferacióncelularseobtienenrepresentandola absorbanciaobtenida

paracadapocillo frenteal tiempo transcurridodesdela siembra.Estascurvaspresentantres

fasesbien definidas: fase de latencia, fase de crecimientologarítmico y faseestacionaria.

Suponiendoque en la fasedecrecimientologarítmicotodaslas célulaspresentesencultivo se

estándividiendoy lo hacena la mismavelocidad,su númerosepuedeajustara la siguiente

expresión:N = x 2~ (N0, númerode célulasiniciales; N, númerode célulasa t horas;k,

constantede regresión;n = kt, númerode generaciones).De estaexpresióny de lapendiente

de la curvade proliferaciónen la fasede crecimientologarítmico(logaritmo del númerode

célulasfrente al tiempo) sepuedededucirel tiempo medio de generación(1 = 1/k) a partir

de la expresión:T = log 2/pendiente

Las densidadesde saturaciónsedeterminancuandoel númerode célulassemantiene

constantedurante3-4 días. Sin embargo,cuandolos cultivos no presentaninhibición por

contacto, esteparámetroesmásdificil de determinar.Porello, paradeterminarla densidad

de saturaciónse siembrancélulasa distinta densidadcelulary semantienenlos cultivos de

fonna ininterrumpidadurante2-3 semanas(Kimball y Brattain, 1980).

Efecto de loscomponentesde la matriz extracelular sobrela capacidad ¡nitogénicade las

células

Las célulassesiembranen unaplacade 96 pocillos a una densidadcelular de 5x10
4

célulaspor pocillo, en medio completo. Tras24 horasde incubacióna 370C, seretira el

medio, se lava la monocapacelularcon medio libre de suero,y seañaden200 gL/pocillo de

medio con sueroal 0,5% y sedejaincubara 370C. A las 24 horas,se retira el medio y se

añademedio librede sueroque contiene[metil-3H]timidina(0,9 j.tCi/pocillo; 35 Ci/mmol, 1
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¡íCi/mL, Amersham)y la correspondienteproteínaa estudiar,a una concentraciónde 20

o sin proteínaen los pocillos control. Las célulasseincubandurante18 horasa370C.

Transcurridoestetiempo,seretira el mediode cultivo, selavanlas célulastresvecescon PBS

y seusancon 0,1 % de SDS (p/v) en NaOH 0,1 N. La radiactividadpresenteen cadauno de

los pocillos sedeterminaen un contadorde centelleolíquido (BeckmanL53801).

2.3.3. CITOMETRIA DE FLUJO

Cultivosconfluentessetripsinizany las célulassedejanrecuperar30 minutosa 370C

en presenciade medio DMEM completo.Transcurridoestetiempo se lavancon PBS y se

preparaunasuspensióncelulara la densidadadecuadaen PBScon azidasódicaal 0,02%(p/v)

y BSA al 0,1 % (p/v) (tampónPBS/BSA).Alícuotasde 1x106 célulasseincubancon 100 j.tL

delprimeranticuerpo,a ladilución correspondienteen PBS, durante1 horaatemperaturaam-

biente. A continuación,las célulasselavantresvecesconel tampónPBS/BSA,recogiéndose

porcentrifugacióna800gen unacentrífugarefrigeradaa40C (Medifriger, Selecta).Posterior-

menteseincubancon 100 j.tL del segundoanticuerpoconjugadocon isotiocianatode fluo-

resceína(FITC) a una dilución 1:100 en PBS, durante45 minutosa temperaturaambientey

en oscuridad.Despuésde tres lavadoscon tampón PBS/BSA, las célulasse conservanen

100¡iL de PBS/BSA guardándoselas muestrasa 40C hastasu valoración.Antesde realizar

las medidasseañadeyodurode propidio hastauna concentraciónfinal de 25 .tg/mL, para

determinarel número de célulasviables. Como valorescontrol se toma la fluorescencia

intrínsecade las célulasy la debidaal segundoanticuerpounido de manerainespecíficaa las

célulasen ausenciadel primeranticuerpo.

Las medidasserealizanen un citómetrode flujo FACScan(Becton-Dickinson)del

Centrode Citometríade Flujo y Confocalde la UniversidadComplutensede Madrid, y los

datossonprocesadosen un ordenadorHP310.

2.3.4. TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRÓNICA

Losestudiosde microscopiaelectrónicasehanrealizadoutilizandodiferentesaparatos

y microscopiosdel Centro de Microscopia Electrónica Luis Bru de la Universidad

Complutensede Madrid.

Microscopia electrónica de transmisión

Las célulassesiembranenbotellasde cultivo y seincubanhastaquealcanzanla con-

fluencia,momentoen el cualseretirael mediode cultivo y selavala capacelularcon tampón

fosfatosalino.Las célulassefijan iii sitie con unadisolución de glutaraldehídoal 1% (y/y) en

tampón fosfato 0,13 M, pH 7,4, durante2 minutos a temperaturaambiente.Tras varios
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lavadoscon tampón fosfato salino, las célulasse recogencon una espátulade goma, en el

mismo tampón, y se centrifugana 800g durante5 minutos. A continuación,el sedimento

celular se fija en tetróxido de osmio al 1 % (p/v) en aguadestiladadurante30 minutos.La

deshidrataciónde laspreparacionesselleva acaboportratamientocondisolucionesde acetona

de concentracionescrecientes(30% -100% y/y). Posteriormente,serealizasu inclusión en

Epon 812 mediante la resuspensiónde las muestrasen concentracionescrecientesde

acetona:Epon(2:1, 1:1, 1:2) y, en la-última etapa, Epon al 100%, realizándosetodo este

procesoen laoscuridad.Laúltima preparaciónsemantieneunanochea temperaturaambiente.

El sedimentocelularsetransfierea cápsulas,añadiendoEpon 812 al 100% hastacompletar

el volumen. Los bloquesseformanporpolimerizaciónde la resmaa 700C durante2-3 días.

Las muestrassetallan y, posteriormente,secortanen un microtomo con cuchilla de vidrio

para obtenercortes semifinosde 1 ¡sm de espesor.Estasseccionesse tiñen con azul de

toluidina y seobservanal microscopioóptico paraseleccionarlas zonasdondeserealizarán

los cortesultrafinosmedianteun ultramicrotomoUltracut E (Reichert-Jung),de un grosorde

80 nm. Los cortesse colocansobrerejillas (trama200) tapizadascon Formvardisuelto en

cloroformoal 0,16% (y/y).

Las seccionesultrafinas secontrastancon una disoluciónal 3% (p/v) de acetatode

uraniloen etanolal 50% (y/y) durante15 minutos.Tras lavarconaguadestilada,las rejillas

sedejan secaral aire y se tiñen con citrato de plomo durante7 minutos. Las muestrasse

observanen un microscopioelectrónicoZeiss902.

Microscopia electrónica de barrido

Paravisualizarlas célulaspormicroscopiaelectrónicadebarrido,los cultivos celulares

sedejancrecerhastaquelas monocapasseencuentrancasiconfluentes.En estemomento,se

retira el medio de cultivo y se lavancon PHS. A continuación,las célulassefijan por trata-

miento con glutaraldehídoal 2,5% (y/y) en el mismo tampón, durante30-45 minutos a

temperaturaambiente.Tras lavarcon PBS, las preparacionessedeshidratanpor tratamientos

sucesivoscondisolucionesde etanolcadavezmásconcentradas(20, 40, 60, 80 y 100%). Las

muestrasseterminande secarllevándolasal punto crítico (Balzers,modelo CPDO3O) y se

metalizancon oro (metalizadoraBalzers,modelo SCDOO4).Las preparacionessevisualizan

enun microscopioelectrónicode barridoJEOL, modelo JSM-6400.

2.3.5. VALORACIÓN DEL ANTÍGENO CARCINOEMBRIONARIO

La capacidadparasintetizarCEA sehaanalizadovalorandolos nivelesde estaproteína

tanto en el medio condicionadopor las célulascomo en la capacelular,como sedescribeen

Noguchi et al., (1979). Para ello, se siembran4x104 células por cm2 de superficie de
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crecimientoen medio DMEM suplementadoal 10% (y/y) consuerofetal bovino. Transcurn-

das24 horasdesdela siembra,secambiael medioporotro quecontieneun 2% (y/y) de suero

fetal bovino cambiándoseel medio cadados días. Los nivelesde CEA sedeterminan7 días

despuésde la siembra.El medio de cultivo condicionadopor las células secentrifugay se

liofiliza, guardándosea -200C hastael momentode realizarel ensayo,paralo que seresus-

pendepreviamenteen lmL de PBS. Un control, sólo con medio, seprocesaparalelamentea

estasmuestras.Porotro lado, las monocapascelularesse raspany las células selavan dos

vecescon PBS, manteniéndosea -800C hastasuutilización. Las célulasasí conservadasse

resuspendenen 0,5 mL de PBS y selisan mediantedosciclos de sonicaciónde 30 minutosa

40C en un baño de sonicación(Branson1200) alternadoscon un procesode congelación-

descongelaciónde las muestrasen nitrógeno líquido. Paralelamente,despuésde su

tripsinización, se determinael númerode células de cultivos mantenidosen las mismas

condiciones.Además,se realizauna valoración de proteínaspor el método de Bradford,

centrifugandopreviamentelas célulasy lisándolasen 1 mL de NaOH 0,3 N. Los nivelesde

CEA sedeterminanpor inmunodetección(ELISA), empleandoreactivoscomercializadospor

Roche.Los datos seexpresanen ng CEA/mg proteínatotal y en ng CEA/célula.

2.4. TÉCNICAS ANALÍTICAS GENERALES

2.4.1. ELECTROFORESISEN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIADE

SDS Y AUTORRADIOGRAFIA

Preparacióndel gel

Parala formaciónde los geles,normalmentede0,75 ó 1 mm de grosor,seempleaun

sistemade electroforesismini-ProteanII (BioRad). Separtedeuna disolución de acrilamida

al 30% (p/v) con unarelaciónde éstaabisacrilamidade 30:1. El gel separadorsepreparaa

la concentraciónde acrilan,idarequerida,en un tampónTris 0,4M, pH 8,8, conteniendoSDS

al 0,1 % (plv). La polimerizaciónseiniciapor adiciónde persulfatoamónicoal 0,045%(p/v)

y TEMED al 0,075%(y/y), ambasconcentracionesfinales.El gel concentranteseformaem-

pleandounadisolución de acrilamidaal 4% (p/v) en un tampónTris 120 mM, pH 6,8, con

SDS al 0,1 % (p/v). La polimerizaciónsedesencadenapor la adición depersulfatoamónico

al0,03%(p/v) y TEMED al 0,2%(y/y), introduciéndosepreviamenteun moldede metacrilato

quedaráforma a los pocillos de aplicacion.

Preparaciónde las muestras

A las muestrasseles añadeel tampónde aplicación[Tris 65 mM, pH 6,8, conteniendo

SDS al 3% (p/v), glicerol al 10% (y/y) y azul de bromofenolal 0,02% (p/v)]. El azul de
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bromofenolseañadecomo indicadorde la migracióndel frentede la electroforesis.Antesde

suaplicación,las muestrassedesnaturalizanporcalentamientoa900C durante5 minutos.Las

muestrasreducidassepreparandel mismo modo perocon tampónde aplicaciónque contiene

~3-mercaptoetanolal 5% (y/y).

Electroforesisy detecciónde las bandasde proteína

Las muestrasse aplican en los pocillos del gel y la electroforesisse desarrollaa

temperaturaambienteenun tampónTris 25 mM, pH 8,3, glicocola0,2 M, conteniendoSDS

al 0, 1 % (p/v), manteniendounaintensidadconstantede 25 mA/gel (frentede tensiónBioRad

1000/500).La electroforesissedetienecuandola bandade azul de bromofenolllega al final

del gel. Posteriormente,los gelessetiñen conunadisoluciónde azul de CoomassieR-250al

0,25% (p/v) en metanol:ácidoacético:agua(5:1:5; y/y/y) durante15 minutosa temperatura

ambiente.El desteñidodel gel se realizapor lavadoscon ácido acético al 7,5% (y/y) y

metanolal 20% (y/y).

Autorradiografla

Paravisualizar las bandasde proteínamarcadasradiactivamentecon tritio, tras la

electroforesis,las proteínasse fijan incubandoel gel con isopropanol:ácidoacético:agua

(25:10:65;y/y/y) durante30 minutosa temperaturaambiente.A continuaciónseincuba,con

el reactivoAmpl¡fr (Aniersham),30 minutosatemperaturaambiente.Los gelessesecansobre

papelWhaÉmanen un secadorde gelesLKB (Pharmacia).Porúltimo seprocedealadetección

porautorradiografia,colocándosesobreel gel unapelículafotográficaHyperfilm (Amersham)

en cámaraoscuray manteniéndosea -800C duranteun períodode tiempo dependientede la

radiactividad de la muestra. La película fotográfica se revela posteriormenteen una

procesadorade sobremesaAgfa Curix 60.

2.4.2. TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA

E INMUNODETECCIÓN

Preparaciónde las muestras

La monocapacelular se lavaunavez con PBS y serasparecogiéndoselas células en

estemismo tampón.Lascélulassecentrifugan10 minutosa 800gy seresuspendenen 50 ¡.it

del tampónde extracción(Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 2 mM, NaCí 140 mM, Triton X-l00

al 2% (y/y), PMSF lniM y NEM 1 mM). Estasuspensióncelularsehomogeneizamediante

7-8 pasesa través de una aguja de 0,5x16 mm y se centrifuga 15 minutos a 13.OOOg,

recogiéndoseel sobrenadante.Despuésde determinarla concentraciónde proteína,setoma

el volumen deseadoal que se adicionan 0,3 volúmenesdel tampón de aplicación de
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electroforesisconcentrado3 veces.

Electroforesisy transferencia

Tras el desarrollode la electroforesisen las condicionesanteriormentedescritas,los

geles,asícomo lasmembranasde nitrocelulosa(HybondC; Amersham)y las láminasde papel

Whatman3M, seequilibrandurante15 minutosen tampónde transferencia[Tris 48 mM, pH

9,5, glicocola39 mM, SDS 0,0375%(p/v) y metanolal 20% (y/y)].

El gel seponeen contactocon la membranade nitrocelulosay el conjuntose sitúa

entredoscapasde papelWhatman3M. Seaplicaunaintensidadde corrientede 60-70mA/gel

durante 1-2 horas, empleandoun sistema de transferenciaLKB 2117. El proceso de

transferenciasepuedeevaluarmediantelacomprobaciónvisualde latransferenciade proteínas

patronespreteñidascon azul de Coomassie.

Inmunodetecciónpor anticuerpos

Finalizadala transferencia,la membranaseincubaa temperaturaambientedurante2

horascon tampónTris 20 mM, pH 7,5, NaCí 150 mM (tampónTBS) que contienelecheen

polvo deslipidizadaal 5% (p/v). A continuaciónse incubadurante18 horasa 40C, con el

anticuerpocorrespondientediluido en tampón TBS que contieneTween-20al 0,05% (y/y)

(TBS/Tween-20).Posteriormentela membranaselava exhaustivamentecon TBS/Tween-20.

La incubaciónconel segundoanticuerpo,anti-IgG de conejoo de ratón,ambosobtenidosen

cabray marcadosconperoxidasaselleva a cabo,a la dilución adecuada,duranteuna horaa

temperaturaambienteen TBS/Tween-20.Tras el lavado, en condicionesidénticasa las

realizadasdespuésde la incubacióncon elprimeranticuerpo,el reveladoserealizautilizando

el kit comercialde ECL (Amersham)basadoen la emisiónde luz por la oxidaciónde luminol

(unadiacilhidrazidacíclica) en presenciade H
202 catalizadapor la peroxidasaconjugadaal

segundoanticuerpo.La exposiciónde unapelículafotográfica(Hyperfilm-ECL;Amersham)

a la membranapermite la detecciónde las bandasreconocidaspor el anticuerpo,tras el

reveladode la películamanualmenteo en unaprocesadorade sobremesaAgfa Curix 60.

2.4.3. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓNDE PROTEÍNA

La valoraciónde proteínasserealizade acuerdoal métodode Bradford (1976). El

reactivocontieneazul de CoomassieG-250 al 0,01%(p/v) en etanolal 4,75%(y/y) y ácido

fosfórico al 8,5% (y/y). Este método permitevalorarcantidadesde proteínacomprendidas

entre 1 y 10 .¿g (100 L demuestramás 1 mL de reactivo),determinándosela absorcióna

595 nm en un espectrofotómetroBeckmanDU-7. La medidade absorciónsepuederealizar
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2 minutos despuésde realizadala mezclay esestablehasta 1 hora después.Las rectasde

calibradoserealizantomandoalbúminade suerobovino (FracciónV, Sigma)como patrón.

Losespectrosde absorción11V serealizanenla regiónUy-visible (longitudesde onda

comprendidasentre340 y 240 nm) en cubetasde cuarzode 1 cm de pasoóptico con una

velocidaddebarridode l2Onm/minenunespectrofotómetroBeckmanDU-7. Laconcentración

de BSA sedeterminaa partir de la absorbanciaa 280 nm de los espectrosy considerandoun

E
2~ de 0,66 mL.mg’ .cm~’.

2.4.4. ANALISIS DE RNAs POR TRANSFERENCIA A MEMBRANAS

(NORTHERN-BLOT)

Aislamientode RNA

El RNA se extraeen tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformoen medio ácido de

acuerdoaunamodificacióndel métodoAGPC descritoporChomczynskiy Sacchi(1987).Las

monocapasde cultivos casi confluentesselavancon PBS estérily las célulasserecogenpor

raspadoy centrifugación.Despuésde un lavadocon PBS sehacenalícuotasde 5x10
6 células

e inmediatamenteseañaden500 pi de la disoluciónde extracción[tiocianatode guanidinio

4 M, citrato sódico25 mM, PH 7,0, sarcosinato0,5% (jp/v), j3-mercaptoetanol0,1 M]. La

preparaciónsehomogeneizaporpasessucesivosa travésde unaagujade 0,5 x 16 mm, y se

añadensucesivamente,y con agitación,50 gL de acetatosódico 2 M, pH 4,0, 500 gL de

fenol saturadoen aguay, finalmente, 100 .tL de cloroformo:alcoholisoamílico (49:1; y/y).

La suspensiónfinal se agita durante 10 segundosdejándosereposaren hielo durante15

minutos. La fase acuosa, que contiene el RNA, se separade la fase orgánica por

centrifugacióna 13.OOOgdurante20 minutosa 40C.

Sobrela faseacuosaseañaden500 iL de isopropanol,manteniéndose1 horaa-200C.

El precipitadode RNA, obtenidopor centrifugacióna 13.OOOgdurante20 minutosa 40C, se

redisuelveen 300 pi de tampón deextraccióny sereprecipita. Se resuspendeen etanolal

75% (y/y) frío (y libre de RNasas),semantiene10 minutosa 40C, secentrífugay sesecaa

vacio. Esteseredisuelve,manteniéndosea 65 0C durante10 minutos,en 50 j.tL de SDS al

0,5%(p/v) tratadocon DEPCal 0,1 %; el materialno solubleseelimina por centrifugacion.

La concentraciónde RNA sedetermina registrando el espectrodeabsorciónultravioleta de una

dilución 1:500 de la preparaciónen agua destilada.Una unidad de absorcióna 260 nm

correspondea 40 .tg/mL de RNA y, la relaciónA
260/A280 debeserde alrededorde 2,0. La

ausenciade degradaciónen la preparaciónde RNA se analizapor electroforesis,como se

describeposteriormente,pero con gelesde menor tamaño. La relaciónentre las bandas

correspondientesal RNA 28S y lSS debeseraproximadamente2.
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Electroforesisy transferencia

La electroforesisserealizaen gelesde agarosaal 1% en presenciade formaldehído.

Paraun gel de dimensiones1 Sxl5 cm, se calientauna suspensión1,5 g de agarosa(Ultra

Pure;Gibco BRL) en 111 mL de aguaultrapuray 15 mL de tampóndeelectroforesisMOPS

0,2 M, acetatosódico 50 mM, pH 7,0, EDTA 10 mM, autoclavadohastaque sefunde la

agarosay quedaunadisoluciónhomogénea.Estasedejaenfriarhasta60”C y se le añaden24

mL de formaldehídoal 37% (y/y). La mezclase depositaen una cubetacon un molde de

metacrilatoparadarformaalos pocillos deaplicaciónal solidificar.En cadapocillo seaplican

10-15 .tg de RNA total en tampónde aplicación[MOPS 20 mM, acetatosódico5 mM, pH

7,0, FOTA 1 mM, formamidaal 50% (y/y), formaldehidoal 6% (y/y), glicerol al 0,05%

(y/y), azul de bromofenolal 0,02%(p/v) y bromurode etidio 0,1 mg/mL]. En todoslos geles

seincluye un patróncon fragmentosde RNA de tamañoconocido.Las muestrasseincuban

10 minutosa 650C y, tras enfriarlasen hielo, secentrifugany seaplicanen los pocillos del

gel de agarosa.El tampónde electroforesisempleadoes: MOPS 20 mM, acetatosódico 5

mM, pH 7,0, EDTA 1 mM. La electroforesissedesarrollaa 80-100V hastaque el azul de

bromofenolalcanzala distanciadeseada.Despuésde la electroforesis,el gel selavacon agua

destiladaparaeliminarel formaldehídoy seobservaen un transiluminadorequipadoconuna

lámparaUy que emitea 312 nm (Fluo-Link, TFL-20.M).

Parala transferencia,el gel sesumergedurante10 minutosen NaOH 50 mM y se

coloca sobreuna membranade nylon (Hybond N; Amersham)previamenteempapadaen

tampón de transferencia(SSC 10 vecesconcentrado;tampónSSC:citratosódico 15 mM, pH

7,0, NaCí 150 mM) que seencuentrasobreuna lámina de papelWhatman3M. En la parte

superiordel aparatode transferenciaa vacio (Bio-Rad, modelo 785) se coloca tampón de

transferenciaque cubracompletamenteel gel, y el sistemasesometea vacio (13 mm Hg)

durante90 minutos.La membranasesumergedespuésde la transferenciaen tampón2xSSC

durante5 minutosy sedejasecarentrepapelesde filtro. El RNA transferidoa la membrana

denylon sefija a éstaporentrecruzamientobajo luzultravioleta(0,3 J/cm2).Lasmembranas

seconservanen unabolsaherméticaa -200C hastasuhibridación.

Hibridacióny marcajeradiactivode las sondas

Las membranasse prehibridandurante6 horasa 420C en un incubadorrotatorio

(Amersham)en 5 mL de unadisolución de prehibridaciónque contiene:formamidaal 50%

(y/y), SDS al 0,5% (p/v), SxSSC,disolucióndeDenhardtIFicolí 0,02%,albúminade suero

bovino0,02%(p/v) y polivinilpirrolidona 0,02%]5 vecesconcentrada,y 0,1 mg/mt de DNA

de espermade salmónfragmentadoy desnaturalizado.

Los fragmentosde DNA empleadoscomo sondase purifican tras digestión de los

plásmidoscorrespondientescon las enzimasde restricción requeridasen cada caso. Los
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fragmentosse purifican en geles de agarosacortando las bandascorrespondientesa los

fragmentosy purificandoel DNA medianteel kit comercial “Gene Clean” (Bio 101 Inc.). Una

vezpurificado el DNA sonda,éstesemarcamedianterandomprimingsiguiendoel protocolo

del kit comercialde marcajede DNA “Ready-to-go” de Pharnaacia.El DNA marcadocon

5OgCi de [a-32PJdCTP(3.000 Ci/mmol; 10
1.tCi/¡.tL), aproximadamente25 ng con una

actividadespecíficamayorde íO~ dpm/pg,sepurifica en unacolumnade SephadexG-50.El

DNA así obtenidosedesnaturalizay seañadedirectamenteala mezclade prehibridación.La

hibridación se realizaa 42
0C durante16-18 horas.Tras ello, las membranasselavan dos

vecescon 2xSSC durante5 minutosa temperaturaambiente,posteriormentedosvecescon

SDS al 0,1% (p/v) en 2xSSC durante30 minutos a 550C y, por último, se sometena un

lavado de 5 minutosa temperaturaambienteen SDS al 0,1%(p/v) en 0, lxSSC (sólo cuando

las sondasy el mRNA tienen un grado de homologíamuy elevado). Las membranasse

analizanmedianteautorradiografiaempleandounapelículafotográfica.En todos los casosse

empleóuna sondaparael ¡nRNA de la ~-actinaparanormalizarlos resultados.

Lassondasempleadasfrentea las metaloproteinasasMMP-2, MMP-7 y MMP-9, así

como la de ¡3-actina son del laboratorio de la Dra. A. Fabra (Instituto de Investigación

Oncológica,HospitalDurani Reynals,Hospitaletde Llobregat),dondesehanrealizadoestos

análisis. La sondaempleadafrentea la proteínade unión a laminina de 67 kDa, cedidapor

el Dr. J.E. Riese(PharmaciaUpJohn,Madrid), esun oligonucicótidocomplementarioa los

nucleótidos+230 a +259,segúnla secuenciadel cDNA descritopor Rao et al. (1989).

2.4.5. ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS

Lasmuestras,previamentesecadasavacío,sehidrolizanen 100 pi de HCl azeótropo

tridestilado5,7 N que contienefenol al 0,1%(p/v) y norleucina(l7pmol/¡.tL) como estándar

interno.Lashidrólisisserealizanen tubos Pyrex,cerradosavacío,a 11 00C duranteal menos

18 horas.Posteriormenteseabrenlos tubosy lasmuestrassellevanasequedad,se lavandos

vecescon 100
1tL de aguadestiladay sesecan.Los hidrolizadossedisuelvenen 50 pL del

tampón de aplicacióny se trasvasana tubos de teflón. Despuésde centrifugaciónen una

microfugaBeckman,seaplicanentre5 y 30 pi de las mismasen un analizadorautomático

Beckman6300conectadoaunmódulode interfaseanalógicaSystemGoId. El sistemadispone

de un integradorautomáticoquepermitecalcularla concentraciónde cadaaminoácidoen el

hidrolizado.Conocidala composiciónde aminoácidosde la proteína,y teniendoencuentael

estándarinternode norleucina,seestimala concentraciónde proteínade la disolución inicial.
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2.5. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

2.5.1. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE METALOPROTEINASAS

La presenciade actividadesdegradativasde componentesde la matrizextracelularse

analizatanto en los medioscondicionadospor los cultivos celulares,como en los tumoresy

medioscondicionadospor éstos.

Obtencióndemedioscondicionados

Las célulassesiembranen frascosde 75 cm2 de superficieen mediocompleto.Cuando

los cultivos alcanzanun estadosemiconfluente,seretirael medio y, paraeliminar los restos

de suero,se lavala monocapacelular con medio de cultivo libre de sueropero conteniendo

glutaminay antibióticosa las concentracioneshabituales.En estascondicionesseincubanlas

célulasdurante1 horaa 370C. Transcurridoestetiempo seelimina el medioy seañaden8-10

mL delmismomedio frescoy seincubaa 370Cdurante24 horas.Finalmente,el mediocondi-

cionadoserecogey centrifugaa 800gdurante10 minutosparaeliminarcélulasquepudieran

encontrarseen suspensión.El sobrenadantese conservaa -800C hastasu utilización. Trasla

eliminacióndel medio, las células seutilizan parala obtenciónde extractoscelulares.

En el caso de los tumores,0,2 g de tumor seincubandurante4 horasa 370C con 6

mL de medio libre de suero que contiene glutamina y, para evitar contaminaciones,

antibióticosal doblede la concentraciónhabitual.Trasesteperíodo,seretiraestemedio y se

añademedio nuevo en las mismascondicionesque el anteriory se incubaa 370C durante24

horas.El medio condicionadoseseparapor filtración con gasay seconservaa -800C.

Losmedioscondicionadosseconcentranpor filtraciónutilizando filtros Centriplus-lO

o Centriplus-30(Amicon), con un poro promedioque excluyeproteínasde masamolecular

mayor de 10 ó 30 kDa, respectivamente.La concentraciónde proteínade estosmedios

condicionadossedeterminaporel métodode Bradford.Estosmedioscondicionadosseutilizan

paradetectarla actividad de MMPs mediantezimogramas,o paraanalizarla presenciade

estasenzimasmedianteinmunotransferencia.

Preparaciónde extractoscelulares

Paraevaluarla actividaddeMMP asociadaa lamembrana,seprocedea la obtención

de extractoscelularesa partir de los cultivos utilizados para la obtenciónde los medios

condicionados.La monocapacelularselavacon Tris 50 mM, pH 7,4, NaCí 150 mM, CaCI
2

1 mM, atemperaturaambiente.A continuación,seañadeTriton X-1 14 al 1,5% (y/y) enTris

50 mM, pH 7,4, NaCí 150 mM (1 mL porcada30 cm
2 de superficiede cultivo) y serecogen

las célulasraspandolamonocapaconunaespátulade teflón. El extractoobtenidosecentrifliga
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a l0.OOOg a 40C durante2 minutos. El sobrenadantesetransfierea un tubo eppendorfy se

incuba a 370C durante2-5 minutos para permitir la separaciónde fases. Tras ello, se

centrifugaa 3.OOOg y se recogela fracción del detergente.En el caso de que aparezca

precipitadoserepite de nuevo la centrifugación.A la fracción del detergenterecogidasele

añade1 mL de Tris 50 mM, pH 7,4, NaCí l5OmM, CaCí., lmM y secongelaa -800Chasta

suutilización.

Gelatinograma

Los gelatinogramasserealizansegúnel métododescritoporHeussenyDowdle(1980).

Unavez conocidala concentraciónde proteínade cadamuestra,setomael volumennecesario

de lamismay seañaden0,5 volúmenesde tampónde aplicaciónde muestrasde electroforesis

3 vecesconcentrado.En cadapocillo de la electroforesisse aplican entre 5 y 40 gg de

proteínaprocedentede los medioscondicionadosconcentrados.A diferenciade lo descritocon

anterioridadparala electroforesisengelesde poliacrilamidaenpresenciade SDS, parallevar

a caboel gelatinogramalas muestrasno sedesnaturalizantérmicamentey la electroforesisse

lleva a cabosiempreencondicionesno reductorasparapermitir la posteriorrenaturalización

de las actividadesgelatinolíticas.Seempleangelesde poliacrilamidaal 10%, en presenciade

SDS al 0,1% (p/v), que contienen gelatina al 0,1 % (p/v). Tras el desarrollo de la

electroforesisa 40C, los gelesselavan dos veces,durante30 minutos, con tampónTris 50

mM, pH 7,4, que contieneTriton X-l 00 a] 2,5% (y/y), paraeliminar el SDS presenteen el

gel. Posteriormenteserealizandoslavadossucesivosde 10 minutoscon tampónTris 50 mM,

pH 7,4. A continuaciónel gel se incubadurante72 horascon tampónTris 50mM, pH 7,5,

NaCí 0,1SM, CaCI
2 lOmM, Triton X-l00 0,1% (y/y), NaN3 0,02% (p/v), en el cual la

actividadde gelatinasaesmáxima.

Los gelessetiñen con una disolucióndeazul de CoomassieR-250 al 0.25%&/v) en

metanol:ácidoacético:agua(5:1:5;y/y/y) durante3horasatemperaturaambiente.El desteñido

del gel se realiza por repetidos lavadosen ácido acético al 7,5% (y/y). La actividad

gelatinoliticasedetectapor la tinción negativadebidoa ladegradaciónde la gelatinapresente

en aquellaszonasdel gel dondeselocalizan las metaloproteinasas.

2.5.2. VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA

La valoraciónde fosfatasaalcalinasedeterminamedianteel protocolopropuestopor

Schroyet al. (1994).Lascélulastripsinizadassesiembranen placasdecultivo de 20 cm
2 en

DMEM con sueroal 5%, a una concentraciónde 3,5 x io~ célulasporplaca.Las célulasse

incubana 370C cambiandoel medio de manerarutinariatodoslos días. A distintostiempos,

el medio decultivo seretira, selavala monocapaconPBSy serecogenlas célulasen 200 pL
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de tampónTris 2 mM, pH 7,2, que contienemanitol 50 mM. La muestrasehomogeneiza

pasandola suspensióncelulara travésde unaagujade 0,5 x 16 mm y seconservaa40C hasta

suvaloración.Laactividadde fosfatasaalcalinasedeterminacon reactivoscomerciales(Sigma

Diagnostics,ALP 10),utilizandop-nitrofenolfosfatocomosustrato.Unaconcentraciónfija de

sustrato(1 mL de la solucióncomercial)sepreincubaa 370C durante5 minutosen un espec-

trofotómetrotermostatizado(Uvikon 930, Kontron) antesde añadir20
1iL de la muestray

medirsela absorbanciaa 405 nm. El incrementoen la absorbanciaa 405 nm debido a la

formación de p-nitrofenol es directamenteproporcionala la actividadde fosfatasaalcalina,

tomándosela pendienteentre 1 y 5 minutos de incubación.Como control se considerala

absorciónde 1 mL de la solucióncomercialen presenciade 20 ¡.iL de aguadestiladaen vez

de la muestra.La actividadde la fosfatasaalcalinaseexpresaen miliunidadespormiligramo

de proteínatotal (mU/mg). La unidad de actividad sedefine como la cantidadde enzima

necesariaparaproducir 1 gmol de p-nitrofenol por minuto a 37
0C.

2.53. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE S’-NUCLEOTIDASA

Se utiliza el métodoradiactivodescritoporGentry y Olsson(1975). Las medidasse

realizanentampónTris 50 mM, pH 7,4, conteniendoMgCI
2 10 mM y NaCí 120mM (tampón

de ensayo).Al PH al que serealizael ensayo,las fosfatasasinespecíficas,ácidasy alcalinas,

no sonactivas (Sunet al., 1982). El ensayoestándarcontieneAMP 0,1 mM y 0,05 1iCi de

sustratomarcado,12-
3Hjladenosina-5’-monofosfato(1¡.iCi/¡.iL;15 Ci/mmol; Amersham),en un

volumenfinal de 500 ¡.±Lde tampónde ensayo.La mezclaseincubaa 370Cdurante15 minu-

tos bajo agitaciónconstante,deteniéndoseposteriormentela reacciónporadición de 100 pi

de una disoluciónde ZnSO
40,3 M seguidode 100 pi de unadisoluciónde Ba(OH)20,3 M.

A continuaciónse centrifliga a 13.OOOg durante 15 minutos en una niicroflzga (Hettich

Mikroliter), niidiéndosela radiactividadde una alícuotadc 400 pi del sobrenadanteen un

contadordecentelleolíquido (BeckmanLS3801). Todoslos ensayosserealizanrutinariamente

porduplicadoo triplicado,corrigiéncloselos valoresdeactividadcon blancosdehidrólisis no

enzimática.Estoscontrolesseobtienenen idénticascondicionesa lasindicadasanteriormente

pero en ausenciade la muestravalorada. La actividad de 5’-nucleotidasase expresaen

unidades(cantidadde enzima que hidroliza 1 pmo) de sustratopor minuto) o bien en

nanomolesdeAMP hidrolizadosdurante15 minutosa 37
0C, calculándosesiempreen el tramo

dondela hidrólisisde AMP seincrementade formalineal con e) númerode célulasutilizadas

en el ensayo(Olmo et al., 1992).

Actividadde 5 ‘-nucleotidasaen células en suspensión

Las célulasserecogenpor tripsinizacióny la suspensiónasí obtenidasecentrifugaa
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800 g durante 5 minutos. El sedimentose resuspendeen medio de cultivo completo

manteniéndoselas célulasensuspensióndurante30 minutosa 370Cparasurecuperación.Tras

estaincubación,se lavandosvecesconel tampónde ensayoy se resuspendenen el volumen

adecuadodel mismotampón,realizándoselasdilucionespertinentesy procediéndoseal ensayo

de actividaden las condicionesanteriormentemencionadas.Durantela incubaciónlas células

se agitansuavementeen un agitadorde balanceo.

2.6. ESTUDIOS GENÉTICOS

Estosestudiossehan llevadoa caboen colaboracióncon el grupodel Dr. Benítezdel

Departamentode GenéticaHumanade la FundaciónJiménezDíaz.

2.6.1. DETERMINACIÓN DEL CARIOTIPO

Las célulasse siembranen frascosde cultivo de 25 cm2 de superficieen medio de

cultivo completoy sedejan crecerdurante4-5 días para que se encuentrenen la fase de

crecimientoexponencial.En estemomento,se les cambiael medio de cultivo por otro que

contieneColchicinaa 0,06 ~.tg/mL(Gibco)y seincubadurante2-4horasa 370C. Las células

serecogenpor tripsinización,secentrifugany resuspendenen un medio hipotónico de KCI

al 0,56%,manteniéndoseen estascondiciones30 minutosa 300C. Las células sevuelvena

sedimentarpor centrifUgación y se fijan en metanol:ácidoacético glacial (3:1, y/y). Las

muestrasseextiendensobreportaobjetoslavadoscon metanoly sedejansecaral aire.Algunos

portaobjetossetiñen conunadisoluciónde Giemsaal 2,5%(Gibco) paraprocederal contaje

de los cromosomas;el restoseempleaparala determinacióndel cariotipo,porbandeoQFQ

y GTG (Caspersonet al., 1970; Seabright,1971).Seanalizanvariasmetafasesporcadalínea

celular y en diferentespasajesde tripsinización.

2.6.2. AISLAMIENTO DE DNA

Las célulasse siembranen frascosde cultivo de 150 cm2 y sedejancreceren las

condicioneshabitualeshastaalcanzaruna densidadcelular próxima a la confluencia.Las

célulassetripsinizan,serecogenen mediocompletoy selavancon PBS. El sedimentocelular

sepuedecongelara -800C o sepuedeprocederal aislamientodel DNA de formainmediata.

Paraaislar el DNA, el sedimentocelular se lava con suero fisiológico y se centrífuga2

minutos a 13.000 g, eliminando el sobrenadante,repitiéndoseesteprocesotres veces.A

continuaciónseañadesobrela muestraNonidetP-40 0,1 % (y/y), seagita y secentrífuga2

minutosa 13.000g. El sedimentoseincubaen 500 pi de tampónde digestiónde proteínas

[EDTA 25mM, pH 8,0, NaCí lOOmM, SDS 0,5% (p/v) y 200 gg/mL de proteinasaK] a

420Cdurantetodala nocheo a 55-60Wdurante3 horas.Las proteínasy lípidospresentesse
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eliminan añadiendoa la muestrafenol:cloroformo:alcoholisoamílico (25:24:1; y/y/y). La

mezclase agita y se centrifuga 2 minutos a 13.OOOg,parasepararla fase orgánicade la

acuosa.Sobrela fase acuosa,que contieneel DNA, serepite el procesode extraccióncon

fenol:cloroformo:alcoho!isoamílíco. A continuación, para eliminar el fenol, se añade

cloroformo:alcoholisoamílico (24:1; y/y), se agita y se centrifuga2 minutos a 13.OOOg

recuperándosede nuevola faseacuosa.La precipitacióndel DNA serealizacon NaCí 0,2 M

y dosvolúmenesde etanol absoluto.El DNA sehidrata en etanol frío al 70% (y/y) y se

resuspendeen tampónTris lmM, pH 8,0, conteniendo0,1 mM de EDTA. La concentración

de DNA sedeterminaapartirde lamedidade la absorcióna260 nm en unespectrofotómetro,

considerandoque una unidadde A260~,, correspondea 50 gg/mL de DNA.

2.6.3. INESTABILIDAD GENÉTICA

Las célulassetripsinizan,se lavancon PESy seguardana -80
0C. El DNA seextrae

de las células tripsinizadassegúnel métododescritoanteriormentey seamplifica por PCR

paravariosmarcadoresde microsatélites.Las distintasregionesde microsatélitesexaminadas

fueron RHO (Weberet al., 1989), D6slOS (Weberet al., 1991), DMD-45 (Clemenset al.,

1991),D25123 (Weissenbachetal.,1992),D25119yHD(Reissetal.,1993),D4595 (Allitto

et al., 1991),D4SL 11 (Scottet al., 1992),DMD44 (Clemenset al., 1991)y D45127(Taylor

et al., 1992). Los análisispor PCR serealizanusando100-200ng de DNA genómicoen un

volumen de 20 jit de la siguientemezclade reacción:Tris lOmM (pH 8,3), KCI 50 mM,

MgCI, 1,5 mM, 240 ~M de cadadeoxinucleótidotrifosfato, 12,5 pmolesde cadacebadory

0,5-1 unidadesde Taqpolimerasa(Boehringer).Las reaccionesde amplificaciónstandardse

realizanen las siguientescondiciones:treintaciclos de 60 segundosa 940(2, 60 segundosa
550(2, y 90 segundosa 720(2, seguidopor una extensiónde 5 mm a 720(2. Despuésde la

amplificación, 5 pi de las muestrassedesnaturalizanen formamidaal 95% y serealizauna

electroforesisen gelesdepoliacrilamidaal 6-9%,deacuerdoal tamañode los fragmentos.Los

gelessetiñen con bromurode etidio y sefotografianbajo luz UV con una cámaraPolaroid

o, despuésde la electroforesis,los gelesmarcadosradiactivamentese secany exponena

películasfotográficas(Kodak)durante4-12horas.La mayoríadelos experimentosserealizan

con reaccionesde PCRque contienen1-2 gCi de [&2P]dCTP(3.000Ci/mmol; 10 gCi/j.tL),

pero la tinción con bromurode etidio muestraunosresultadossimilares.

2.6.4. ANALISIS DE MUTACIONES EN LOS GENESpi? Y MSH2

Para detectarposibles mutacionesen el gen p53 se lleva a cabo el análisis de

polimorfismo conformacional de cadenasencilla (SSCP) en el exon 8 de este gen. La

amplificacióndel DNA serealizapor la reacciónen cadenade la polimerasa,usando100 ng

deDNA en 10
1L de la mezclade reacciónquecontiene:Trís lOmM (pH 8,3),KCI 50 mM,
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MgCI2 1,5 mM, deoxinucleótidostrifosfato 200 .tM y 10 pmoles de cada cebador

(Kocialkowskiet al., 1995), 1 unidadde Taqpolimerasa(Boehringer)y 1 ktCi de &
2P-dCTP

(3.000 Ci/mmol; 10 p.Ci/¡.tl). Las reaccionesde amplificaciónconsistenen 35 ciclos de 30

segundosa 940Cparala desnaturalización,1 minuto a 620(2parael alineamiento,y 1 minuto

de extensióna 720(2, usandoparaello un sistemade PCR Perkin-Elmer.Los productosde

PCRsediluyen con una disoluciónde formamidaal 95% (y/y), EDTA 20 mM, xilencianol

al 0,05%(p/v) y azul de bromofenolal 0,05% (p/v). Tras la desnaturalización,las muestras

seaplicanen gelesde poliacrilamidaal 6-8%en condicionesno desnaturalizantes,con glicerol

al 10% (y/y), y sedesarrollala electroforesisa 10 W durante11-18 horas.El gel seseca

sobrepapelde filtro y seexponea una películade autorradiografiaa temperaturaambiente

o a 40C durante1-6 horas.

La secuenciaciónse realizausandolos mismos cebadoresempleadosparael análisis

de SSCP.Las reaccionesde secuenciaciónsedesarrollansegúnel métodode terminaciónde

cadena(Sangeretal., 1977)usandoel kit comercial“Sequenase”(USB, USA). Los productos

se sometena electroforesisen gelesdesnaturalizantesde poliacrilamida al 6%. Todas las

mutacionesseconfirmansecuenciandola cadenacomplementaria.

Paradetectarmutacionesen el genMSH2, seamplifican porPCR las secuenciasque

codifican a los nucleótidos2020-2225del cDNA y las regionesdel DNA genómico que

contienena lasunionesintron/exonutilizandolos primers 16324y 16340(Fishelet al., 1993).

Los productosde PCRseanalizanporpolimorfismoconformacionalde cadenasencillausando

métodosstandard(Orita et al., 1989).

2.7. DETECCIÓNY PURIFICACIÓN DE RECEPTORESDE TIPO INTEGRINA

2.7.1.INMUNOPRECIPITACIÓNDE LOS HETERODÍMEROSDE INTEGRINAS

Marcaje de la superficie celular con D-[6-3H1-Glucosamina

Las células,sembradasen frascosde cultivo de 165 cm2 de superficie,se incubanen

las condicioneshabituales hasta que el cultivo alcanza un estado semiconfluente. A

continuación,las célulasse incuban durante48 horas a 370(2 en medio RPMI con bajo

contenidoenglucosa,suplementadocon suerofetal bovinoal 5% (y/y), penicilina 50 U/mL,

estreptomicina50 ~ig/mL, L-glutamina300 .tg/mL y D-116-3H]Glucosamina(6 Ci/mL; 31

Ci/mmol). Transcurridoesteperíodoseretira el medio, y la monocapacelular se lava con

PBS. Las célulasseraspany serecogenpor centrifugacióna 800g durante10 minutos.

Marcajede la superficiecelularcon Sulfo-NHS-biotlna

Lascélulasserecogenportripsinización,selavantresvecescon PBS,centrifugéndose

10 minutos a 800g despuésde cadalavado. Tras el tercer lavado con PBS, el sedimento
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celularseresuspendeen tampónHepes0,1 M, pH 8,0, y secentrifugade nuevoen las condi-

cionesanteriores.El sedimentoobtenidoseresuspendeen 5 mL de tampónHepes0, lM, pH

8, que contienesulfo-NHS-biotina a una concentraciónde 0, 1 mg/mL y se deja incubar

durante40 minutosa temperaturaambientecon agitaciónsuave.Deestamanerasefavorece

la unión de la biotinaa los residuosde lisina de las proteínas.Trasla incubación,seelimina

el excesode biotina lavandovariasvecescon medio de cultivo.

Inmunoprecipitación de las integrinas

Todas las etapasdescritasa continuaciónse realizana 40(2• El sedimentocelular,

marcadocon D-116-3H(N)]-Glucosaminao con biotina,seextraecon 1 mL de tampónde lisis

(Tris lOmM, pH 7,4, NaCí0,14M, Triton X-l00 al 2%,NEM 2mM y PMSF2mM), durante

6 horasy con agitación.Transcurridoestetiempo, la muestrasesonicadurante5 minutosa
40(2, con sonicadorde vástago(MSE), y se centrifugaa 13.OOOgdurante15 minutospara

eliminar el materialno solubilizado.El extractocelularseclarifica incubandocon 100 .tL de

Sepharose-4B(equilibradaen tampón de lisis) durante1 horacon agitación, tras lo cual la

muestrasecentrifugaa 13.OOOgdurante15 minutos.El sobrenadanteseclarifica de nuevoy

secentrifliga en las condicionesanteriores.Alícuotas de 250 pi del extractode proteínas

clarificado, se incuban durante 20 horas con 100 >xL del anticuerpo anti-integrina

correspondiente.Transcurridoestetiempo,la muestraseincubadurante90 minutoscon2 pi

de un segundoanticuerpofrenteal anticuerpoanti-integrina,parafavorecerel reconocimiento

del inmunoprecipitadopor laproteínaA-Sepharose.A continuación,lamuestraseincubacon

50 ¡.tL de ProteínaA-Sepharose(equilibradaen el tampón de lisis), durante2 horasy con

agitación,para favorecerla unión del inmunoprecipitadoa la ProteínaA. La muestrase

centrifligaa 13 .OOOg durante15 minutos,y el precipitadoselavatresvecescon tampónde

lisis quecontieneTriton al 1 %. Tras la última centrifugaciónseañaden30 jaL de tampón de

aplicacióncarentede agentereductoral precipitado,y la muestrasecongelaa -200Chastasu

aplicaciónen electroforesis.

Tras la electroforesis,la detecciónde las integrinasserealizapor autorradiografiao

por detecciónde proteínasbiotiniladas. En esteúltimo caso,tras la electroforesisserealiza

la transferenciaamembranasde nitrocelulosa.Lamembranaseincubaatemperaturaambiente

durante1 hora con tampónB [Tris 20 mM, pH 7,5, NaCí 0,5 M, Tween-20al 0,2% (y/y)]

quecontienelecheen polvodeslipidizadaal 5% (p/v).A continuación,seincubaatemperatura

ambientedurante 1 hora con Avidina-peroxidasa(BioR.ad) diluida 1:1000 en tampón B

conteniendoleche deslipidizadaal 0,1 % (p/v). Posteriormentela membranase lava varias

vecescon tampónB y, finalmente,seefectúaun último lavadocon estemismo tampónpero

en ausenciade Tween-20.La detecciónde las bandasserealizautilizando el kit comercialde

ECL. revelándosela películafotográficaenuna procesadorade sobremesaAgfa Curix 60.
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2.7.2. CROMATOGRAFÍAS DE AFINIDAD EN SEPHAROSE 4B

Anclajede las proteínasde la matriz a Sepharose4B

Comosoporteparalas cromatografiasde afinidadseempleaSepharose4B activadacon

bromuro de cianógeno(Pharmacia)a la que seune covalentementelaminina, fibronectinao

colágenode tipo 1. Parala unión del ligando a la Sepharose4B, 20 mg de cadauna de las

proteínassedializanfrenteal tampónde anclaje(bicarbonato0,lM, pH 8,3, NaCí 0,5 M, en

el casode fibronectinay colágeno,y bicarbonato0,lM, pH 7,3, que contieneNaCí 0,5M y

EDTA lOmM, parala laminina). El gel sepreparapor lavadosconHCI lmiM (200mL/g de

gelutilizado),y un último lavadocon el tampónde anclaje.La disolucióndeproteínaseañade

al gel rápidamenteya que los gruposactivadosde la resmason inestablesa estepH. La

mezclasemantieneconagitacióncontinuasuavedurante24 horasa40C. Laproteínano unida

covalentementeseeliminapor filtracióny lavadoscon tampónde anclaje.El gelseresuspende

en tampónTris 0,1 M, pH 8,3, manteniéndoseenestetampóndurante2 horasa temperatura

ambienteparaeliminarlos gruposactivosresiduales.Finalmenteserealizan3 lavadosalternos

con tampónacetato0,1 M, pH 4,0, que contieneNa(2l 0,5 M, y con tampónTris 100 mM,

pH 8,0, Na(2l 0,5 M. La resmase conservaa 40(2 en este último tampón. En estas

condiciones,prácticamentetoda laproteínaseuneala resma,comosecompruebaporanálisis

de aminoácidosde la proteínano ancladaa la Sepharose4B. La concentraciónfinal de cada

una de las proteínasesde aproximadamente2mg de proteína/mLde Sepharose4B.

Crornatograflasde afinidad

La purificaciónde receptoresde tipo integrinaserealizamediantecromatografiade

afinidadencolumnasde Sepharose-laminina,Sepharose-fibronectinaySepharose-colágenotipo

1 (de 2mL de lecho),equilibradasen tampónTrís 50 mM, pH 7,3, conteniendoNaCí 0,15M,

PMSF ImM, NEM lmM, MnCI
2 lmM y n-octil-f3-D-glucopiranósido25 mM (tampónde

equilibrado).Todaslas etapasde estascromatografiassellevanacaboatemperaturaambiente.

El sedimento celular, marcado con sulfo-NHS-biotina como se ha descrito

anteriormente,se extrae con 1 mL del tampón de equilibrado que contiene n-octil-¶1-D-

glucopiranósido50 mM, durante5-18horasa4
0Ccon agitación.Posteriormente,secentrífuga

a 13.OOOgdurante15 minutosa 40(2 paraeliminar el materialno solubilizado.La muestrase

cargaen la columna,haciéndolapasara travésde ella entre5 y 10 vecesparapermitir la

unión de las integrinasal ligando anclado.Posteriormente,la columnaselava con 5 mL del

tampón de equilibrado y se recogenalícuotasde 200 jaL que contendránprincipalmente

proteínasque se unen de maneramuy débil al ligando. Las proteínasretenidasse eluyen

medianteel tampónde equilibradode la columna(5 mt) pero sin Mn(21
2 lmM y conteniendo

EDTA 10 mM, recogiéndosefraccionesde 200 pi que contendránlas integrinasque sehan
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unido específicamenteal ligando ancladoa la resma. Por último, la columnaselava con

tampónde equilibradoque contieneNaCí 1 M, eluyéndoseel restode proteínasque hayan

podido quedarancladasa la columna.El perfil de elución de la cromatografiase registra

midiendola absorbanciaa 280 nm y seseleccionanlas fraccionesa analizar.

Las muestrasprocedentesde la cromatografíade afinidadsedializanexhaustivamente

frentea ácido acético0,1 M. Se añaden20 jaL de tampónde aplicacióny seliofilizan. Se

resuspendenen 20 jaL de aguadestiladay sesometena electroforesisen gelesde poliacri-

lamida al 7% tras lo cual seprocedea su identificaciónconAvidina-peroxidasa,como seha

descrito anteriormente.Si las muestraseluidas de la cromatografiase van a sometera

imnunoprecipitación,éstasse concentranpreviamentepor centrifugacióna 40C utilizando

filtros Ultracent-30Unisep (BioRad)con un poro promedioque excluyeproteínasde masa

molecularmayorde30kDa. Lamuestraconcentradasedializafrenteal tampóndeequilibrado

de¡acolumnaparaeliminarel excesoden-octil-j3-D-glucopiranósidoy seinmunoprecipitacon

el anticuerpocorrespondientecomo seha indicadoanteriormente.El inmunoprecipitadose

analizapor electroforesisengelesde poliacrilamidaal 7% y posteriorreveladocon Avidina-

peroxídasa.

2.7.3. LOCALIZACIÓN POR INMUNOFLUORESCENCIA DE RECEPTORES DE
TIPO INTEGRINA

(2ubreobjetoscircularesde 12 mm de diámetroseincubancon 300jaL de disoluciones

de laminina, fibronectina,colágenode tipo 1 o colágenode tipo IV a 1 Ogg/mL durantetoda

la nochea 40(2• A continuaciónselavancon PBS y se incubandurante2 horasa 37W con

PBSconteniendoBSA al 0,5%(p/v). Transcurridoestetiempo,selavanlos cubreobjetoscon

PBSy las célulassesiembranen medio libre de suero,incubándosedurante24 horasa 370(2•

A continuación,las célulasselavancon PBSy sefijan por inmersióndurante10 minutosen

etanola -20~(2. Despuésde lavarcon PBS, las preparacionesseincuban1 horaatemperatura

ambienteencámarahúmedaconanticuerposanti-13
1 ALEXl/4 (dilución 1:10 en PBS)o anti-

fosfotirosina(dilución 1:40 en PBS). El anticuerpono unido seeliminapor repetidoslavados

contampón,traslo cuallascélulasseincubandurante45 minutosconunanticuerpoanti-IgG

de ratónmarcadocon isotiocianatode fluoresceína(Chemicon)(dilución 1:20 en PBS), en

cámarahúmeday en la oscuridad.Tras lavar con PBS y deshidratarcon etanol, las

preparacionessemontancon moviol y seobservanal microscopioinvertido de fluorescencia

Nikon Diaphot-TMD, utilizando como mente una lámpara de mercurio (Nikon). Las

fotografiasserealizancon un sistemaNikon Hill.
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t7.4. INMUNOFLUORESCENCIA DE MICROTÚBULOS Y MICROFILAMENTOS

Lascélulassesiembransobreeubreobjetoscircularesde 12 mm de diámetrosaturados

con los diferentescomponentesde lamatrizextracelular,y seincubandurante‘72 horasa 370C

en las condicioneshabituales.Transcurridoestetiempo, los cubreobjetosse lavan con un

tampón PIPES 100 mM, pH 6,8, EGTA 1 mM, MgÓ
2 2 mM (tampón PEM) al que se le

añadepolietilenglicol (PEG) al 4% (y/y). Seguidamente,las célulassepermeabilizancon

tampón PEM que contieneTriton X-100 al 0,5% (y/y) durante90 segundos.Se vuelvena

lavarlas célulascon el tampónPEM/PEG,traslo cualsefijan conparaformaldehídoal 3,7%

(y/y) y DM50 al 1% (y/y) en tampónPEM, durante30 minutos.Unavez fijadas,se lavan

con PBS y seprocedea la tinción de los componentesdel citoesqueleto.

La primeraetapaesla incubacióndurante1 horaa 37W en cámarahúmeda,con un

anticuerpopoliclonal antitubulinaay ~ (dilución 1:20en PBS).Trasla incubaciónselavacon

PBS y se añadeel segundoanticuerpoanti-IgG de conejomarcadocon isotiocianatode

fluoresceína(dilución 1:20), y seincubaa37
0C durante45 minutos,en cámarahúmeday en

la oscuridad.Porúltimo, las preparacionesselavancon PBSy las muestrassemontancomo

seha indicadoanteriormenteo bien seprocedea la tinción de los microfilamentosde actina.

Para realizar un doble marcaje de tubulina y actina, antes del montaje de las

preparaciones,éstasseincubancon unadisolución de faloidina-rodamina(MolecularProbes;

dilución 1:20) en condicionesidénticasalasdescritasparael anticuerpoanti-antitubulina.La

faloidina seune específicamentea la actinay la rodaminaproporcionauna fluorescenciade

color rojo.

2.7.5. DETECCIÓNDE PROTEÍNAS FOSFORILADASEN TIROSINAS

Placas de cultivo de 60 cm2 de superficie se tratan con 10 mL de laminina,

fibronectina,colágenotipo 1 y polilisina, a lOjag/mL, de la mismamaneraquesehadescrito

parael ensayode adhesión.Las célulassetripsinizan,recogeny dejanrecuperaren medio

completo, durante30 minutos a 370(2, tras lo cual se centrifugany resuspenden,a la

concentraciónrequerida, en medio libre de suero que contieneBSA al 0,1% (p/v). Se

siembran8x106 célulasporplacay sedejanadherira 370C durantediferentestiempos.A 15

minutos, 30 minutos, 1, 4 y 24 horas, seretira el medio de cultivo y se lava la monocapa

celular2 vecescon tampónde lavado(tampónPBSo TBS que contieneNa
3VO4 2mM, NaF

tOmM, EDTA 2mM, PMSF lmM y NEM lmM). Las células se recogenraspandola

monocapacon una espátulade goma, tras lo cual se centrifugany el sedimentocelularse

extraecon tampón de extracción[Tris 10 mM, pH 7,5, NaCí 0,15M, Triton X-l00 al 2%

(y/y), EDTA 2mM, PMSF lmM, NEM lmM] que contienelos inhibidoresespecíficosde
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fosfatasasNa3VO4 2mM y NaF lOmM. Estasuspensióncelular sehomogeneizamediante7-8

pasesa través de una aguja de 0,5x16 mm y se centrifuga 1-2 minutos a 13.OOOg,

recogiéndoseel sobrenadante.Una vez determinadala concentraciónde proteína,setoman

50>ig de proteínay seadicionatampónde muestrasde electroforesisconcentrado3 vecesque

contiene 3-mercaptoetanol.Lasmuestrassedesnaturalizany se sometena electroforesisen

geles de poliacrilamida al 7% en presenciade SDS y transferenciaa membranasde

nitrocelulosa. Las proteínasfosforiladas en tirosina se detectan utilizando anticuerpos

antifosfotirosina(PY2Odilución 1:1000).La transferenciae inmunodetecciónselleva a cabo

en las condicionesdescritasanteriormente,añadiendoen todas las etapasde incubacióny

lavadosNa3VO4 2mM.

Ensayosde agrupamientode integrinas

Se siembran6x106 célulasen medio de cultivo completo en placasde 60 cm
2 y se

incubandurante2 díasen las condicioneshabituales.A continuación,las célulasselavantres

vecescon medio frío y se incubancon el anticuerpoanti-I3~ (LIA1/2, dilución 1:20 enmedio

con lOOgM de Na
3VO4) durante30 minutosa4

0C. El excesode anticuerposeeliminalavando

las célulascon medio DMEM frío libre de suero,tras lo cual se incubancon un anticuerpo

anti-IgGde ratón,a370(2durantediferentestiempos(5, 15, 30 ó 60 minutos).Estaincubación

permiteel agrupamientode integrinas,tomándosecomo control la fosforilación de proteínas

enausenciadel segundoanticuerpo.Terminadala incubación,selava la monocapacelular2

vecescon tampónde lavado (tampónPBS o TBS que contieneNa
3VO4 2mM, NaF lOmM,

EDTA 2mM, PMSF lmM y NEM lmM). Lascélulas serecogeny seprocesanparadetectar

las proteínasfosforiladas,como se recogeen el apartadoanterior.

2.7.6. DETECCIÓN DE NIVELES DE CALCIO INTRACELULAR

Preparaciónde la sondaCalcium Creen

Parala deteccióndel calcio intracelularseempleala sondaCalcium GreenTM~1 ,AM y

el detergenteno jónico Pluronic F-127 (ambosde Molecular ProbesEurope8V), para

solubilizar la sondaen medio acuoso.Se toman 1 jaL de Calcium Green~-1,AM de una

disolución 4 mM en DMSO (p/v) y 1 pL de Pluronic F-127 [al 20% (p/v) en DMSO] y se

lleva a un volumen final de 1 mL con tampónsonda:Hepes10 mM, NaCí 137 mM, 5 mM

KCI, 1 mM Na2HPO4,5 mM glucosa, 1 mM CaCl2, 0,5 mM Mg(212 y 0,1%BSA (p/v). La

mezclasesonicaen un sonicadorde baño durante1<) minutos.

Marcaje de las células

Las célulastripsinizadasseresuspendenen medio DMEM completocon sueroal 5%

(y/y) y sedejanrecuperara 370(2durante30 minutos. Transcurridoesteperíodo,las células
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se centrifugandurante10 minutosa 800 g y selavan con PBS, para eliminarel medio con

suero.Alícuotas de 10x106célulasseresuspendenen 1 mL de tampónsonda,conteniendo4

jaM de Calcium GreenTM-l,AM y 0,2 mg/mL de Pluronic F-127, y se incuban 1 hora a

temperaturaambiente.

Medidadel calcio intracelular tras la interacciónde las célulascon d~erentessustratos

Se toman alícuotasde 5x105 célulasen tampónsondaal que seañadefibronectinao

lamínínaa diferentesconcentracionesfinales,e inmediatamentey a diferentestiempos (de 1

a 10 minutos) se mide la fluorescenciaemitida al interaccionarla sondacon el calcio

intracelular.Antesde realizarlasmedidasseañaden50 jaL de yodurode propidio a0,005%

(p/v), para determinarel número de células viables. Como valor control se toma la

fluorescenciabasalen ausenciade laminina o fibronectina.Las medidasserealizanen un

citómetrode flujo FACScan(Becton-Dickinson)del Centrode Citometríade Flujo y Confocal

de laUniversidadComplutensede Madrid y los datossonanalizadosen unordenadorHP310.

2.8. ESTUDIOS IN VIVO

2.8.1. ESTUDIOS DE TUMORIGENICIDAD

Las células,mantenidasen las condicioneshabituales,serecogenpor tripsinización,

secentrifugany se dejanrecuperarduranteal menosuna horaa 370C en medio de cultivo

completo.Posteriormenteselavancon PBSy seresuspendena la densidadcelularrequerida

en DMEM libre de sueroo en PBS. Estassuspensionescelulares(0,2 mL) se inyectan

subeutáneamente,solaso enpresenciadel factora estudiar,en ratonesmachosgenéticamente

atímicos(BALBc, nu/nu) de 8 semanasde edad(IFFA-CRiEDO). Los ratonessemantienen

en un ambientey condicionesestérilesen el animalariode la UniversidadComplutense.La

evolución de los posiblestumoressesiguediariamenteparadeterminarcuandolos tumores

comienzana servisiblesy, a partir de entonces,el tamañodel tumorsemide semanalmente.

El períodode latenciaseestimacomo el númerode díasnecesarioparaobtenertumorescon

0,2-0,3mm de diámetro. El tamaño del tumor se calcula midiendo con un calibre las

dimensionesde la masatumoral (la mediade los dosdiámetrosdel tumor) a varios tiempos

trasla inyección.A los tiemposindicados,los ratonessesacrifican,los tumoresseextraenen

condicionesasépticasy seutilizan en diferentesexperimentos.En cadauno de los ensayosse

utilizan 4 ratonespor grupo,y cadaexperimentoserealiza,al menos,por duplicado.Para

descartarla posibleinfluenciade la localizacióndondeserealicela inoculación,éstase lleva

acabo en la regiónlumbar del ratón, de formaindistinta en la parteanterioro posteriory a

amboslados,izquierdoy derecho.



A4a teriales v métodos 74 

En la figura 10 se esquematiza el proceso seguido para la obtención de las diferentes 

sublíneas tras la inyección subcutánea en ratones atímicos, así como los nombres asignados 

a cada una de ellas. 

BCS-TC2.1 

ISUBLjNEA-21 
BCS-TC2.2 
BCS-TC2.FN2 

1 
- 

medio de cultivo 

Figura lO.- Proceso de obtención de sublíneas por inyección subcutánea de células en ratones atímicos. 
Cuando se observa la formación de un tumor subcutáneo, éste se extrae en condiciones estériles y se 

procede a la obtención de células que se propagan en cultivo. Una vez establecido y estabilizado el cultivo, las 

células se utilizan en distintos ensayos. Para cada una de las sublíneas se determina la tumorigenicidad por 
inyección subcutánea en ratones atímicos. En el esquema se indican las diferentes sublíneas establecidas a partir 

de tumores obtenidos por coinyección de las células parentales con componentes de la matriz. Cada uno de los 
factores utilizados y las células obtenidas se muestran en un color. 
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2.8.2. ESTUDIOS DE METÁSTASIS 

Las células se recogen por centrifugación y se dejan recuperar durante una hora a 37°C 

en medio completo. Posteriormente se lavan con PBS y se resuspenden a la densidad celular 

requerida en DMEM libre de suero o en PBS. La suspensión celular (50 pL), a la 

concentración celular deseada, se inyecta, sola o en presencia del factor a estudiar, en el bazo 

de ratones atímicos de 8 semanas mantenidos en las condiciones indicadas en el apartado 

anterior. Para ello, una vez localizado el bazo visualmente a través de la piel, se realiza un 

corte en la región ventro-dorsal exponiendo el bazo. Para evitar posibles hemorragias, la 

inyección de las células se realiza con una aguja de 0,5 x 16 mm en la parte dista1 del bazo. 

A continuación, esta región se lava con etanol para eliminar las células que puedan haber 

quedado en la superficie del bazo y evitar así que pasen a la cavidad peritoneal. Finalmente, 

el bazo se vuelve a introducir en la cavidad peritoneal y se procede a la sutura del corte con 

un aplicador de grapas (Clay Adams). 

La evolución de los ratones se sigue semanalmente para determinar cuando se observa 

algún indicio de posibles metástasis. Al finalizar el experimento, los ratones se sacrifican y, 

por observación visual, se analiza la existencia de metástasis en hígado o pulmón, así como 

la aparición de tumores en otros órganos. En la figura ll se representa el procedimiento 

seguido para la obtención de las sublíneas metastáticas, así como los nombres asignados a 

ellas. 

I 
I 

Células parentales y  sublineas 
+ componentes de la matriz 

- 
Células BCS-TC2.FNH 

metástasis por inyección de células 
BCS-TC2 con fibronectina 

Células BCS-TC2.2.MGH 
metástasis por inyección de células 
BCS-TC2.2 con matrigel - 

Figura ll.- Esquema de la obtención de sublíneas metastáticas. 
Células parentales o diferentes sublíneas tumorigénicas se inyectan en el bazo de ratones atímicos, solas 

o en presencia de componentes de la matriz extracelular y se observa la formación de focos metastáticos. Sólo 
en dos casos, indicados en la figura, se ha conseguido el establecimiento y estabilización de células en cultivo 
procedentes de metástasis hepática. 
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2.8.3. ESTUDIOS HISTOLÓGICOS

Se empleanseccionesde tejido, previamentefijado en formaldehídoal 10% en PBS,

y rutinariamenteprocesadopara su inclusión en parafina (deshidratacionescon alcohol a

concentracionescrecientesy finalmentebenceno.Se preparancortesde 4 jam dc grosorenun

microtomo, y las seccionesserecogensobreportaobjetostratadosconpoli-L-lisina (Sigma).

Las seccionesrehidratadasen alcoholesseriadosy PBSsetratanconH202 al 1,2% en metanol

absoluto,conel fin de inhibir a la peroxidasaendógena,y se tiñen de acuerdoal métodode

la avidina-biotina-peroxidasa.Para realizar la inmunodetecciónde ciertos antígenos,las

seccionesse incubandurante1 horaa 37W con el primer anticuerpo(MLB- 1. CEA, LCA,

AE 1 o AE3) a la dilución adecuada.Tras esteperíodo, se lava con PBS y se incuban las

muestrascon el segundoanticuerpoontenido en cabra, frente a anticuerposde ratón,

conjugadocon peroxidasa(Pierce),durante45 minutosa 37W. Despuésde lavar con PBS,

las seccionesse tiñen usandodiaminobenzidina(DAiB) y se contrastancon hematoxilina.

Finalmente,todaslas preparacionessedeshidratanen alcoholesseriados,setratancon xilol

y semontancon DePX (Serva).Algunasseccionessetiñen con eosina/hematoxilinaparasu

examenhistológico.

2.9. ANTICUERPOS UTILIZADOS

Los distintosanticuerpossecundariosutilizadosenlos distintosensayosdescritosen la

Memoria han sido:

* anticuerposanti-IgGde ratónobtenidosen cabray marcadoscon peroxidasa,de

PIERCE
* anticuerposanti-IgG (H +L) de conejo obtenidos en cabra y marcadoscon

peroxidasa,de BIORAD
* anticuerposanti-IgG de ratón o de rata obtenidosen cabray conjugadoscon

isotiocianato4e fluoresceína,de CHEMICON.

* anticuerposanti-IgG de ratón o de rataobtenidosen conejo, de Sigma

En el siguientecuadroserecogenlos anticuerposprimariosutilizadosen los distintos

ensayos.Se indicasin sonanticuerposmonoclonaleso policlonalesy si sehautilizado medio

de cultivo de hibridomas, fluido ascítico, etc. En algunos casosdichos anticuerposson

comerciales,en otros han sido cedidosamablementepordiferentesgruposde investigación.
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Anticuerpo Antígeno Tipo Origen

TS2/7 Integrinaa1 Medio de híbridoma Dr. Sánchez-Madrid

5E8D9 Integrinaa1 Medio de hibridoma Dr. Cabañas

TEAI/41 Integrinaa, Medio de hibridoma Dr. Sánchez-Madrid

PlE6 Integrinaa2 Fluido ascítico Chemicon

PIB5 Integrina~ Fluido ascítico Chemicon

HP2/1 Integrinaa4 Medio de hibridoma Dr. Sánchez-Madrid

B1102 Integrinaa5 Medio de hibridoma Dra. Damsky

Mab1986 Integrinaa5 Fluido ascítico Chemicon

GoH3 Integrinaa6 Medio de hibridoma Dr.Sonnenberg

LIAl/2
ALEX1/4
T52¡16

Integrina~ Medio de hibridoma Dr. Sánchez-Madrid

AIIB2 Integrina 13 Medio de hibridoma Dra. Damsky

3E1 Integrina j34 Fluido ascítico Chemicon

5’-nucleotidasa Suerode conejo Obtenidoen el
laboratorio

MLUCS
MLUC6

Proteínaunión a
laminina

Medio de hibridoma Dra. Ménard

PT-66 Fosfotirosína Fluido ascítico Sigma
Immunochemícals

PY2O Fosfotirosína Fluido ascítico ICN Biomedicals

Matrilisina Suerode conejo Dra. Mira

MIB-l Antígenonuclear
K’-67

Medio de hibridoma Inununotech

CF J063 Antígeno
carcinoembrionario

Medio de hibridoma Immunotech

AB 1
AE3

Citoqueratinas Medio de hibridoma Signet

LCA Antigeno común
leucocitario

Medio de hibridoma Signet

Dr. Sánchez-Madrid(Hospitalde laPrincesa,Madrid); Dr. Cabañas(Dpto. Bioquímicay Biología Molecular,
Facultad de Medicina, UCM); Dra. Damsky (Escuelade Odontología, Universidad de California, San
Francisco); Dr. Sonnenberg(Blood Transfusion Service, Amsterdam, Holanda); Dra. Ménard (Instituto
NazionaleTumori, Milan, Italia); Dra. Emilia Mira (PhannaciaUpJohn,Madrid).
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3.1. EFECTO DE LA MATRIZ EXTRACELULAR SOBRE EL

COMPORTAMIENTO IN VITRO DE LAS CÉLULAS BCS-TC2

En el organismolas célulasseencuentranen contactoconla matriz extracelular,de

maneraque cada uno de los componentesde la ECM puededesempeñaruna función

importanteen la regulacióndel comportamientocelular.Como ya seha comentadoen la

Introducción,en procesostumoraleslas interaccionesentrelas célulastransformadasy la

matrizseencuentranalteradas.Porello, paracomprendercomotienenlugarestosprocesos,

es fundamental el estudio de las interacciones célula tumoral-matriz extracelular.

Inicialmenteel estudiosehacentradoen analizarel efectoque la interaccióncon distintos

componentesde la matrizejercesobreel comportamientoin vitro de las célulasBCS-TC2.

3.1.1. EFECTO SOBRELA ADHESIÓN CELULAR

En las célulasquein vitro crecenadheridasaunasuperficiehayqueteneren cuenta

la sucesiónde dosprocesosclaves. Inicialmenteseproducela adhesiónde la célulaa la

superficiedecultivo, traslo cualtienelugarla extensióncelular,originándoseunaseriede

cambiosmetabólicosrequeridosparael inicio de laproliferacióncelular.Las célulasBCS-

TC2 seadhierenpocoal plásticoen condicionesnormalesdecultivo, requiriéndosevarias

horasparaadherirsea estesustrato.Sin embargo,cuandosetripsinizany resiembranen

la misma botella de cultivo, tanto la adhesióncomo la extensióntienen lugar más

rápidamente.Estasobservacionessugierenqueel comportamientode las célulasBCS-TC2

semodifica por la presenciade unamatriz extracelularpreformada,o bienpor algunode

sus componenteso por factoresséricos.

Efecto de matrices extracelulares

Como sehacomentado,la matriz extracelularsepuedeclasificaren dos tipos, el

tejido conectivo intersticial (colágenode tipo 1, fibronectina, etc.> y los basamentos

membranosos(colágenode tipo IV, laminina, etc.). Por estemotivo, seha estudiadola

capacidadquepresentanlascélulasBCS-TC2de interaccionarcon ambostipos dematrices,

así comocon los principalescomponentesmolecularesde las mismas.

El controlde adhesiónesel númerode célulasadheridasaunasuperficiede cultivo

tapizadacon albúminade suerobovino (BSA); 10 horasdespuésde la siembraseadhiere

sólo un 30% delas célulasBCS.TC2(Figura12). Sin embargo,seproduceun considerable

incremento de la adhesión celular cuando las células se siembransobre matrices

extracelularesproducidaspor las propiascélulas(tc-ECM) o por fibroblastoshumanos(f-

ECM), sobre un gel de colágenotipo 1 o sobreuna matriz artificial formadacon un

extractodeplacentahumana.Así, 3 horasdespuésde la siembra,aproximadamenteel 70%
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de las célulasseadhierealasdiferentesmatrices,mientrasque sólo un 20% lo hacesobre

BSA. Es de destacarla alta capacidadde adhesiónde las célulasBCS-TC2 a la matriz

intersticial (f-ECM), ya que las célulasde origenepitelial normalmenteseadhierenmejor

a las matricesquehansido secretadaspor célulasendotelialeso epiteliales(tipo basamento

membranoso,como la tc-ECM).
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Figura 12.- Cinéticas de adhesiónde las célulasBCS-TC2 a matricesextracelulares.
Lascinéticasde adhesiónserealizancomosedetallaen Materialesy Métodos. Lascélulassedejan

adherirsobrelos sustratosy adiferentestiempossedetenninael númerodecélulasadheridaspor tincién con
violetacristal. Los resultadosseexpresancomo el porcentajede célulasadheridasrespectodel númerototal
de células sembradasy son la media de, al menos, tres experimentosindependientesrealizadoscon
determinacionesparacadadato por cuadruplicado.El error experimentales inferior al 10% en todos los

casos.f-ECM (matriz secretadapor fibroblastos), íc-ECM (matrizsecretadapor las célulasBCS-TC2).

Efecto de componentesde la matriz extracelular

PuestoquelascélulasBCS-TC2soncapacesdeadherirseaambostipos de matrices,

seprocedióa determinarla adhesióncelulara lasproteínasmayoritariasque las componen.

Seanalizóla adhesióna laminina, fibronectina,colágenode tipo 1 y colágenode tipo IV

saturandolas superficiesde cultivo con disolucionesde las proteínasen un rango de

concentracionescomprendidoentre2 y 10 jag/mL. A estasconcentracionesestasproteínas

soncapacesdemediarlaadhesióntantode célulasnormalescomo decélulastransformadas

(Aumailley et al., 1990b; Dedhar y Saulnier, 1990). Los resultadosobtenidos,que se
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recogen en la figura 13, indican que la saturación se alcanza a concentraciones

comprendidasentre 8 y 10 jag/mL, y que la adhesióncelular sobre ambos tipos de

colágenoses superiora la obtenidasobre las glicoproteinasfibronectinay laminina. Sin

embargo,no seha determinadola cantidadde proteinaefectivaadheridaalos pocillos,por

lo que la diferenciaobservadapodríadebersea unamejor saturaciónde la superficiede

adhesiónpor éstasproteínas.
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Figura 13.- Adhesión de las células BCS-TCZ a distintos componentesde la matriz extracelular.
Los experimentosde adhesiónsellevanacabocomo sedetallaenMaterialesy Métodos.Lascélulas

sedejan adherirdurante30 minutos sobrepocillos recubiertosconlos sustratos,valorándoseel númerode

células adheridaspor tinción con violeta cristal. Los resultadosse expresanen unidadesarbitrariasde
absorbanciaa 570 mu restandola absorbanciadebidaal control (célulasadheridassobreBSA) y proceden

de, al menos, tres experimentosindependientesrealizadoscon determinacionespara cada punto por
cuadruplicado.

Las cinéticasde adhesión(Figura 14) indican que cuandolas célulasse siembran

sobre colágenode tipo 1 o de tipo IV, éstasse adhierenrápidamentey se incrementa

notablementeel porcentajede adhesiónrespectoal BSA. Sin embargo,no se observa

ningún efectocuandola superficiesesaturacon colágenode tipo V (Figura 14A), lo que

indicaque los efectosobservadossobrela adhesiónde las célulasBCS-TC2sonespecíficos

de determinadasproteínasde la ECM. Además,se requierequeel colágenose encuentre

en la conformaciónnativa (triple hélice),puestoque las célulasBCS-TC2 no seadhieren

a gelatina(colágenode tipo 1 desnaturalizado).
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Como se observa en la figura 14A, las células BCS-TC2 se adhieren más

lentamentea las proteínasque a las matrices extracelulares,siendotambién menor el

númerode célulasadheridas.Así, despuésde 3 horas,un 50 y un 55% de célulasse han

adheridoacolágenode tipo IV y de tipo 1, respectivamente,mientrasqueaproximadamente

un 70% de las células lo hacensobrelas matricesf-ECM y tc-ECM (Figura 12). Este

incrementoen laadhesión,considerandola granvariedadde proteínasqueconstituyenlas

matrices,puedeserel resultadode la participaciónde otros componentesminoritariosde

las mismas que podrían ser reconocidospor las células, o bien que la estructura

tridimensionalque adquierenlasmatricespuedamimetizarmejor el entornode las células

in vivo. Al compararlos datosde adhesiónde las célulassobrecolágenodetipo 1 formando

un gel (Figura 12) o unapelícula(Figura 14A) seponede manifiestoel requerimientode

unaestructuratridimensionaladecuadadel sustratoen la adhesióncelular.
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Figura 14.- Cinéticas de adhesiónde las célulasBCS-TC2 sobrecomponentesde la ECM.
Los experimentosdeadhesiónse llevan acabocomose detallaen Materialesy Métodos. Se ensaya

laadhesiónadiferentestiempossobresuperficiessaturadascon 1 0~tg/mLde diferentestipos de colágeno(A)
o fibronectina,lanjinina y sus fragmentos(B). Los resultadosseexpresanenporcentajedecélulasadheridas
respectodel númerototal decélulassembradas,realizándose,al menos,tresexperimentosindependientescon
determinacionesparacadapunto por cuadruplicado.El error esinferior al 20%.

Las cinéticas de adhesión de las células sobre las glicoproteinaslaminina y

fibronectinason prácticamentecoincidentes,siendo más lentas que las obtenidassobre

colágenos(Figura 14). Despuésde 3 horas,el 35% de las células se han adheridoa

laminina y fibronectina,mientrasqueel 50 y 55% lo hanhechosobrecolágenotipo IV y

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
TIEMPO (horas)



Resultadosy Discusión 83

tipo 1, respectivamente. Además se requiere una mayor concentraciónde laminina o

fibronectina, para observar los mismos niveles de adhesióncelular (Figura 13). Sin

embargo,como seha comentadoanteriormente,no sepuededescartarque el efecto de

ambostipos de colágenopudieraserdebidoa queéstosseadhieranconmayoreficaciaque

laminina y fibronectinaa la superficiede plástico.

Los resultadosobtenidosde la adhesiónde las células BCS-TC2 sobrela matriz

sintetizadapor fibroblastosy el gel de colágenotipo ¡(Figura 12) estánde acuerdocon las

propiedadesadhesivasobservadasen estascélulas,sobrecolágenode tipo 1 y fibronectina

de la matrizintersticial.Sin embargo,las célulasepitelialesnormalmenteinteraccionancon

las proteínasde los basamentosmembranosos,como laniinina y colágenode tipo IV, pero

no con fibronectinay colágeno de tipo 1 (Terranovaet al., 1986). No obstante,la

especificidadde las célulasde origenepitelial o mesenquimalparaunirse a laminina o

fibronectina, respectivamente,no esabsoluta.Así, los hepatocitos,los fibroblastos,los

mioblastosy algunascélulastumoralespresentancapacidadparaadherirsea ambasglico-

proteínas(Couchmanet al., 1983). Estaadhesiónanormalpodríaestarrelacionadacon los

procesosdemigracióneinvasiónde las célulasepitelialestransformadasatravésdel tejido

conectivointersticial(Liotta etal., 1991).Enestesentidoalgunosautoreshansugeridoque

el fenotipo anormalde célulasLoVo (adenocarcinomade colon), capacesde adherirsea

colágenotipo IV, laminina y fibronectina,puedeserdebidoa la desdiferenciacióncelular

inducidapor la transformaciónmaligna(Aznavoorianet al., 1990). Por otro lado sehan

descritocélulasde adenocarcinomade colon, SW620y Caco-2,queseadhierenacolágeno

de tipo 1 (Turowski et al., 1994). Además,algunaslíneascelularestumoralespierdensu

capacidadde adhesióna fibronectinadespuésde la transformaciónmaligna.Por ejemplo,

las célulasHT-29, de carcinomade colon, no seunena fibronectina,pero sí lo hacena

laminina y colágeno(Vameret al., 1995). Un comportamientosimilar lo presentanlas

células ClonA, tambiénprocedentesde un adenocarcinomade colon, que se adhierena

lamininay colágeno1, peromuy pocoa fibronectina(Lotz et al., 1990; Leeet al., 1992).

Por tanto, el comportamientoobservado, reconocimientode constituyentestanto de

basamentosmembranososcomo de matrizintersticial,esprobablementeunacaracterística

específicaparacadatipo de célulay puedeserimportantedurantela progresióntumoraly

la metástasis.

El procesode adhesióntienelugaratravésdereceptoresde lasuperficiecelularque

reconocena las proteínasde la ECM. La lamiina presentavarias regiones activas

implicadasenlos mecanismosdeadhesióncelular.El tratamientoproteolíticodela laminina

con elastasapermiteobtenerdos fragmentosde la proteína,EI-4 y ES, conteniendocada

uno de éstosregionesactivas(Figura3). El efectode estosfragmentossobrela adhesión

celularindica queambosfavorecenla adhesiónde las célulasBCS-TC2,prácticamentedel
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mismo modo que lo hace la laminina intacta (Figura 14B). Se ha descrito que una

glicoproteina de 67-70 kDa (Castronovo,1993; Sobel, 1993) y otros receptoresde la

familia de las integrinasreconocenel fragmentoEI-4 (Krameret al., 1993; Pfaffet al.,

1994; lJnderwoodet al., 1995). Además,distintas secuenciasdel fragmento ES son

reconocidaspor diferentesreceptoresde tipo integrina (Aumailley et al., 1987; Hynes,

1992; Krameretal., 1993). Por lo tanto, los resultadosobtenidosplanteanla posibilidad

de quelas célulasBCS-TC2expresenreceptoresde tipo integrinaasícomo la glicoproteina

de 67 kDa. Este hechoresultade gran interéspuestoque sólo algunaslíneascelulares

presentancapacidadparareconocerambosfragmentosde lamoléculade laminina. Así por

ejemplo,las célulasClonA seadhierenal fragmentoE8, mientrasque las célulasOVCAR,

decarcinomadeovariohumano,seadhierena los fragmentosPl y ES (Leeet al., 1992).

Efecto de péptidos

Teniendoen cuentaque los receptorescelularesinteraccionancon proteínasde la

matriz extracelulara través de secuenciasespecíficas,se procedió a determinar las

secuenciasde reconocimientoimplicadasen la adhesiónde las célulasBCS-TC2 a estas

glicoproteinasde la matriz. Paraesteestudioseutilizan péptidossintéticosque mimetizan

los dominios de unión a receptores.

Se estudió el efecto, sobre la adhesióncelular, de péptidosque contienenlas

secuencias-YIGSR- e -IKVAV-, ambaspresentesen la moléculade laminina. El péptido

YIGSR (Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg),secuencialocalizadaenel brazocorto de la cadena¡3 de la

proteína,promuevela adhesióny la migracióncelular(Grafet al., 1987a,b;Yamamuraet

al., 1993).El péptido IKVAV (Ile-Lys-Val-Ala-Val), secuencialocalizadaen la cadenaa

al final del brazolargo de la laminina, tambiénpromuevela adhesióncelular (Tashiroet

al., 1989; Yamamuraet al., 1993). Además,seha estudiadoel efectode péptidosque

contienenlasecuencia-RUD-(Arg-Gly-Asp),secuenciamínimadereconocimientopresente

en muchasproteínasde la matriz, que es reconocidapor distintostipos de integrinas

(Ruoslahti, 1996).

La secuencia-YIGSR-, pareceno seractiva en la laminina intacta,sino que esun

sitio ocultoquesepuedeactivarporproteolisisdurantela remodelacióntisulary la invasión

de las célulastumorales.Ningunode los péptidosestudiadosquecontienenestasecuencia

ejercenun efecto significativo sobrela adhesiónde las célulasBCS-TC2 (Figura iSA), lo

quepermitiría concluir queel péptidoYIGSR no favorecelaadhesiónde las célulasBCS-

TC2. Sin embargo,seha descritoque la secuenciareconocidaporel receptorde 67 kDa

de altaafinidad parala lamininaes-YIGSR- (Grafet al., 1987a,b).Considerandoque se
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ha puesto de manifiesto la presenciade estereceptoren las células BCS-TC2 (López-

Conejoet al., 1996)no esposibledescartar,por tanto, la participaciónde estasecuencia

peptídicaen el reconocimientocélula-lamímna.
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Figura15.- Adhesión de célulasBCS-TC2a distintospéptidossintéticos.
Las células se siembranen pocillos saturadoscon diferentes concentracionesde ¡os péptidos

indicados.Transcurridos30 minutos seevalualaadhesióncelular,comosedetallaenMaterialesy Métodos.
Los resultados se expresancomo porcentajede células adheridas,respectodel número total de células
sembradas,y procedende, al menos, tres experimentosrealizadoscon determinacionesparacadadato por
cuadruplicado.La adhesióncelularsobreBSA esdel 12%.

Algunos trabajosindican que la secuencia-YIGSR-puedeserde reconocimiento

conformacional,lo quejustificaríala incapacidadqueestepéptidopresentaparamediaren

la adhesiónde ciertostipos de células,a menosque seincrementesu tamaño,seutilice en

suformapolimerizadao cíclica, o seanclea ovoalbúminao polietilenglicol (Sweeneyet

al., 1991). Sin embargo,comoserecogeen la figura 15, ni al incrementarel tamañodel

péptido lineal, ni con el péptido cíclico seproduceun mayor efectosobrela adhesiónde

las célulasBCS-TC2.Portanto,estascélulasparecenno reconocerestasecuencia,almenos

en la conformaciónqueadoptanlos péptidosestudiados.Estehechoindicaríaque,puesto

quelascélulaspresentancapacidadparaunirseal fragmentoE1-4 de la laminina, lo harían

enuna secuenciadiferente.En el fragmentoE 1-4 seencuentrantambiénotrassecuencias

activasde la lamininacomo las secuencias-RGD-(Aumailley etal., 1990b;Tashiroetal.,

1991), o -YCIYYGDALR- (Underwoodet al., 1995).Por tanto, la adhesiónquepresentan

las célulasal fragmentoEl-4 podríaserun reflejo de sucapacidadde reconocimientode

algunade estassecuencias.
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Como seobservaen la figura LSB, los péptidosIKVAV e IKVAVS favorecenla

adhesiónde las célulasHCS-TC2,siendoesteefectodependientede la cantidadde péptido

utilizadacomosustrato.El mismocomportamientosehaobservadoen célulasde melanoma

(Yamamuraet al,, 1993). Esteresultadosugierequelas célulasBCS-TC2 sepodríanunir

a la laminina, en concretoal fragmentoE8, a travésde estasecuencia.

El péptidoGRGDS(Gly-Arg-Gly-Asp-Ser)favorecelaadhesiónde las célulasBCS-

TC2 (Figura ISC). El efecto es dependientede la concentraciónde péptido utilizada,

consiguiéndosepara50¡.tg depéptido lamáximaadhesióncelular,superioral 50%,respecto

del 12% de adhesiónobtenidasobreBSA (Figura1 SC).A lamayorconcentraciónestudiada

(l0O¡.ig depéptido)seobservauna disminuciónde la adhesiónque puedeserdebidaa la

parcial solubilizacióndel péptidoadheridoal plástico,produciéndoseuna competenciaen

la adhesióncelular entreel péptido adheridoy libre. La secuencia-ROD- esclave en la

interaccióncélula-fibronectina(Akiyamaetal., 1995b),y puedesersitio de reconocimiento

del colágenode tipo 1 (Dedharet al., 1987).Tambiénen la cadenaa de la laminina seha

localizado dichasecuencia,y éstaesactivaen la adhesióny migracióncelular(Tashiroet

al., 1991). No obstante,la secuencia-ROD-, tanto en laminina como en colágeno,puede

estarocultaen la estructuranativa o enunaconformacióninadecuada,y serfuncionalsólo

trasla degradaciónde la matriz (Sonnnenberget al., 1990a;Davis, 1992).Los resultados

sugierenque las célulasHCS-TC2debenexpresarreceptoresde tipo integrinacapacesde

reconocera la secuencia-RGD- mediando,por tanto, en la interacciónde las célulasBCS-

TC2 con la matriz.

Inhibición de la adhesióncelularpor péptidos

Dadoque las célulasBCS-TC2 soncapacesde adherirsea péptidosque contienen

las secuencias-ROD- e -IKVAV- (Figura 15), seprocedióa estudiarla implicaciónde las

mismasen el reconocimientode componentesde la matriz extracelular.Para ello, se

realizaronensayosde inhibición de la adhesióna componentesde la ECM utilizando

diferentes péptidos sintéticos.

Como ya seha comentado,el tripéptido RUD representala secuenciamínima de

reconocimientodediferentesproteínasadhesivas,comofibronectinay vitronectina,y podría

serresponsabledel reconocimientodel colágenode tipo 1 y de la laniinina en ciertoscasos

(como en procesosde remodelacióno de degradaciónde la matriz). Paracomprobarla

implicacióndeestasecuenciaen la unión de las célulasBCS-TC2a la ECM, serealizaron

ensayosde inhibición de la adhesióna los diferentessustratosincubandopreviamentelas

célulascon los péptidosGRGDSPy GRGESP(como péptido control). Los resultadosde

estosexperimentosserecogenen la figura 16.
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Figura 16.- Inhibición de la adhesión celular a componentes de la ECMpor el péptido GRGDSPy
GRGESP.

Las células se preincuban durante 45 minutos a 370C con 0,5 mg/mL de péptido y se dejan adherir
durante 30 minutos sobre superficiessaturadascon LN, FN, Col 1 y Col IV (10 ¡.tg/mL). Las células
adheridas se valoran como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje
de células adheridas, considerandocomo100% la adhesión a cada sustrato en ausenciadepéptido. En todos
los casosserealizancuatroexperimentoscon determinacionespor cuadruplicado.

La adhesiónde las célulasBCS-TC2 a colágenotipo 1 y tipo IV no sebloqueapor

el péptidoGRGDSP(Figura16). Estosresultadossugierenque la interacción de las células

con estasproteínastienelugaratravésde otrassecuenciasde reconocimientodiferentesde -

RUD-. En este sentido,aunquealgunosautoresafirmanquelas célulasseunena colágeno

tipo 1 a través de la secuencia -ROn- (Dedhar et al., 1987), también otras secuencias

presentesen las moléculasdecolágenopodríanparticiparen la unióna distintasintegrinas,

entreellaslas secuencias-FYFDLR- o -DGEA- (Staazet al., 1991; Underwoodet al.,

1995).La secuencia-RGD- parecequeno estáexpuestaen la superficiede la triple hélice

del colágenode tipo 1 y probablementeno seaaccesiblea los receptores.Ademáshayque

considerarque, en diferentestipos de células, la adhesióna colágenomediadapor la

integrinaa
2~1 no seinhibe por péptidoslinealesque contienenla secuencia-ROD-. Sin

embargo,seha descritoque péptidoscíclicos con la secuencia-ROD- puedeninhibir la

unión de la integrinaaj31 a estecolágeno(Cardarelliet al., 1992). Por lo tanto no es

posible descartar que la utilización de un péptidocíclico inhibieralaadhesióncelularsobre

colágeno de tipo 1.

LN PN COLI COL IV
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Comosepuedeapreciar,laadhesiónafibronectinasereduceen másde un 80% por

el péptido GRGDSP,mientrasque el péptido control GRGESPno produceningúnefecto

(Figura 16). Portanto, seestudióel efectodediferentesconcentracionesdel péptido sobre

la adhesióna fibronectina(Figura 17). La adhesiónseinhibe un 40% aconcentracionesde

50 ¡.tg/mL de péptido GRGDSPy en casiun 90% cuandola concentraciónse elevaa 500
gg/mL (Figura 17). El péptido control GRGESPno produce un efecto significativo sobre

la adhesióna estesustrato.
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Figura 17.- Inhibición dc la adhesión celular a fibronectinapor péptidosRGD.
Las célulassepreincubandurante45 minutos a 370C con las cantidadesindicadasde los péptidos

y se dejanadherirdurante30 minutos a superficiessaturadascon fibronectina (l0¡ig/mL). Las células
adheridassevalorancomosedetallaen Materialesy Métodos. Los resultadosseexpresancomoporcentaje
de célulasadheridasconsiderandocomo 100% la adhesióna fibronectinaenausenciade péptido.

En células SW-480. de adenocarcinomade colon humano, la adhesión a

fibronectina,mediadapor a
1~1j33 y a5~1, tambiénseinhibe por el péptido RGDS, aunque

serequiereuna concentraciónmenorde péptidoparaconseguirel mismo porcentajede

inhibición (Chiang et al., 1994). Por tanto, las células BCS-TC2 interaccionan con

fibronectinaatravésde la secuencia-ROD-. Esteresultadosugiereque,probablemente,la

integrina a5fr pueda ser uno de los receptores de fibronectina en estas células, ya que dicha

integrina interacciona con la fibronectina a través del dominio de unión a células

RGD/PHSRN(Akiyama et al., 1995b).

Los estudios de inhibición tambiénparecenindicarquela interaccióncélula-laminina

es independiente de ROD(Figura 16), como también ocurre en otras líneas celulares
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(Gehísen et al., 1989; Hynes, 1992). En otroscasos,sin embargo, se ha demostrado que

el péptido GRGDS esun potenteinhibidor de la adhesióncelularal fragmentoPl de la

laminina, pero no bloqueala adhesiónal fragmento E8 (Aumailley et al., 1990a,b),

implicándosea la integrinaa431 en la unión al sitio ROD en el brazo corto de la cadena

a1 de la laminina(Tashiroet al., 1991).Estosugiereque los receptoresexpresadospor las

células BCS-TC2 implicados en la adhesión a laminina no interaccionancon el sitio RUD

de la proteína.

Teniendo en cuenta estos resultados, se analizó el efecto de diferentes péptidos

adhesivos, contenidos en la moléculade laminina, sobrelaadhesióna estaproteína(Figura

18). El péptido CIKVAVS inhibe la adhesióna laminina, incluso a concentracionesmuy

bajas (lgg/mL), consiguiéndose una inhibición casi total para 500 ¡ig/mL de péptido.Sin

embargo,utilizando diferentespéptidos que contienen la secuencia-YIGSR- sólo se

consigueuna inhibición de aproximadamenteel 30% en el caso del péptido de mayor

tamañoo del cíclico. Distintos estudiosindicanque estepéptidono bloqueala adhesióna

ninguno de los fragmentos de laminina (Aumailley et al., 1990a),al contrario que otros

autoresque encuentraninhibición (Grafet al., 1987b; Yudoh et al., 1996). Por tanto, la

adhesióncélulasBCS-TC2-laminina,parecetenerlugarprincipalmenteporreconocimiento

del sitio CIKVAVS presenteen el brazolargo de la cadenaa1 de lamoléculade laminina.
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Figura 18.- Inhibición de la adhesióncelular a laminina por péptidos.

Las célulasse preincubandurante45 minutos a 37
0Ccon las cantidadesindicadasde los péptidos.

A continuaciónsedejan adherira laminina durante30 minutos y las célulasadheridasse valorancomo se

detalla en Materiales y Métodos. Los resultadosse expresancomo porcentajede células adheridas,
considerandocomo 100% la adhesióna laniinina en ausenciade péptido.
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3.1.2. EFECTO SOBRE LA EXTENSIÓN CELULAR

Comprobadoel efectode la ECM sobrela adhesióncelular,seprocedióa estudiar

el efecto de matricesy proteínasde la matrizsobrela extensiónde las célulasBCS-TC2.

De las célulasadheridas,solamenteun 5-10%empiezana extendersesobreplásticosiete

horas despuésde la siembra(Figura 19A). En la figura 19B y C se puede observar,

comparándolasconel controlsobreplástico,quetantoel númerode célulasadheridascomo

el gradode extensióncelularse incrementacuandolas célulasBCS-TC2sesiembransobre

matricespreformadas.

Como seobservaen la figura 19, sobrelos componentesindividualesde la matriz

estudiadosseproduceextensióncelular.Sobreloscolágenosseobservancélulaspoligonales

y bipolares(Figura 19D y E), mientrasque sobrefibronectina~ascélulasadquierenuna

morfologíabipolar(Figura19F). Sobrelamininatambiénseobservancélulascon diferente

morfología. Aproximadamenteun 20% de las célulasadheridasestánbien extendidas

presentandouna morfologíabipolar y poligonal, mientrasque el restoforma agregados

(Figura 19) que puedenser el resultadode interaccionescélula-célulamediadaspor la

lamínina.

En las célulasde adenocarcinomade mamaMCF-7 tambiénseha descritoun efecto

contrario de laminina y fibronectinaya que inducenagrupamientocelular y extensión,

respectivamente(Noél et al., 1988). Este comportamientopodría ser un reflejo de la

heterogeneidadcelularobservadaentumoresprimarios,conlapresenciade subpoblaciones

celulares que responden de forma distinta a factores de la matriz (Aznavoorianet al.,

1990). Al analizarla cinética de extensiónse observaque las célulasseextiendenmás

rápidamentesobrelaminina y fibronectinaque sobrelos colágenosestudiados.

Además,seanalizóel efectode los fragmentosE1-4 y ES de la laminina sobrela

extensióncelular. El fragmento E1-4 induceprincipalmenteinteraccionescélula-célula,

observándosegrandesagregadosen la monocapacon aparienciapoligonal redondeada

(Figura 19H). Este comportamiento se debe probablemente a que el fragmento E 1-4,

constituido por los tres brazos codos de la laminina, contiene diferentes dominios

reconocidospor distintos receptorescelulares,que podríanser los responsablesde la

agregacióncelular. Sin embargo,el fragmento E8 induce la extensión más que la

agregacióncelular (Figura 191).
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Figura 19.- Extensiónde célulasBCS-TC2 sobrematricesextracelularesy proteínasde la matriz.
La extensióncelularsevisualizapor microscopiadecontrastede fasetras 7 horasdeadhesiónsobre

plástico (A), matriz preformadapor las propiascélulas(B), o por fibroblastos (C), colágeno tipo 1 (0),
colágeno de tipo IV (E), fibronectina (F), laminina (O), y los fragmentosde laminina EI-4 (H) y ES
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3.1.3. EFECTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR

El estudio del efecto de los componentes de la ECMsobre la proliferación de las

células BCS-TC2 se ha abordado bajo dos perspectivas diferentes: a) determinación de los

parámetros cinéticos a partir de las correspondientes curvas de proliferación obtenidas tras

la siembra de las células sobre las distintas proteínas de la matriz y, b) evaluación del

posible efecto mitogénico inducido por los componentes de la matriz tras su adición al

medio de cultivo como factor soluble.

Los resultados relativos a la determinación de los parámetros característicos de las

curvas de proliferación se recogen en la tabla VII, y muestran que no todos los sustratos

que promueven la adhesión y la extensión incrementan la proliferacióncelular. La fasede

latencia se acorta y se observa una disminución en el tiempo de duplicación medio cuando

las células crecen tanto sobre las matrices creadaspor ellas mismas como por las

preformadas por fibroblastos, respecto al resto de sustratos. La reducción del tiempo de

latencia se podría relacionar con el incremento de la adhesión y extensión celular observado

sobre estas matrices. La disminución en el tiempo de duplicación medio se podría deber a

la presencia en las matrices de factores de crecimiento.

Tabla VII. Parámetrosde proliferación de las células BCS-.TC2 creciendo sobre diferentes sustratos.
Sustrato Faselatencia

(Días)

Tiempo duplicación

medio (Horas)

Densidadde saturacióncelular

(Células/cm2)xltY5

Plástico/ESA 2 39 6,0

f-ECM 1 28 7,2

tc-ECM 1 27 7,4

Gel colágeno1 2 38 7,3

Extracto placenta 2 37 6,9

Colágenos8 2 38 6,1

Laminina 2 32 7,2

Fibronectina 1 29 7,4

Los parámetroscinéticosseobtienendela faselogarítmicay estacionariadelas curvasdeproliferacióncomo
se indica en Materialesy Métodos.‘No se observandiferenciassignificativasentrecolágenosdetipo 1, IV,
y y gelatina.Los datosprocedendetresexperimentosindependientescondetenninacionespor triplicadopara
cadadato. El error experimentalesinferior al 7% entodos los casos.

Sin embargo,los gelesde colágenoy los extractosde placentano influyen en los

parámetrosde proliferación de las células BCS-TC2, a pesar de que estos sustratos

ncrementanla adhesión.Un resultadosimilar se ha descritopara las células I-IT-29
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creciendoen gelesde colágenode tipo 1 (Eastet al., 1992).Este comportamientopodría

debersea la falta de rigidez mecánicade los geles, necesariaparasoportarla extensión

celular. Sin embargo,cuandolas célulasse siembransobreuna película de colágeno

tampocoseobservaningunavariación en los parámetrosde proliferaciónrespectode los

obtenidossobreplástico.

En las células sembradassobrefibronectinaseproduceunadisminuciónen la fase

de latencia,probablementedebidaa la capacidadde estaproteínaparainducir la extensión

de las célulasBCS-TC2 de unamaneramásrápidaque los otrossustratos.Ademástanto

la fibronectinacomo la laminina originan una disminución en el tiempo de duplicación

medio. La interaccióncélula-lamininay célula-fibronectina,mediadaporintegrinas,origina

señalesal interior celularque contribuyenal control de la expresióngénica, la regulación

de la diferenciacióny el crecimientocelular (Lafreniey Yamada,1996). Además,seha

descritoque la fibronectinaestimula la proliferacióncelular (Akiyama et al., 1995a~b)y

quelaunión de la integrinaa5131 a la fibronectinapromueveala proliferaciónde las células

transformadas(Vameret al., 1995).

Dado que la interacciónde las célulascon componentesde la matriza travésde

receptoresde tipo integrinaoriginala activaciónde rutasmitógenicasen el interiorcelular

(Yamaday Miyamoto, 1995), en un segundotipo de estudio se ha analizadosi los

componentesde la ECM ejercenefectosmitogénicossobre las células BCS-TC2. La

incorporaciónde metil-
3H-timidinaal DNA, medidade la síntesisde DNA, seutiliza para

evaluarel crecimientocelulary la respuestamitogénicaa diferentesfactores.Por ello, se

valoró la incorporaciónde metil-3H-timidina en presenciade las proteínasde la matrizen

forma soluble, una vez que las células estén totalmenteadheridasy extendidasa la

superficie de cultivo. Los resultadosobtenidosindican que laminina, fibronectina y

colágenosde tipo 1 y IV incrementanla capacidadmitógenicade las células.Como se

observaen la figura 20, la incorporaciónde metil-3H-timidina se activapor laminina y

fibronectina respectodel control. En células de melanomahumano la fibronectina,o

fragmentosde éstaconteniendola secuencia-RGD-,estimulanlasíntesisde DNA perosólo

en líneascelularesqueexpresanla integrinaa
5~1. Los dos tipos de colágenoestudiados

producenun mayor efecto mitogénico sobrelas célulasBCS-TC2 que el ejercido por

laminina y fibronectina, siendo similar al producido por suero fetal bovino (FCS) al 5%.

La fibronectinasolubleinteraccionaconsureceptor,la integrinaa5~1,pero requierealtas

concentraciones,no fisiológicas(5-10 mg/mL) (Yamaday Kennedy,1984). Portanto, es

probable que la concentración fisiológica utilizada en el ensayo (20 gg/mL), no sea lo

suficientementealta como paraobservarun efecto mitogénico muy acusado.Un hecho

similar puedetenerlugaren el caso de la laminina. La mayorincorporaciónde metil-
3H-

timidina tiene lugar cuandolas célulassecultivan con FCS al 10%, efectoque sedebea
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que seaportanfactoresnecesariosparainducir la síntesisde DNA, como por ejemplo,

factoresde crecimiento.
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Figura20.- Efecto mitogénicode proteínasde la matriz extracelularsobrelas célulasBCS-TC2.

Las células se siembrany cultivan durante 24 horas en DMEM que contieneFCS al 5%.
Transcurridoestetiempo, se cambiael medio de cultivo y se mantienendurante24 horas con DMEM
suplementadoconFCSal 0,5%. Posteriormentelas célulasseincubanen medio, libre desuerofetalbovino,
suplementadoconelcorrespondientefactora unaconcentraciónde20~’g/mL o condiferentesconcentraciones

de FCS, en presenciade metil-3H-timidina. Transcurridas24 horas,se determinala incorporaciónde metil-
3H-timidina por las células, comose indica en Materialesy Métodos. Los resultadosson la mediade tres

experimentosen los que serealizandeterminacionespor cuadruplicado.

3.2. RECEPTORES CELULARES IMPLICADOS EN LA INTERACCIÓN

CÉLULAS BCS-TC2-MATRIZ EXTRACELULAR

3.2.1. EXPRESIÓN DE INTEGRINAS

Los principales receptorescelulares que reconocena ligandos de la matriz

extracelularson los de tipo integrina. Por tanto, inicialmentese realizaronestudiosde

citometríade flujo paradeterminarsi estosreceptoresseexpresanenlas célulasBCS-TC2.

Utilizando anticuerposespecíficosfrentea diversascadenasde integrinas, se ha

comprobadoquelas célulasBCS-TC2 expresanlas subunidadesde integrinasa
1, a2, a3,

a5, a6, P y ~34.La subunidada4 no seexpresaen estalínea celular (Figura21).
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Figura 21.- Expresión de diferentes subunidades de integrinas determinada por citometría de flujo. 
Las células, mantenidas en condiciones estandar de cultivo se tripsinizan y se procesan para 

citometría de flujo como se detalla en Materiales y Métodos. Como primer anticuerpo se utilizan anti-a, 
(TS2/7), anti-a, (PlE6), anti-a, (PlB5), anti-a, (BIIG2) y anti-p, (ALEX114) (dilución 1: lOO), anti-a, 
(HP211) y anti-a, (GoH3) (dilución 1:50) y anti-p4 (3El) (dilución 1:lOOO). Como segundo anticuerpo se 
emplea anti-IgG de rata o de ratón marcado con FITC a una dilución 1: 100. En la figura se representa la 
intensidad de fluorescencia obtenida para el control (en negro), o para las células tratadas con los diferentes 
anticuerpos (en rojo). 

Teniendo en cuenta que en estos experimentos de citometría de flujo se han 

empleado concentraciones saturantes de anticuerpos, se observa que el 100 % de las células 

expresan las subunidades de las integrinas p, , a2, cz3 y a6, así como que los niveles de 

expresión de a, y a5 son considerablemente inferiores. Además, en estas células también 

se ha detectado la subunidad p4, aunque los niveles de expresión son inferiores a los de la 

subunidad PI. Estas subunidades de integrinas también se expresan en otras líneas celulares 
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de carcinomade colon (HT-29, SW480, 5W620 y COLO 205), con la excepciónde las

célulasHT-29 y 5W620 que no expresanlas cadenasa5 y a1, respectivamente.Los

carcinomasin situ no expresanla subunidada5, lo que puedeestar indicando que esta

subunidadsólo seexpresaen célulasde carcinomade coloncuandoéstasseven expuestas

a fibronectina. Sin embargo,como ya se ha mencionado, las célulasHT-29 iii vitro no

expresan dicha subunidad. La expresión de integrinas que reconocen a laminina y colágeno

seobservaen las célulasde carcinomascolorrectales,tantoin vivocomo en líneas celulares

en cultivo. En ningunade estascélulas se ha detectadola subunidada4 (Koretz et al.,

1994).

Una vez conocidaslas subunidadesde integrinasexpresadaspor las células, se

procedió a determinarde qué maneraestassubunidadesse asocianpara constituir los

heterodimerosa~. Paraello se realizaronensayosde inmunoprecipitaciónde extractos

celularesmarcadoscon
3R-glucosaminao con biotina.
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Figura 22.- Inmunoprecipitaciónde las integrinasexpresadasen las célulasBC5-TC2.
Lascélulasse marcancon

3H-glucosaminay los extractoscelularesobtenidosse inmunoprecipitan
con anti-a

6(GoH3) y anti-j31 (LIAl/2) como seindica en Materialesy Métodos. Análisis por PAGE-SDS
al 5% en condicionesno reductoras(A), y por PAOE-SDSal 7% en condicionesreductoras(B).

El análisis de los inmunoprecipitados,tras la electroforesis en geles de

poliacrilamidaenpresenciade SDS, muestraque el anticuerpoGoH3, que reconocea la

subunidada6, inimnunoprecipitatres proteínasde 200, 150 y 125 kDa (Figura 22A).
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Considerando que la inmunoprecipitación se ha realizado con un anticuerpo frente a la

subunidad a6 así como las movilidades electroforéticas de las bandas de proteína obtenidas,

éstaspodríancorrespondera las subunidades¡34~ a6 y [3, respectivamente(Hemíeret al.,

1989; Sonnenbergel al., 1990b;Nistaelal., 1996). Si seanalizael inmunoprecipitadoen

condicionesreductoras(Figura22B) seapreciandosbandasproteicasde 200 y 150kDaque

se podríanasignara la subunidad¡34 y a un fragmentoproteolíticode ésta.El dominio

citoplasmáticode 134 essusceptiblede degradaciónproteolítica,originándosefragmentosde

dichasubunidadcapacesde asociarseala subunidada6 (Hemieret aL, 1989; Kajiiji et aL,

1989; Leeet al., 1992; Giancotti et al., 1992). Se observanademásotrasbandasde 130

y 120 kDa debidas a las subunidades f3, y a6, respectivamente.Por tanto, los resultados

sugierenqueen las célulasBCS-TC2 la subunidada6probablementeseasociacon ambas

subunidades13 formandolos heterodímerosa431y a6j34. En la figura22A sepuedeobservar

que la bandade proteínacorrespondientea la subunidad¡34 presentauna intensidadmás

débil quela fr, lo quepuedeserun reflejo de que las célulasexpresanmenorcantidadde

a434que de cx431.

La integrinaa431 se expresaen una gran variedadde células,entreellas células

epitelialesy endoteliales,donde muestrauna distribución polarizadaen la superficie

basolateral(Sonnenberg,1990b;Hogervorstet al., 1993; Terpeet al., 1994). Las células

de carcinomade colondifierenen la expresiónde las integrinasaj3~ y aj34. Porejemplo,

las célulasClonA expresanla integrinaaj34y las célulasRKO expresana6¡31 (Lee et al.,

1992),mientrasque las células LoVo expresanambas(Daémiet al., 1995). Se creeque

la diferenteexpresiónde los heterodímerospuedeestarrelacionadacon la disponibilidad

de la subunidad~34,de modo que cuando[34 estáen excesose forma únicamenteaj34,

mientrasque si [3,~estálimitada seexpresantanto a434 comoaj31. Estecomportamiento

también se ha atribuido a diferenciasestructurales,presenciade isoformas, en las

subunidades134 y a6 lo que origina diferentespatronesde asociación(Lee et al., 1992).

Tras la inmunoprecipitacióncon el anticuerpoanti-[31 (LIAL/2) y el análisis por

PAGE-SDSen condicionesno reductoras,aparecentres bandasde proteínasde masas

moleculares 210, 150 y 120 kDa. Estas podrían corresponder a las subunidades de

integrinas ~1, ~235 ~ ~,y [3’, respectivamente(Figura 22A) (Giancotti et al., 1992;

Bartolazzia al., 1993; Nista et al., 1996). Si la electroforesisserealizaen condiciones

reductoras,se detectauna bandapróxima a los 200 kDa, posiblementedebida a la

subunidada,. Además,seproduceun desdoblamientode la bandade proteínade 150kDa

detectadaen condicionesno reductoras,en dos bandasdiferentes,que por su masa

molecular(150 y 130 kDa) podríansera las integrinasa2 y a5 respectivamente,y una

banda muy ancha de mayor movilidad electroforética (125-130 kDa) que correspondería a
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las subunidadesa3, a6 y ¡3’ (Figura22B) (Staquetet al., 1990; Leeet al., 1992; Bartolazzi

etaL, 1993).

En la figura 22 seobservaque a1 aparececomo una bandatenue,probablemente

debidaa bajosniveles de expresión. Sin embargo,se visualizauna bandamuy intensa

correspondientea la subunidad[3,(Figura22A). En estecaso,la intensidadde la bandase

puedeatribuir a un alto nivel de dichasubunidad(Figura21). Además,hay queconsiderar

que, en tejidos procedentesde cáncer colorrectal humano, el precursor pre-f31 (sin

glicosilar) podría asociarsecon su correspondientesubunidada. De esta manera,por

rnmunoprecipitaciónsepodríadetectartanto la forma [3,madura(N-glicosilación),como

la formaprecursora,de menormasamolecular(Fuj ita et al., 1995; Kim et al., 1995).En

la figura22B, tambiénapareceunabandaanchae intensade 125-130kDa, correspondiente

a la subunidad¡3, aunqueen estecaso tambiéncontribuyenlas subunidadesa3 y a6.

Estos resultadossugierenque, en las células BCS-TC2, la subunidad[3,seasocia

con a,, a2, a3, a5 y a6. Paraconfirmaresteaspecto,serealizaroninmunoprecipitaciones

de extractos celularescon anticuerposespecíficosfrente a las subunidadesa de las

integrinas seguidos de análisis por PAGE-SDS en condicionesno reductoras.En la

inmunoprecipitacióncon el anticuerpoanti-a, (TS2/7)seobservandosbandasde proteínas

de 200 y 110-120 kDa correspondientesa la subunidadesa, y I3~ (Figura 23A). La

inmunoprecipitaciónde los lisados con anti-a2, anti-a3 y anti-a5 da lugar a un patrón

idéntico que consisteen la subunidadcomún¡3, de masamolecular110-120kDa, asociada

con las bandasespecificasde 150-160kDacorrespondientesa a2,a3y a5, respectivamente

(Figura23B). De todos estosdatos sepuedeconcluir que los heterodímerosde integrinas

presentesen la superficiede las célulasBCS-TC2 sona,f3,, aj3,, ctjB,, a5j31, a43,y a434.

La integrinaa3j131 se ha descritoprácticamenteen todas las líneascelularesque

crecenen cultivo adheridasal sustrato(Hemler, 1990). Sehapostuladoque su expresión

sedebea una adaptaciónde las células a las condicionesde cultivo, ya que seexpresan

integrinasquereconocenafactoresséricos.Estamoléculaescapazdeactuarcomoreceptor

parafibronectina,vitronectina,laminina y colágenos,y tambiénparticipaenprocesosde

adhesióncélula-célula(Larjavaa al., 1990; Elices et al., 1991). El heterodímeroa213,
actúahabitualmentecomo receptorde colágenos(Santoroet al., 1991; Cardarelliet al.,

1992), aunquealgunaslineascelulares,entreellas las célulasClonA, utilizan aj31 como

receptorde laminina (Lotz a al., 1990). La integrina a,¡31 esreceptorparacolágenoy

laminina (Hynes, 1992). La integrinaaj3, esun receptorde fibronectinacuyaexpresión

frecuentementesereduceen célulastumorales,habiéndosedescritouna correlaciónentre

estabajaexpresióny la transformaciónmaligna(Varner et al., 1992; Witkowski et al.,

1993).
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Figura 23.- Inmunoprecipitaciónde las integrinasexpresadasen las célulasBCS-TCZ.

Lascélulassemarcanconbiotina (A) o con
3H-glucosamina(B) y losextractosse inmunoprecipitan

conanti-ct, (1S2/7),anti-a,(AB1936), anti-a
3(AB1920) y anti-a5(Mabl986), como seindicaenMateriales

y Métodos,y se analizanmediantePAGE-SDSal 7% (A) o al 5% (B) en condicionesno reductoras.

La expresión de receptoresde tipo integrina no siempresecorrelacionacon su

actividadfuncional (Mercurio, 1995). Además,como seha comentadopreviamente,las

integrinas pueden reconocer como ligando a más de un componentede la matriz

extracelular. La especificidadde ligando pareceestardeterminadaen gran partepor la

combinación particular de las subunidadesex y ¡3, aunqueotros factorestales como el

procesamientoalternativo y el grado de activación de la integrina también pueden

contribuir. Por tanto, una vez conocidoslos heterodímerospresentesen las célulasBCS-

TC2 seplanteael estudiode la especificidadde dichosreceptorespor los ligandosde la

matriz extracelular.Con estefin serealizanensayosde inhibición de la adhesióna los

distintoscomponentesde la matriz extracelularporanticuerposespecíficosanti-integrinas

así como cromatografiasde afinidad.

3.2.2. RECEPTORES CELULARES iMPLICADOS EN LA ADHESIÓN DE LAS

CÉLULAS BCS-TC2 A COMPONENTES DE LA ECM

Inhibición de la adhesióncelular por anticuerpos anti-integrina

En los ensayosde inhibición de la adhesiónsepuededeterminarla especificidadde

uniónde las integrinasusandoanticuerposque inhibanla función de integrinasindividuales.

Inicialmentese estudióel efectode diferentesanticuerposanti-integrinassobrela adhesión

a laminina, fibronectina, colágenotipo 1 y colágenotipo IV.
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Figura 24.- Efecto de anticuerposanti-integrinassobrela adhesiónde célulasBCS-TC2 a proteínas

de la ECM.
Las célulasse incubandurante45 minutos a 370C conanticuerposanti-a

1,anti-a,,anti-a6y anti-13,
(dilución 1:10), anti-a3y anti-a5 (dilución 1:450), y anti-134 (dilución 1:50). Posteriormentelas célulasse

dejanadherir,durante30 minutos,sobresuperficiessaturadascon 10 pg/mL de LN, FN, Col 1 o Col IV.
El númerode célulasadheridasse determinancomo se detallaen Materialesy Métodos.Los resultadosse
expresancomo el porcentajede célulasadheridasrespectode la adhesióncontrol a cadasustratoen ausencia

de anticuerpo(100%), y procedendecuatroexperimentosrealizadoscondeterminacionespor cuadruplicado.

Comoseobservaen la figura 24 los anticuerposanti-[3, y anti-cz5 inhibende manera

significativa laadhesióna fibronectina,mientrasquesobrelaminina, a la concentraciónde

anticuerpoutilizada, solamenteseobservaun fuertebloqueode la adhesiónen presencia

de anticuerposanti-a6.La adhesiónde las célulasBCS-TC2sobreambostiposde colágeno

se inhibe por anticuerposanti-¡3, y anti-ct2. Con estos resultadosiniciales, se procedea

estudiaren mayorprofundidadlos receptorescelularesimplicadosen la adhesióna los

diferentessustratos.

Receptorescelulares implicados en la adhesión célula-flbronectina

Efectode anticuerposanti-integrinas en la adhesióna fibronectina

Puestoquesolamentelos anticuerposanti-a5y anti-[3, inhiben laadhesiónde manera

significativa a fibronectina,se estudióel efecto de diferentesconcentracionesde estos

anticuerpossobrela adhesióna estaglicoproteina.
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Figura 25.- Inhibición de la adhesión celular a fibronectina por anticuerpos anti-integrina.
Los experimentosde inhibición de la adhesiónpor anticuerposse¡levana cabocomo se detallaen

Materiales y Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante45 minutos a 37
0C con diferentes

concentracionesde los anticuerpos.Posteriormente,las célulasse dejanadherirdurante30 minutos sobre

pocillos saturadoscon lOj.tg/inL de fibronectina,tras lo cualse valorael númerode célulasadheridas.Los
resultadosse expresanen porcentajede célulasadheridasrespectode las adheridasal sustratoen ausencia

deanticuerpo(100%), y procedendecuatroexperimentosrealizadoscondeterminacionespor cuadruplicado.

Anticuerposanti-¡3, producenun fuertebloqueode la adhesióncelular,ya quepara

unadilución 1:100 se obtieneuna inhibición del 80%,mientrasque el anticuerpoanti-cx
5

originauna total inhibición a unadilución 1:100(Figura25).Estosresultadossugierenque

la integrinaa5[3, es el principal receptoren las célulasBCS-TC2responsablede laadhesión

a fibronectina. Parece,por tanto, que la integrina a3¡3,, descrita como receptor de

fibronectina,no participacomo tal en estecaso.Las célulasHT-29, que no expresana513,
pero sí ti3¡3j, no son capacesde interaccionarcon fibronectina, lo que indica que este

heterodímeroa3¡3, tampoco participa en dicha interacción(Varneret al., 1995).

Croinatograflade afinidadSepharose-fibronectina

Paraconfirmar los resultadosobtenidosen los experimentosde inhibición de la

adhesión,sepurificaronlas integrinascapacesde interaccionarcon fibronectinarealizando

cromatografiasde afinidad Sepharose-fibronectinaen presenciade I.~4~.>2+. Este catión

favorecela interacciónintegrina-ligandoy, por tanto, la retenciónde las integrinasen la

Sepharose-f¡bronectina.Las proteínasunidasdemaneraespecíficaal ligando seeluyencon

EDTA.
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Figura 26.- Análisis electroforéticode la cromatografíade afinidaden Sepharose-fibronectina.
Extractoscelularesmarcadosconbiotina se aplicanen columnasde Sepharose-FNy las proteinasretenidas
se eluyenconEDTA comoseindicaen Materialesy Métodos.(A) LasdistintasfraccioneseluidasconEDIA
(1 a 4) se analizanpor PAGE-SDSal 5% en condicionesno reductoras.(B) Inmunoprecipitacióndc la

fracción2 del eluido con EDTA con anti-J3,(LIAI/2) o anti-a,(Mabl986)y análisisdel inmunoprecipitado
por PAGE-SDSal 5% en condicionesno reductoras.Trasla electroforesisse lleva a caboel procesode
transferenciae identificaciónde las proteínasbiotiniladasmediantetinción conavidina-peroxidasay revelado
por ECL.

En la figura 26 se recoge el patrón de proteínas retenidasen la columna de

Sepharose-fibronectinatras someterlasa PAGE-SDS en condicionesno reductoras.Se

detectala presenciade dos bandasde proteínade 120 y 160 kDa (Figura26A, carril 2),

ademásdeotrasproteínasdemayormovilidadelectroforética.Paraidentificarlas integrinas

se realiza una inmunoprecipitacióncon distintosanticuerposfrente a las distintascadenas

a y frente a [3,y posterioranálisispor PAGE-SDS.Sólo seobtuvo resultadopositivo con

los anticuerposanti-a5 y anti-¡3, (Figura26B). En amboscasosseobtienendosbandasde

proteínade 120 y 160 kDa, masasmolecularesque correspondena las integrinas[3,y a5

(Adamsy Watt, 1990).Portanto, seponedemanifiestoque laprincipal integrinaimplicada

en la unión afibronectinaesa5[3,, confirmando el resultadoobtenidoen los experimentos

de inhibición de la adhesión.

Dicha integrina interaccionacon el sitio de unión a célulasde la fibronectinaque

contiene las secuenciasRGD/PHSRN (Akiyama et al., 1995b). Como se ha indicado

anteriormente(Figura 16 y 17), la adhesiónde las células BCS-TC2 a fibronectina es

inhibidapor péptidosquecontienenla secuencia-ROD-, lo queconfirma la implicación de

la integrinaa43, en la adhesióna fibronectinaen estascélulas.
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Receptorescelulares implicados en la adhesión célula-colágeno

Efectodeanticuerposanti-integrinas en la adhesióna colágenotipo 1 y tipo IV

La adhesiónsobre colágenotipo 1 y IV se inhibe si las células se tratan con

anticuerposanti-a2y anti-[3,, como serecogeen la figura 24. Por tanto seestudióel efecto

de diferentesconcentracionesde estosanticuerpos,observándoseque la inhibición es,en

todos los casos,dependientede la concentraciónde anticuerpoutilizada.

El anticuerpoAJJB2(anti-¡3,)inhibefuertementela adhesiónde lascélulasBCS-TC2

a colágenostipo 1 y IV, consiguiéndoseuna inhibición del 95% a una dilución 1:100 del

medio de cultivo dehibridomas(Figura27).
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Figura 27.- Inhibición de la adhesión celular a colágenos por anticuerpos anti-integrina.
La inhibición de la adhesiónpor anticuerposseha llevadoa cabocomo sedetalla en Materialesy

Métodos.Las célulastripsinizadasseincubandurante45 minutosa 37
0C condiferentesconcentracionesde

los anticuerposy se dejanadherir,durante30 minutos, sobrepocillos saturadoscon l0¡g/mL de colágeno

tipo 1 (A,B) o tipo IV (C,D), tras lo cual se valora el númerode célulasadheridas.Los resultadosse
expresanen porcentajedecélulasadheridasrespectodel control correspondienteen ausenciade anticuerpo
(100%), y procedende cuatroexperimentosrealizadoscon determinacionespor cuadruplicado.
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El anticuerpoanti-a, inhibe, a una dilución 1:10, un 70% la adhesióna colágeno

de tipo 1 y IV. Los resultadossugierenque la integrinaa2¡31, probablemente,esel principal

receptorcelular que mediaen la interaccióna los dos tipos de colágenosestudiados,como

ocurre en la mayoría de las célulasepiteliales.Sin embargo,no se consigueel 100% de

inhibición con anticuerposanti-ct2, lo quepodríaindicar la presenciade algúnmecanismo

adicional de adhesión,como la participaciónde la integrina a,¡3, también descritacomo

receptorpara el colágenode tipo 1 y IV (Gullberget al., 1992; Pfaff et al., 1993). Sin

embargo,los anticuerposanti-a, utilizados (TS2/7 y 5E8D9) no bloqueanla adhesióna

colágenos,aunquesí que lo hacenen otras líneascelulares(Yamamotoet al., 1995). El

resto de anticuerposno ejercenefecto, comoserecogeen la figura 24.

Cromatograflasdeafinidad Sepharose-colágenode t¡~o 1

Una vez determinadaslas integrinas implicadasen la interaccióncélula-colágeno,

seprocedióasuidentificaciónmediantecromatografiasdeafinidadSepharose-colágenotipo

1. El análisiselectroforético,encondicionesno reductoras,de lasproteínasretenidaspone

de manifiesto la presenciade tres bandasde proteínade 210, 150 y 120 kDa(Figura28A)

que, por sus masas moleculares, podrían corresponder a las integrinas ex,, ex2 y [3~
respectivamente.Paraidentificar estasproteínasse inmunoprecipitanlas proteínaseluidas

con EDTA con distintos anticuerposanti-integrinas,obteniendosólo inmunoprecipitado

cuandoseutilizan anticuerposanti-ex2 o anti-¡3,. El análisiselectroforéticoen condiciones

no reductorasdel inmunoprecipitadocon anti-a2 indica lapresenciadebandasde proteínas

de 150 y 120 kDa (Figura 28B). Cuandoserealizala ininunoprecipitacióncon anticuerpos

anti-[3, seobservantres bandasde proteínade 210, 150 y 120 kDa, que probablemente

correspondena las subunidadesde integrinasex1, ex2 y [3~.Por tanto, estos resultados

sugierenque,en las célulasBCS-TC2, la integrinaa2¡31 esel principal receptorparalos

colágenos,aunqueen estainteraccióntambiénpodríaparticiparla integrinaex,[3,. Puesto

que el péptido GRGDSPno inhibe la adhesióncelulara colágenosde tipo 1 y tipo IV

(Figura 16), la interaccióna travésde estasdos integrinasparecerserindependientede

RGD, comohan indicado otros autores(Vanderberget al., 1991; Gullberg et al., 1992;

Pfaffetal., 1993).

En estesentidosehapropuestoque el péptido FYFDLR participaen la unión de

las integrinasex,[3, y ex2[31 al colágenode tipo IV (Vandenberget al., 1991; Underwoodet

al., 1995), y que el péptido DGEA está implicado en la unión de la integrina ex2[31 al

colágeno de tipo 1 en células de carcinoma de mamay plaquetas (Staazet al., 1991). La

integrina ex,[3, reconoceun conjunto de dos residuos,aspárticoen la cadenaa1(IV) y

arginina en la cadenaa2(IV) de la superficiede la triple hélicedel colágenode tipo IV

(Eble et al., 1993; Yamamotoet al., 1994b).
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Figura 28.- Análisis electroforéticode la cromatografladeafinidad en Sepharose-colágenotipo 1.
Extractoscelularesmarcadoscon biotina se aplicana columnasde Sepharose-Col1 y las proteinas

retenidasse eluyencon EDTA. (A) Las fraccioneseluidas con EDIA (1 a 4) se analizanpor PAGE-SDS
al 5% encondicionesno reductoras.(fl) Inmunoprecipitaciónde la fracción2 deI eluido con EDTA conanti-

3, (LIAl/2) o anti-a,(Mabl936)y análisisdel inmunoprecipitadopor PAGE-SDSal 5% en condicionesno
reductoras.Trasla electroforesisse lleva a caboel procesode transferenciae identificaciónde las proteínas
biotiniladasmediantereaccióncon avidina-peroxidasay reveladopor ECL.

Receptorescelulares implicados en la interacción célula-laminina

Efectode anticuerposantí-integrinasen la adhesióna laminina

Las célulasBCS-TC2 expresanlas integrínasa
1¡3,, a2[3,, ex3¡3,, aj31 y ex434, todas

potencialesreceptoresparala laminina. Portanto, resultainteresanteanalizarel efectode

diferentesanticuerposanti-integrinaspara detenninarlas que están implicadas en la

interacción con laminina (Figura 24). Sólo el anticuepo anti-ex6 (GoH3) inhibe

significativamente la adhesióna laminina, consiguiéndosepara una dilución 1:10 del

anticuerpouna inhibición algo superioral 60% (Figura29). Resultadossimilaresa estos

sehanobtenidocon la mismadilución de anticuerpoencélulasB16 de melanoma(Ramos

et al., 1990), un 60% de inhibición en célulasClonA con Sgg/mL de concentraciónde

anticuerpo(Leeet al., 1992)y unainhibición casi total de la adhesiónen célulasHTIOSO

y OVCAR-4 (Sonnenberget al., 1990a;Aumailley et al., 1990b).Esteanticuerpobloquca

selectivamentela adhesióncelular al fragmento ES de la laminina, pero no al Pl, en

plaquetas,fibroblastosy célulastumorales(Sonnenberget al., 1990a;Aumailley et al.,

1990a).Estosresultadossugierenque la subunidadex6 estáimplicadaen la adhesiónde las
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célulasBCS-TC2a laminina. Sin embargo,puestoqueno seconsigueunainhibición total

de la adhesióncon anticuerposanti-ex6, se debeestudiarla posible implicación de otras

subunidadesex de las integrinas.

AnticuerposTS2/7 frente a la integrinaex, activan la adhesiónde las célulasBCS-

TC2 a laminina, mientrasque anticuerposanti-ex1 5E8D9 no producenningún efecto.

Anticuerposanti-ct2, a unaconcentraciónque inhibe fuertementelaadhesióncelularsobre

colágeno,utilizadosa la mismaconcentración,sólo inhiben ligeramentela adhesiónsobre

laminina. Los anticuerposanti-a3(PlB5) tambiéninhiben ligeramentela adhesión(Figura

24). Esteanticuerpobloqueaparcialmentela interacciónde célulasHTlO8O a la laminina-1

(Waynery Carter, 1987); sin embargo,otros autoresno han encontradoefecto en la

adhesiónde células HTlOSO, OVCAR-4 y de carcinomade vejiga (Sonnenberget al.,

1990a;Aumailley et al., 1990a;Nista et al., 1996).

Anti-«6 Anti4i,
120 (GoH3> (AIIB2)
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Figura 29.- Inhibición de la adhesión celular a laminina por anticuerpos anti-integrina.
Los experimentosde inhibición de ¡a adhesiónpor anticuerposse llevana cabocomose detallaen

Materialesy Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37
0C con diferentes

concentracionesde los anticuerpos.Posteriormentelas célulasse dejanadherir,durante30 minutos,sobre
pocillos saturadoscon lOpgImL de laminina, tras lo cual se valora el númerode célulasadheridas.Los

resultadosse expresanen porcentajede célulasadheridasrespectode las adheridasal sustratoen ausencia
deanticuerpo(100%),y procedendecuatroexperimentosrealizadoscondeterminacionespor cuadruplicado.

Se hacomprobadoel efecto de la combinaciónde anticuerposanti-a
2y anti-a3con

anticuerposanti-ex6, lo que originauna ligeramayorinhibición que la producidaporcada

uno de los anticuerposindividualmente.Estosresultadossugierenque probablementeexiste



Resultadosy Discusión 102

unacontribución adicional en la adhesióna laminina proporcionadapor otras integrinas

talescomo a431 y a:3131. En concreto,a2j3~ actúa como receptorpara estaproteínaen

células ClonA, de carcinomade colon (Lotz et al., 1990; Lee et al., 1992). Además,se

hadescritoquela integrinaa2[31 puedeestabilizarla adhesióniniciadaporel heterodimero

a431, y tambiénes posible que la ocupaciónde esteheterodímero“active” la unión a

laminina de ex2[31 (Lee a al., 1992). La cooperaciónde integrinasen la unióna laminina

seha descritoen otras líneascelulares(Lotz et al., 1990; Carteret al., 1990; Hall et al.,

1990; Rabinovitzet al., 1995). En célulasde carcinomade vejiga, el anticuerpoanti-a3

utilizado en nuestrosistema(PlB5) no produceningún efecto individualmentepero una

mezclade anti-a6(GoH3)y anti-a3(PIBS)bloqueacompletamentela adhesióna laminina,

lo que sugiereunacoparticipaciónde los receptoresex3[31 y aj31 (Nistaet al., 1996). En

célulasde carcinomade próstatala integrina ex3 estáimplicada en la adhesióna laminina

en coparticipacióncona6[34 (RabinovitzeL al., 1995).

Teniendoen cuentatodos estosresultadossepuedeconcluir queen la adhesiónde

las célulasBCS-TC2 a laminina estánimplicadasintegrinasde la familia [3~,participando

la integrina «6131 principalmente,ademásde ex2j31 y ex3[3. La adhesiónmediadapor las

integrinasa43~ y ex6[31 justificaría la adhesióncelular al fragmentoES, ya que se ha

postuladoque ambasintegrinas reconoceneste fragmentoen la molécula de laminina

(Aumailley etal., 1987;Gehísenetal., 1992a).Porotro lado, la integrinactj31contribuiría

a la adhesióncelular al fragmento E1-4, ya que este receptor reconocela secuencia-

YGYYGDALR- localizadaen la cadenafr de la laminina próximaa la intersecciónde la

cruz (Underwoodet al., 1995).

Cuandoseestudióel efectode anticuerposanti-[31, secomprobóque sólo a altas

concentraciones,el anticuerpoAIIB2 inhibe la adhesióna laminina (Figura29). Así por

ejemplo,a unadilución 1:100del anticuerpo,dilución a la cual la adhesióna fibronectina

y colágenosse inhibe estácasi completamente,no se observaningún efecto sobre la

adhesióncelulara lamiina. Estosresultados,al contrarioquelos obtenidoscon anticuerpos

frentea las subunidadesa, podríanindicar que las integrinasde la familia [3~no están

implicadas en la interaccióncon laminina. Sin embargo, hay que considerarque la

interaccióndel anticuerpoanti-j31, en el caso de a6 f3~, puedeserespecíficapero de baja

afinidad, o bienque los nivelesde aj3~ seantanaltos que en amboscasosserequierauna

concentraciónmuy superiorde anticuerpoparaconseguirbloquearla interacción(Figura

29). Otraposibilidadaconsiderarseríaquela subunidad[3~implicadaen la interaccióncon

lamininapresenteun diferentegrado de glicosilaciónqueel restode la subunidades[3k. En

estecasolos hidratosde carbonopodríandificultar la unión del anticuerpoa la integrina.

Tambiénpodríadarseel casode quela conformaciónqueadquiere[3í al interaccionarcon

«6 seadistintaa la que adquiereal interaccionarcon otrassubunidadesex.
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El hecho de que la inhibición por anticuerposanti-j31 no seatotal podríasugerir la

participaciónde otros receptores.Puestoque las célulasBCS-TC2 expresanel receptor

«434, secomprobóel efectodeanticuerpos3E 1 frentea la integrina ¡34 sobrela adhesión

celular a laminina. Sin embargo, estos anticuerposno modifican la adhesióna esta

glícoproteina(Figura 24). En las célulasde cáncerde colon ClonA, por el contrario, se

consigue un 30% de inhibición con los anticuerposanti-[34 (A9), y se implica al

heterodímeroex434 en la interaccióncon laminina (Lee et al., 1992). La función de la

integrina «6134 como receptor de laminina ha sido objeto de estudioen muchaslíneas

celulares,obteniéndoseresultadosdiversosy contradictorios.En célulasde carcinomade

próstatay colorrectalsehapostuladoquela integrinaa434esun receptorparaestaproteína

(Niessenet al., 1994; RabinovitzeL al., 1995; Chaoeta?., 1996),mientrasqueen células

de adenocarcinomade mamaseponeen dudatal función(Sonnenbergetal., 1990a).Otros

autoressugierenque la integrina «434 puedeparticipar no en la adhesióninicial de las

célulasa laminina, sino en un estadomástardío de la adhesión,como se hadescritopara

queratinocitos(De Lucaetal., 1990).Hay queconsiderarquela rupturaproteolíticade las

moléculasj34 origina la pérdidade la parteprincipal del dominio citoplasmático,lo que

podríaalterarla actividadde unión al ligando,asícomo las conexionesconel citoesqueleto

(GiancottieL al., 1992; Chao eL al., 1996). Dicha rupturaproteoliticapodríajustificar en

parteel diferente comportamientode la integrina «434 dependiendode la línea celular.

Ademásde participaren losprocesosde adhesióncelular,estaintegrinaestáimplicadaen

la formaciónde hemidesmosomasy en ladiferenciacióny lasupervivenciacelular(Dowling

eta?., 1996).

Lascélulasexpresanensusuperficielectinasy galactosiltransferasaquepuedenunir

los hidratosde carbonode la moléculade la laminina. Por tanto,seplanteóestudiarsi en

la interacciónde las célulasBCS-TC2 con la matriz extracelularparticipanestetipo de

interacciones,lo que justificaría, en parte, que no se consigauna total inhibición por

anticuerposanti-integrina.Paraello, serealizaronexperimentosdeinhibición de la adhesión

a laminina preincubandolas células con lactosa(Figura 30). En estosexperimentosse

produceuna inhibición de la adhesióna laminina, consiguiéndoseun 70% de inhibición

para una concentración50 mM de lactosa. Este resultado indicaría que las lectinas

participan en la interacción con laminina a través del reconocimientode residuosde

galactosade la proteína.Sin embargo,en otroscasosseha descritoqueestaunión puede

promoverla extensióny la salidadeneuritasperoqueno esesencialparala faseinicial de

adhesión(DeaneL al., 1990; ChandrasekaraneL al., 1991).

Puestoquelas célulasBCS-TC2expresanel receptordealtaafinidadparalaminina

(López-ConejoeL al., 1996; Olmo eL al., 1997), se estudió la contribución de dicho

receptor en la adhesióncelular a laminina. Para ello se comprobó el efecto de dos
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anticuerposmonoclonales(MLUC5 y MLUC6) quereconocenal receptorde altaafinidad.

Como se observaen la figura 30, a ninguna de las diluciones estudiadasde ambos

anticuerposse observainhibición de la adhesióncelular a laminina. Este hechopuede

debersea la ya cuestionadaparticipaciónde estereceptoren la adhesión(Mechan, 1991)

o a que estos anticuerposno presentenactividad inhibitoria. Algunos autoresya han

observadoque los anticuerposMLUC5 y MLUC6 no ejercenningúnefectoen la adhesión

celular(MartignoneeL al., 1992).Actualmenteno hay descritoningúnanticuerpofrentea

la proteínade 67 kDa que inhiba la adhesióncelular.
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Figura 30.- Efecto de lactosa, anticuerpos anti-67tWa y anti-5-nucleotidasa sobre la adhesión celular
a laminina.

La inhibición de laadhesiónse lleva a cabocomo sedetallaen Materialesy Métodos.Las células

tripsinizadasse incubandurante45 minutos a 370C con 50 mM de lactosa,con anticuerposanti-67 kfla
(dilución 1:100), con un anticuerpopoliclonal anti-5’-nucleotidasa(dilución 1:100)o con un suerocontrol.
Posteriormente,las célulassesiembransobrepocillos saturadosconLN a 10 .tg/mL, y las célulasse dejan
adherir durante30 minutos. Los resultadosse expresanen porcentajede célulasadheridasrespectode las
células adheridas a laminina en ausenciade lactosa o anticuerpo, y procedende tres experimentos
independientesrealizadoscon detenninacionesparacadadato por cuadruplicado.El error experimentales
inferior al 10%.

La interacciónde la 5 ‘-nucleotidasacon lamininay fibronectinasugiereunafunción

de la ectoenzimaenel reconocimientode componentesde la matrizextracelular,pudiendo

actuar también como moduladoren el procesode adhesióny en la locomocióncelular

(Tumay 1989; Olmo et al., 1992; Olmo y Lizarbe, 1994). Por lo tanto,sehanrealizado

ensayosde inhibición de la adhesióncon anticuerpospoliclonalesobtenidosfrentea la
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enzimade las célulasBCS-TC2(Navarroeta?.,1997). Endichosexperimentosseconsigue

una adhesióndel 75% para una dilución 1:100 del anticuerpo(Figura 30). El efecto es

específico,puestoquecon suerocontrol no se produceningún efecto sobrela adhesión

celular. Por tanto,es probableque la 5’-nucleotidasaactúecomo receptorde laminina en

las célulasBCS-TC2.

Los estudiosde inhibición permitenconcluir en la interaccióncélulas BCS-TC2-

laminina tiene lugara travésdel reconocimientode secuenciasespecíficasen la molécula

por receptoresde tipo integrina, así como por el reconocimientode residuosde galactosa

por las lectinaspresentesen la superficiecelular. Ademásen dicha interacciónpueden

participarotrasmoléculascomo la ectoenzima5’-nucleotidasa.

Ident~flcac¡ónde receptoresde laminina en célulasBCS-TC2

Cuandose realizaunacromatografiade extractoscelularesen Sepliarose-laminina

quedanretenidasdos proteínasde 165 y 120 kDa quese eluyencon EDTA. Además,se

observanotrasbandasque correspondena proteínasde menor masamolecular(Figura

31A). La identificaciónde las integrinasretenidasseha realizadoinmunoprecipitandolas

proteínaseluidas con EDTA con diferentesanticuerposanti-a y con anticuerposanti-[31.

obteniéndoseresultadopositivosólo cuandoseutilizan anticuerposfrentea las subunidades

«6 y [3í. Comoseobservaen la figura 3 iB, trasanalizarel inmunoprecipitadopor PAGE-

SDS en condicionesno reductorasseobtienendos bandascorrespondientesa proteínasde

165 y 120 kDa de masamolecular,quecoincidencon las descritaspara las integrinas[3i

ya6 respectivamente(Mm etal., 1995; Nista etal., 1996).Estosresultados,junto con los

ensayosde inhibición conanticuerposanti-6 y anti-j31, sugierenque la integrina«43, es

laprincipalintegrinaimplicadaen la uniónalaminina, comoyasehadescritoenplaquetas,

célulasde melanomay célulasde cáncerde colon(Sonnenbergeta?., 1988b;Ramosetal.,

1990; Kim eL al., 1995). La inhibición producidaporestosanticuerposno estotal, lo que

implica la participaciónde otrosreceptores.De hecho,de lacolumnaSepharose-laminina

seeluyeunaproteínaminoritaria de masamolecular210 kDa. Estaproteínatiene menos

afinidad por la laminina, ya que eluyea fuerzaiónica 0,2 M pero no con EDTA. Una

proteína similar (180 kDa), detectada en células de melanoma (Ramosetal., 1990),seha

propuestocomo la integrina a1. Sin embargo,por su masamolecular también podría

correspondera la integrina [3d, resultadoque se deberíaconfirmar. En muchoscasos,el

heterodímero«6134 no se retieneen estetipo de columnas.Algunosautoresafirmanque la

unión de «434 a laminina es dependientede que la Sepharose-lamininaesté recién

preparada,sugiriendoqueel estadofísico o la conformaciónde la proteínaescríticapara

estaunión (Lee eta?., 1992).
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Figura 31.- Análisis electroforéticode la cromatografíade afluidad en Sepharose-laminina.
Extractoscelularesmarcadoscon biotina se aplicanen columnasde Sepharose-LNy las proteínas

retenidasseeluyencon FOTA. (A) LasdistintasfraccionescluidasconFOTA (1 y 2) seanalizanpor PAGE-
SOSal 5% encondicionesno reductoras.(B) Inmunoprecipitaciónde la fracción 1 del eluido conEDTA con

anti-¡31 (LIAI/2) o anti-u6 (0o143)y análisis del inmunoprecipitadopor PAGE-SOSal 5% en condiciones
no reductoras.Tras la electroforesisse lleva a cabo el procesode transferenciae identificación de las
proteínasbiotiniladasmediantereaccióncon avidina-peroxidasay reveladopor ECL.

3.2.3. EFECTO DE CATIONES DIVALENTES EN LA INTERACCIÓN CÉLULA-

MATRIZ EXTRACELLJLAR

Las integrinasrequierencationesdivalentesno sólo para su dimerización,sino

tambiénparasuunión al ligando (Loftus et al., 1990; Gulino et al., 1992). Los cationes

puedenmodulartanto la afinidad como la especificidadde las integrinas.Seha sugerido

que la principal función de los cationesdivalentesesprovocarun cambio conformacional

en la integrina y desplazarel equilibrio entresu estadoactivo e inactivo (Mould el al.,

1995a; Humphries, 1996). Puestoque las célulasBCS-TC2 interaccionancon la matriz

extracelulara travésde integrinas,seha estudiadoel efectode distintoscationesdivalentes

en estasinteracciones.

Los resultadosobtenidosserecogenen la figura 32. Todoslos cationesdivalentes

empleados incrementan la adhesión a laminina, siendo la efectividad obtenida

~ Las integrinasaj3~, «2131 y 6(t requierenMg
2~ y/o

Mn2~ para su unión al ligando, mientrasque el Ca2~ inhibe estaunión (Grzesiakel al.,

1992; Lallier y Bronner-Fraser,1992; Haraeta?., 1994).Sin embargo,la adhesiónde las
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célulasBCS-TC2a lamininaseincrementaprácticamenteal doble en presenciade cationes

Ca2~respectodel control.Esteresultadoestáde acuerdocon estudiosque indican que la

laminina contienedominiosreconocidospor integrinasdependientesde calcio (Kramer eL

al., 1990). Hay que considerar,además,que el heterodímero«3131 requiereCa2~ para

unirsea la laminina(Eliceseta?., 1991).Portanto, esprobableque, en estascélulas,este

catiónincrementela afinidadde la integrina«3131 por laminina. Porotro lado, la integrina

«6134 seune a laminina en presenciade Mg2~ o Mn2~ (Lee et al., 1992).

2+ 2+ 2+ 2+ 2+O Mn Mg Co Ca Zn 2+ 2+ 2+ 2+O Mn Mg Co Ca Zn2~

Figura32.- Efectodecationesdivalentesen laadhesióndelascélulasBCS-TC2a proteínasde la ECM.
Lascélulasserecogenpor tripsinización,selavandosvecesconPBS/EDTA1 mM y seresuspenden

en tampónTris lOmM, pH 7,5, NaCí 0,15M, KCI 5mM ,Glutamina2mM, Glucosal,8rnM y BSA al 1%,
en presenciao ausenciadel catión divalente correspondientea una concentración2mM. Las célulasse
siembransobreLN, FN, Col 1 y Col W (lOpg/mL). Se valorael númerode célulasadheridasdespuésde
30 minutosmedianteel métodocolorimétricodescritoen Materialesy Métodos.Los resultadosse expresan
comoincrementoen la adhesióncelularrespectode la obtenidaen ausenciade cationes,a la quese asigna
el valor de 1.
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Los cationesMn2~ y Co2~ incrementanla adhesióna fibronectina,mientrasque

Mg2~ y Zn2~ lo hacenmuy ligeramente,y el catión Ca2* no ejerce ningún efecto. La

interacciónde las célulasBCS-TC2 con estaproteínatiene lugar a travésde la integrina

a43~. Estos resultadoscoincidenconotros queindican que el reconocimientodel ligando

por esteheterodimero«513[ está favorecidopor cationesMn2~, Mg2~ pero no por Ca2~

(Mould el al., 1995a,b).Ademásel Mn2~ confiereuna mayor afinidad de unión por el

ligando que el Mg2~ (Mould et al., 1995a,b).Sin embargo,otrosestudiosindicanque esta

integrinaseune a fibronectinaen presenciade cationesCa2~, ademásde Mg2~ y/o Mn2~

(Gailit y Ruoslahti, 1988; Kirchhoferet al., 1991).En las célulasBCS-TC2 la interacción

célula-fibronectinaes independientede cationesCa2~.

Laadhesiónde las célulasBCS-TC2alos colágenosseincrementaporCo2~, Mn2~,

Mg2~ y Zn2~. Sin embargo,la adhesiónno seafectapor Ca2~.Estosresultadoscoinciden

con otros, que indican que las integrrnas«2131 y aj3~ requierenMn2~ y Mg2~, pero no

Ca’~ parasu interaccióncon el ligando (Grzesiaket al., 1992; Lallier y Bronner-Fraser,

1992).

3.3. TRANSMISIÓN DE LA SEÑAL

Diferentestipos de células cuandose adhierensobre componentesde la matriz

extracelularformanensamblajestransmembranaconocidoscomo contactosfocales.De

forma general,los contactosfocalespuedendividirse morfológicay bioquimicamenteen

4 regiones(extracelular, transmembrana, placa citoplasmática y red de microfilamentos).

La primerazona,o regiónextracelular,secaracterizapor la presenciade moléculasde la

matriz extracelular,las cualesconduceno inducenla formaciónde contactosfocales.La

segundaes la región transmembrana,en la cual están implicadas directamentelas

integrinas.El dominio citoplasmáticode las subunidadesa tieneunafunciónreguladoray

el de la subunidad[3daríacuentade la asociacióndirecta con el citoesqueleto.

Paracompletarlos estudios,recientementesehaplanteadotambiénla posibilidad

de realizarensayosparaelucidarlas vías de transmisiónde la señal tras la interacción

componentesde la matriz extracelular-integrina.Aunque se trata de datos previos y

actualmenteen estudio,seha consideradooportunoincorporarlosen estaMemoria.

Distribución de la integrina l3~

Los resultadosanteriormentepresentadosindicanque la interacciónde las células

BCS-TC2 con la matriz extracelularestámediadapor las integrinasde la familia ¡3,. Por

ello se ha planteadoanalizar, mediantetécnicasde inmunofluorescenciaindirecta, la



Resultadosy Discusión 114

distribución de las integrinasque contienenla subunidad I3~ y la posible formación de

contactosfocales en célulasadheridasa laminina, fibronectina,colágeno de tipo 1 y

colágenode tipo IV.

La matriz extracelularpuedemodular la distribución de las integrinas, pero a

tiemposdeextensióncortos,cuandotodavíano sehasintetizadomatrizpropia.Laproteína

sobrela que sesiembranlas célulasdeterminael receptorque seagrupaen los contactos

focales.Así, en los primerosmomentosde la adhesión,cuandolas células BCS-TC2aún

permanecenredondas,las integrinas[3~se distribuyenpor toda la superficiecelular, sin

ningúnpatróndefinido.Transcurridas4 horas,lascélulascomienzana extendersesobrelos

sustratosy, a las 20 horas,cuandola mayor partede las células estánya extendidas,las

integrinas[3í sedistribuyenen las placasde adhesiónfocalque,de formapuntual,aparecen

a lo largo de la periferia de la célula (Figura 33). Un comportamientosimilar se ha

observadoen diferentestipos celularessobreestossustratos(Ramoset al., 1990;Clyman

eta?., 1992; Gullberg et al., 1992; Enomotoet al., 1993). Estalocalizaciónen contactos

focalesperiféricosindicaríaque las integrinas[3~sonmoléculasde anclajede las células

BCS-TC2a lamatriz. Tambiénseapreciauna tinción enregionesdecontactocélula-célula,

como se ha descritoparala integrina 131 en queratinocitos(Nicholsony Watt, 1991) y en

célulasepitelialesde mama(Berdichevsky et al., 1992).

La distribución de 131 en las células BCS-1C2 sembradassobre colágenoses

diferentedel que presentanlas célulassobrelaminina y fibronectinaal mismo tiempo de

ensayo.Sobrelaminina y fibronectinaesmás intensala tinción en los puntosde contacto

célula-célula(Figura 33), aunqueen todos los casosse apreciatinción en zonascélula-

sustratoy célula-célula.Una vezformadasy estabilizadaslasunionesiniciales, disminuye

el númerode sitios de adhesióncélula-sustratoy las integrinasserelocalizanen sitios de

adhesióncélula-célula(Dejanaet al., 1988; Lanapugnaniet al., 1991>. Es probable,por

tanto, que sobrelamininay fibronectinaseproduzcala formaciónde los contactosfocales

de unamaneramásrápida,redistribuyéndoselasintegrinas[3~y situándosepreferentemente

en contactoscélula-célula.En células migratoriasse ha descritoque los agregadosde

integrinassonaltamentedinámicosy sufrenun ciclo de formacióny desagregación(Regen

y Horwitz, 1992).La localizaciónprincipalmentepuntualy periféricade la integrina 13~ en
células extendidassobrelaminina y fibronectinasugiereque la integrina [3í puedaestar

implicada,ademásde en laadhesiónal sustrato,en la extensióny migracióncelular,donde

serequierenunasinteraccionestransitorias.Sobreambostiposdecolágenosseobservaque

la integrina[3~sedistribuye, ademásde en los contactoscélula-célulay célula-sustrato,en

toda la superficie celular en forma de proyecciones,por lo que estas integrinas [3~
principalmenteestaríanimplicadasen el anclajede la célulaa la matriz (Akiyama eL al.,

1990).
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Fosforilación de proteínas en tfrosina como respuestaa la interacción células BCS-
TC2-ECM

La unióndel ligandoala integrinasetransmitehastael dominiocitoplasmático,que

interaccionacon moléculas intracelulares,iniciándosela transmisión de la señal. Esto

constituye la tercera región de los contactosfocales, denominadaplaca citoplasmática,

formadapor proteínastales como paxilina, talma, vinculina, proteinaquinasaC, tirosina

quinasas (ppl2SFAK, pp6Ov.src), tensina,zysina, etc. (Lafrenie y Yamada, 1996). Como

resultadode la interacciónentreestasproteínasseproducela fosforilación de proteínasen

residuos de tirosina y la modificación de la concentración intracelular de calcio (Yamada

y Miyamoto, 1995; Lafrenie y Yamada, 1996). Los ensayosde inmunofluorescencia

muestranque la adhesiónde las célulasBCS-TC2 a los diferentessustratosde la ECM

origina elagrupamientode integrinas13~ enlos contactosfocalesy, por tanto,cabeesperar

que seproduzcala interaccióndesudominio citoplasmáticoconmoléculasintracelulares.

Además, en la figura 331 se observaque la interacción de las células BCS-TC2 con

sustratosde la ECM origina la fosforilación de proteínasen residuosde tirosina. Así,

durantela adhesiónde lascélulassedetectanproteínasfosforiladasen residuosde tirosina

localizadastanto en las zonasde contactocon el sustratocomo en los contactoscélula-

célula.

Para identificar las proteínasque se fosforilan en tirosina, se analizaronpor

inmunodetecciónusando anticuerposanti-fosfotirosina,extractosde células adheridasa

diferentestiempossobrelaminina, fibronectinay colágenotipo 1. Comocontrol seanaliza

la fosforilaciónen célulasreciéntripsinizadaso biensembradassobreplásticoo polilisina.

Las célulassembradassobrepolilisina seadhierenperono seextienden,ya quela adhesión

tiene lugar por carga y es independientede integrinas, y muestranunos niveles de

fosforilación en residuos de tirosina similares o ligeramente superiores a los de las células

recién tripsinizadas.Como se observaen la figura 34, la adhesiónde las célulasa los

diferentessustratosorigina un incrementoen la fosforilación en tirosinas de proteínas

respectode las célulasreciéntripsinizadasy mantenidasensuspensión.Esteincrementoes

dependientedel tiempo de adhesiónsobrelos sustratos.Portodo ello, sepuedeconsiderar

que la fosforilaciónde todasestasproteinasestámediadapor las integrinasqueparticipan

en la interaccióncélula-matrizextracelular.

Se ha demostradoque un grupode proteínasde masasmolecularescomprendidas

entre105 y 130 kDa sefosforilanen tirosinaen respuestaa la adhesión(Julianoy Haskill,

1993; Hamawy eL al., 1993). Entre estasproteínas se ha identificado la proteína

denominadapl3OCas (Harte eL al., 1996), así como la pp125F~ (Hanks et al., 1992;

Kornberget al., 1992; SchallereL al., 1993). También se ha demostrado que la paxilina



Resultadosy Discusión 117

(68-70kDa) y la tensina(200 kDa) sefosforilan en tirosina despuésde la adhesióny la

extensiónsobrecomponentesde la matriz extracelular.

A B
Fibronectina

c
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116,5-.
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116,5 -~-

80,0 —.

49,5 —.~
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- + + + +
+ + + + +

Figura 34.- Inmunodetecciónde proteínasfosforiladasen tirosina tras la interaccióncelular con
componentesde laECM.

Las célulasBCS-TC2 se siembransobresuperficiessaturadascon 10 ~tg/mLde LN, FN y Col 1.

A diferentes tiempos las células se recogeny los extractos celulares se sometena electroforesis e
nununodetecciónconanticuerposanti-fosfotirosina(PY20; dilución 1:1000).Proteínasfosforiladasentirosina

en célulasadheridasa FN (A) y LN y colágenotipo 1 (13) a diferentestiempos. (C) CélulasBCS-TC2 se
siembransobreplásticoy se incubanenpresencia(+) o ausencia(-) de anticuerposanti-lB, (LIAI /2) o antí-
IgO de ratóna los tiemposindicados,como seindica en Materialesy Métodos. En (A) y (13) se considera
como control la fosforilación de proteínasen tirosinas en célulasrecién tripsinizadas(0) y en (C) la
fosforilación en ausenciade ambosanticuerpos,o en presenciaexclusivamentede anti-131 o de anti-IgG,

durante30 minutos.

Como se observa en la figura 34A. en células sembradas sobre fibronectina la

fosforilación de proteínasen residuosde tirosina tiene lugar a tiemposcortos. Tras 15

minutosde adhesiónseobservaunabandaintensaquecorrespondeaproteínasfosforiladas

en tirosina de masasmolecularescomprendidasentre 130 y 115 kDa. A estetiempo la

RDa

205,0 —~

116,5 —

80,0 —*

49,5 —.

Colágeno1

r.

Anti-¡3,
AnU-lgG

15m 3Dm lh 4h 18h

C O
- +

O lSm ‘lb 21h

mayor partede las célulasestánadheridaspero mantienenunamorfologíaredondeada,sin
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ningún indicio de extensión.Despuésde 4 horasde adhesión,cuando se alcanzanlos

nivelesde fosforilaciónmáximos, aproximadamenteun 50% de las célulasaún presentan

morfologíaredondeada.Los niveles de fosforilación se mantienendespuésde 20 horas,

cuandotodas las célulasestánextendidas.Probablemente,entrelas proteínasfosforiladas

seencuentrela proteínade adhesiónfocal (pp125F~,de 125 kDa de masamolecular.Esta

proteína,cuandosefosforila, escapazde activara otrastirosinaquinasasimplicadasen la

transmisiónde la señal.Además,apareceotra banda,de menormovilidad electroforética

(200 kDa). cuya intensidadtambiénse incrementacon el tiempo. Probablemente,por su

masamolecularsetrate de la tensina,ya que seha descritoque estaproteínasefosforila

en células adheridassobre fibronectina (Bockholt y Burridge, 1993). Estudios con

anticuerposanti-ct4 y anti-a5 han demostradoque la unión de las integrinasa43~ y «43~ a

fibronectinaestimulala fosforilaciónde proteínasde 105 y 120 kDa, entreellas~~125F~<

(Nojima et al., 1995). Además, la ocupaciónde «313[ y «~[3~ induce la fosforilación de

en célulasepitelialesy fibroblastos(Kornberget al., 1992; Vuori y Ruoslahti,

1993).

Cuandolas células sesiembransobrelaminina seproduceunarápidafosforilación

de la mismaproteínade 125 kDa, alcanzándoselos nivelesmáximos a 15 minutos de

adhesión.Estos nivelessemantienentras 4 horasde adhesióna laminina (Figura 34B).

Estosresultadossugierenquela adhesiónde las célulasBCS-TC2a lamininay fibronectina

inducela fosforilaciónde la proteínappl25~~’< de maneradependientedel tiempo. Esto se

ha observadotambién en células KB y en fibroblastosadheridossobre estos mismos

sustratos(Burridge et al., 1992; Kornberg eL al., 1992). Además, la fosforilación en

tirosinasesun procesorelativamenterápido e independientede la extensióncelular.Sobre

laminina y fibronectinala fosforilaciónprecedea la extensióncelular, lo que implica una

correlaciónentre la transmisiónde la señal y los cambiosmorfológicos, como se ha

descritoen otros sistemasde estudio(KornbergeL al., 1992).

En la figura 34B tambiénserecogeel patrónde proteínasfosforiladascuandolas

célulasseadhierena colágenode tipo 1. La apariciónde la bandade proteínafosforilada

de 125 kDa (ppl~5Ft requiereun mayor tiempo que sobrefibronectinao laminina, no

detectándosea los 15 minutospero si 30 minutosdespuésde la siembra.La fosforilación

de estaproteínaseincrementacon el tiempo,alcanzándoseel máximodespuésde 21 horas

deadhesióncuandola prácticatotalidadde las célulaspresentanuna morfologíaextendida

sobre colágenode tipo 1. En la detecciónde integrinaspor inmunofluorescenciase ha

comentadoque, probablemente,la fonnaciónde contactosfocalessobrecolágenotenga

lugar más lentamente,lo que justificarla el retrasoobservadoen la fosforilación de

ppl25~”~. Se ha descritoque la adhesiónde fibroblastosa colágenode tipo 1 produce

fosforilación en tirosinas de proteínas,entre ellas pp125F~~<, sólo cuando las células
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presentanuna morfologíaextendida,no siendosuficiente la adhesióncelular (Roeckely

Krieg, 1994). Sin embargo,la adhesiónde plaquetasa colágenoa travésde la integrina

«213 producela rápidafosforilación de pp125FAK (Polanowska-GrabowskaeL al., 1993).

En todoslos casosel incrementoen los nivelesde fosfotirosinaobservadose induce

por la adhesióny extensióncelular,pero no pordesuniónde las célulasde la ECM, como

se desprendede los niveles obtenidoscon las células control reciéntripsinizadas.Este

resultadosugiereque la fosforilación en tirosina está implicada en el ensamblajedel

citoesqueletomásque en el desensamblaje.

Los resultadosobtenidossugierenque la fosforilaciónen tirosina de las proteínas

tensinay ppl25FAl< se induce por interacción con la matriz extracelular(a travésde

integrinas)y esresponsablede la formaciónde contactosfocalesy de la extensiónde las

célulasBCS-TC2.

Fosforilación de proteínas en tirosina como respuestaal agrupamiento de integrinas

La adhesióncelulara laminina, fibronectinay colágenode tipo 1 estámediadapor

las integrinas «6131, «5[3[ y «2131, respectivamente.Sin embargo,en todos los casos se

induce la fosforilación de pp125FAK lo que sugiere que la unión del ligando a la

correspondienteintegrina puedeactivar la misma tirosina quinasa,como tambiénhan

sugeridootrosautores(Bockholty Burridge, 1993).El estímuloinicial parala fosforilación

se hapropuestoqueesel agrupamientode integrinas,procesoclaveen la formaciónde los

contactosfocales, que puedeserinducido cuandolas célulasseincubancon anticuerpos

anti-integrinas (Kornbergeta?., 1992).Puestoqueentodos los casosparticipala subunidad

13’ de la integrina, se ha estudiadoel efecto del agrupamientode integrinas 13 sobrela

fosforilación de residuosdetirosinas. El agrupamientosepuedeinducir por incubacióncon

anticuerposanti-131,que simula la ocupaciónde la integrina, seguidode la incubacióncon

el anti-IgG de ratón. Como sepuedeobservaren la figura 34C, estetratamientoestimula

la fosforilación de proteínasde 125 kDade maneradependientedel tiempo de incubación

con los anticuerpos.El máximo efectoen la fosforilaciónocurrecuandotienenlugar tanto

la ocupacióncomo el agrupamientode las integrinas.En otrostipos celularestambiénse

hadescritoque el agrupamientode integrinas13, incrementala fosforilación de proteínas
de 115-130kDa, entreellas la ppl2SFAI< (Kombergeta?., 1991,1992).

Modificación de los nivelesde Ca
2~ intracelular

Otrode los aspectosanalizadoscomoresultadode la interacciónde las célulasBCS-

TC2 con lamatrizextracelulareslamodificaciónde los nivelesde calcio intracelular.Para

ello se introduceen las célulasunasondafluorescenteque incrementasu fluorescenciaal
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quelarcalcio. De estamanera,la intensidadde fluorescenciaes indicativade los nivelesde

calcio intracelular.La interacciónde las célulasmantenidasen suspensióncon fibronectina

no originaunamodificaciónsignificativade los nivelesde calcio intracelular.Se requieren

tiemposde ochominutosde interacciónconestaproteínaparaapreciarun ligeroincremento

en dichosniveles,no observándoseunadependenciacon la concentraciónde fibronectina

utilizada (Figura35). Sin embargo,la interacciónde las célulascon lamininaorigina, tan

solo despuésde un minuto,un incrementodel calcio intracelularquees dependientede la

concentraciónde laminina (Figura35). En estecaso,los nivelesdecaencon el tiempo una

vezalcanzadoel máximo. Al estudiarel efectode la interaccióncon colágenode tipo 1 sólo

se observauna ligera variación, existiendodos poblacionescelularesque respondende

diferentemaneraa la interaccióncon estaproteína.

Las variacionesobservadasen los niveles de calcio intracelular no son muy

significativas, incrementándosela señal de maneramuy acusadasi se incuba con un

ionóforo. En otros casos, el incremento detectado es mayor, por ejemplo, cuando

hepatocitosen suspensiónse incubanconanticuerposanti-integrinas(«2, «6 y 13,) (NebeeL

al., 1995).
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Figura 35.- Niveles de calcio intracelular en células BCS-TC2 despuésde la interacción con
componentesde la matriz.

Las células en suspensiónse marcan con la sonda Calcium Green y se incuban con distintas
concentracionesde fibronectinao lamininaa diferentestiempos.Lamedidadel incrementoenla fluorescencia

debido a cambiosen los niveles de calcio con respectoal control (célulasen ausenciade componentede la
matriz) se realizapor citometriade flujo. En la figura se representala fluorescenciaregistradatras ocho
minutos de incubacióncon fibronectina o tras un minuto de incubacióncon landnina.U.A., unidades
arbitrariasde fluorescencia.
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Los ensayosanteriormentecomentadosse hanrealizadocon célulasrecogidaspor

tripsinizacióny mantenidasensuspensión.Paradeterminarsi en la monocapalas integrinas

participan en las modificacionesdel calcio intracelular, se han realizado estudios por

microscopiaconfocal, sembrandocélulassobrelos diferentessustratosy registrándoselas

variacionescon la extensióncelular.En estecasono sedetectaunamovilizaciónrápidadel

calcio, por lo que dichamovilización parecedependerde la extensióny no de la adhesión

celular,asemejanzade lo queocurreconcélulasendotelialesHUVEC extendiéndosesobre

fibronectinay vitronectina(Schwartz,1993).

Organización del citoesqueleto

Todosestosresultadosindicanque la adhesiónde las célulasa la ECM originael

agrupamientode integrinasy la interacciónde su dominio citoplasmáticocon moléculas

intracelularesinduciendola formaciónde los contactosfocalesy la transmisiónde laseñal.

El cuarto dominio de los contactosfocaleses la red de microfilamentos.Estosconstande

actinay proteínasasociadastalescomo «-actininay miosina. Portanto, seha analizadosi

la adhesiónde las células BCS-TC2 a distintos componentesde la ECM influye sobrela

organizacióndel citoesqueleto.

Cuandolas célulasBCS-TC2 crecensobresuperficiesde vidrio no seproducela

organización de redes fibrilares de tubulina o actina (Figura 36A,B). Se observa una

condensaciónde la tubulinaen placasen los contactoscélula-célula,mientrasquela actina

se localiza principalmenteen la periferia celular, exhibiendo una tinción punteaday

discontinua. Por tanto, el citoesqueletode estascélulas está poco organizadoreflejo,

probablemente,de la transformaciónmaligna. Estafalta de organizacióndel citoesqueleto

se asocianormalmentecon las propiedadesinvasivasde células tumorales,como su alta

motilidad,adaptabilidady velocidadde proliferaciónincrementada(Decloitre etal., 1991),

y coincidecon lo ya observadoen célulasepitelialesdecolonhumanas(Olive eta?., 1993).

En las célulasBCS-TC2 sólo sedetectanlos microfilamentosde actinacuandoéstas

crecensobrecolágenode tipo 1 o laminina(Figura36D,J),aunqueno seobservaunaclara

organizaciónen fibras de tensión.Sin embargo,otros sustratos,que tambiénpromueven

la adhesióny extensióncelular,no inducenla organizaciónde la actina.En estesentidose

ha descritoun efecto específicodel colágenode tipo 1 sobrela organizaciónde las fibras

de actina en otras células tumorales(Luparello eL al., 1991). Por otro lado, todos los

sustratosinducen la organizaciónde microtúbulos.El patrón de tinción de la tubulina

muestraunafina red de filamentosdistribuidaradialmentepor todo el citoplasmaapartir

del áreaperinuclear(Figura 36). Asi, los microtúbulospodríanestarimplicadosen la

transmisiónde señalestrasla interacciónde las célulascon los componentesde la ECM.
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3.4. INFLUENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN EL FENOTIPO
TUMORIGÉNICO DE LAS CÉLULAS BCS-TC2

3.4.1. INDUCCIÓN DE LA CAPACIDAD TUMORIGÉNICA

La capacidadtumorigénicade las célulasBCS-TC2 esprácticamentenula, comose

observótantoporestudios¡ti virro comoin vivo. Estascélulaspresentanunabajacapacidad

paraformarcolonias(eficaciade formaciónde coloniasdel 22% en medio líquido a baja

densidad,y del 2% en agar).Además,estudiospreviosindicanquepresentanunacasi nula

capacidadtumorigénica¡ti vivo, incluso cuandoseinyectaun grannúmerode célulasen

ratonesatímicos(Turnayet al., 1990).

Estascélulasepitelialesy pocodiferenciadas,que¿ti vitro respondena componentes

de la matrizextracelular,puedenconstituirun buenmodelo parael estudiodel efectode

la ECM sobreel comportamiento¡ti vivo de célulasmalignas.Teniendoen cuentaque la

proliferacióny la diferenciacióncelular dependende las interaccionescon la matriz

extracelulary, en el casode las célulasepiteliales,con los basamentosmembranosos,se

propuso inicialmente estudiar la posible influencia del matrigel sobre la capacidad

tumorigénica de las células BCS-TC2. El matrigel es un basamento membranoso

reconstituido obtenido del sarcoma de ratón Engelbreth-Holm-Swarm(EIE{S). Sus

principalescomponentesson: laminina,colágenode tipo IV, proteoglicanosde tipo heparán

sulfato,entactina,fibronectina,plasminógeno,factoresdecrecimientopropios del tumor

EHS, talescomo TGF-j3, FGF, EGE, PDGF e interleuquinaIL-1 (Kleimnanet al., 1982

y 1986; Vukicevic et al., 1992b; Farinaet al., 1996).

El matrigelsehautilizadoparadeterminarla implicaciónde las interaccionesECM-

célulatumoral en la estimulacióndel crecimiento,en la diferenciacióncelular, invasióny

metástasis,así como en el procesoangiogénico(Albini et al., 1992; Vukicevic et al.,

1992a,b;NoeI a al., 1993; Grant a al., 1994). Se ha descrito que la coinyección

subcutáneacon matrigel incrementael crecimiento¿ti vivo de unagran variedadde tipos

celulares, entre ellos células de carcinomade pulmón y de próstatahumana y de

adenocarcinomade mamay decolon(Fridmana al., 1990; Passanitiet al., 1992; Topley

etaí, 1993).

Efecto del matrigel en la capacidad tuinorigénica de las célulasBCS-TC2

El efectoqueel matrigelejercesobrela capacidadtumorigénica de las célulasBCS-

TC2 ¿ti vivo seha estudiadoinyectandosubcutáneamenteen ratonesatimicosdiferente
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númerode células en presenciao ausenciade matrigel. A la dosis más baja, 250.000

células/ratón,no seobservaformación de tumoresen ningunode los ratonesinyectados

únicamentecon células.Cuandoel númeroseincrementaa lxlO6 células/ratón,sólo en un

experimentoseapreciéla formaciónde tumores,siendola incidenciatotal del 6% (5 de 82

ratones). Estos resultadosverifican que las células BCS-TC2 presentanuna capacidad

tumorigénica prácticamentenula. Otras líneas celulares, procedentes también de

adenocarcinomade colon (WiDr, SW4SO y HT29) son,por si solas tumorigénicasy los

valoresde incidenciasondel 90-100%.En determinadoscasos,comoocurrecon las células

SW4SO, el crecimientodel tumores muy lento, desapareciendolos tumoresa los 50 días

(Varnerel aL, 1992; Toppleyel aL, 1993>.

Comosepuedeapreciaren la figura37, la coinyecciónde las célulascon matrigel

incrementade manerasignificativa la capacidadtumorigénicade las células.
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Figura37.- Efecto del matrigel sobre el crecimientoira vivo de las células BCS-TC2.
El efecto del matrigel sobrela tumorigenicidadde las célulasBCS-TC2 se estudiapor inyección

subcutáneaen ratonesatimicos. La velocidadde crecimientode los tumoresse analiza despuésde la
inyecciónde 1x106 célulassolas(O), o enpresenciade0,6 mg (•) o 1,2mg (A) dematrigelpor ratón. El
tamañode lostumoressedeterminaalos tiemposindicados.Los valorescontrol correspondenal valormedio
del tamañode los 5 tumoresobtenidosen los 82 ratonesinyectadosúnicamentecon célulasBCS-TC2. El
efectodel matrigelse determinaen tresexperimentosdistintos, en cadauno de loscualesse utilizan de 6 a
8 ratones.Losdatos representanlos valoresmedios.El error experimentales inferior al 10%.

El matrigelproduceun incrementoconsiderabletanto en la incidenciacomo en la

velocidad de crecimientodel tumor de células BCS-TC2 cuando se comparacon los
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controles.La incidenciaesdel 100% paracualquierade las concentracionesde matrigel

estudiadasy seproduceunadisminuciónen el periodode latencia(TablaVIII>. El efecto

del matrigel esdependientede la dosis, observándoseuna disminuciónen el períodode

latenciacuandoseincrementala cantidadde matrigel inyectada(Tabla VIII).

Tabla VIII. Efecto de la dosis de niatrigel sobre el crecimiento in vivo de las células

BCS-TC2.

Tratamiento Incidencia Tamañotumor

(cm)

Tiempo latencia

(semanas)

Ninguno 5(82) 6% 1,24 ±0.25 5-6

Matrigel 0,6 mg 18(18) 100% 2,06 ±0,53 2-3

Matrigel l,2mg 18(18) 100% 2,19+0 70

Seinyectan1 x106 célulassubcutáneamenteen ratonesatiniicosen ausencia(ninguno), o en presenciade 0.6
mg o 1,2 mg de matrigel. El tamañodel tumor sedetermina12 semanasdespuésde la inoculaciónde las
células, como sedescribeen Materialesy Métodos.

Estosexperimentosponende manifiestola estimulacióndel crecimientoqueejerce

el matrigel in vivo sobre las células BCS-TC2 ya que, incluso cuandose inyecta una

concentraciónbajade células(2,5x105células/ratón),seproducela formaciónde tumores

con una incidencia dcl 100%. En ninguno de los ratonesen los que se desarrollaron

tumoresse observaronvisualmentemetástasisen órganosinternos, lo que sugiereuna

limitada capacidadde las célulasmalignas del tumor primario para extravasarsea la

circulación.

Puestoqueelmatrigelpromueveo incrementaconsiderablementela tumorigenicidad

de las célulasBCS-1C2,seprocedióa estudiarel efecto de esteextractode basamentos

membranosossobrela tumorigenicidadde las célulasHT-29, tambiénprocedentesde un

adenocarcinomade colon, pero con capacidadtumorigénicaintrínseca.La incidenciade

formaciónde tumoresparalas célulasIIT-29 solasesdel 100% (Varneret al, 1992).A

los ratonesseles inyectansubcutáneamentelx 106 célulasHT-29 enpresenciade matrigel.

Despuésdc 4 semanastodos los ratonesinyectadoscon células HT-29 (4/4) presentan

tumores,cuyo tamanoesaproximadamente3 vecessuperioral de los obtenidoscuandose

inyectanlas célulasBCS-TC2 enpresenciade matrigel (Tabla IX).

De los resultadosobtenidossepuedeconcluir que el matrigel inducela capacidad

tumorigénicade las células BCS-TC2. El matrigel produceestemismoefecto en otras

célulasno tumorigénicas,comofibroblastos,célulasde retinoblastomay célulasSCLC de
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carcinomade pulmón (Sweeneyet aL, 1991; Albini et al., 1992; Fridmanet al., 1992).

Por otro lado, el matrigel puede acelerar el crecimiento tumoral en células con

tumorigenicidadintrínseca,comoocurreen el casode las célulasHT-29.Así sehadescrito

queelmatrigelpuedeincrementarla tumorigenicidado lavelocidaddecrecimientotumoral

y el tamañode los tumoresen célulasprocedentesde distintostipos de carcinomashumanos

y célulasBI6FIO de melanomade ratón (Fridmanet al., 1991; Sweeneyet al., 1991;

Topley et aL, 1993).

Tabla IX. Comparación de la capacidadtuniorigénica de las célulasBCS-TC2 y HT-29

Líneacelular Incidencia Tamañotumor (cm)

BCS-TC2 + MG 5(5) 100% 0,38 + 0 22

HT-29 + MG 5(5) 100% 1,14 + 0 68

Se inyectan lxlOó célulassubcutáneainenteen ratonesatímicosen presenciade 0,6 mgde matrigel(+MG).
El tamañodel tumor sedetermina4 semanasdespuésde la inoculaciónde las células, comosedescribeen
Materialesy Métodos.

Las células coinyectadascon matrigel fonnantumores sólidos rodeadospor una

membranaque los encapsula.La observaciónvisual de estostumoresmuestraunaextensa

vascularizaciónexterna.En tumoresde gran tamañola partecentral, dondeno llegan los

vasos sanguíneos,presenta una zona de tejido necrótico y edema. El análisis

inmunohistoquimicode los tumoresmuestrala existenciade dos regiones,una externa,

celular y compacta,y un áreainternacon menoscélulasy másdiseminadas.En la parte

externade estostumores, las células estánasociadasfuertementey presentanactividad

proliferativa, como se deducede la tinción positiva obtenidacon anticuerposanti-67-Ki

(frenteal antígenonuclearexpresadopreferentementeporcélulasen división) (Figura38).

Estascélulastambiénsetiñenpositivamenteconel anticuerpoanti-citoqueratinasAE 1, pero

no con el AE3 (quereconocecitoqueratinasexpresadasporcélulasepitelialesdiferenciadas)

ni con anticuerpoanti-CEA, lo que sugiereunbajogradode diferenciacióncelular. Porel

contrario,las célulasde la zonainterior de los tumoresparecensermenosproliferativas,

ya que no setiñen con anticuerposanti-67-Ki,pero sonaparentementemásdiferenciadas,

ya que dan reacciónpositiva con los anticuerposanti-AE3 y anti-CEA. Los estudios

muestranquelos tumoresestánformadospor célulasde origenepitelial como seobserva

en la tinción con marcadoresespecíficosparacélulasepiteliales(ABí y AE3).

La aparienciahistológica, morfológica y los datos inmunohistoquimicosde los

tumoresdesarrolladosen los ratonesen presenciade matrigelson indistinguiblesde los

obtenidosesporádicamentetras la inyecciónde las células BCS-TC2 solas.
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Efecto de distintos componentesdel niatrigel sobrela proliferación tumoral

Aunquediferentesestudioshanpuestode manifiestoque el matrigelpromuevela

formaciónde tumoresin vivo, aúnse desconocecómo ejerceesteefecto. Se ha sugerido

que puede ser debido a las característicasfísicas del matrigel, ya que éste adquiere

consistenciade gel a 370C cuandoestálo suficientementeconcentrado.El matrigelpodría

actuarcomobarreraprotegiendoalas célulasinoculadasde las célulasNK (natural killer)

del ratón (Albini et al,, 1992; Topley el al., 1993). Además, se ha postuladoque el

matrigelpodríamantenera las célulasagrupadasen pequeñasáreaslo quepermitiríauna

influenciamayor de los factoresde crecimiento.De estamanera,las célulasdispondrían

de un microentomoadecuadoparala proliferacióncelular, estiniulándoseel crecimiento

tumoral.

Paradeterminarsí el efectodel matrígel sedebesólo a que las células se inyectan

embebidasen un gel, sehan realizadodosaproximacionesdistintas. Seha comparadosu

efectocon el de un gel formadoporotro componentede la matrizextracelular,el colágeno

de tipo 1. Como se recogeen la tabla X, el gel de colágenono inducela formación de

tumoresen ninguno de los ratonesinyectados.Por otro lado, se han empleadobajas

concentracionesde matrigel, a las cualesno seproducela formaciónde gel, e incluso a

estasconcentracionessefavoreceel crecimientotumoral. Estosdatosindicanque el efecto

mediadopor el matrigelno esdebido a sus propiedadesfísicas,sino que sedebea algún

componenteespecíficodelmismo. En estesentidosehadescritoque uncoágulode fibrina,

que iii viti-o protegíaa las célulashumanasde la actividadcitotóxica de las células NK

(Gunji y Gorelik, 1988),no favoreceel crecimientodecélulasin vivo inyectadassólo con

medio(Passanitiel al., 1992; Topleyel al., 1993).Porotro lado, célulasno tumorigénica

de retinoblastomainyectadasen ratonesinmunosuprimidos(deficientesen célulasNK, T

y 8) no soncapacesde crecer,y sólo forman tumorescuandosecoinyectancon matrigel

sin que existadiferenciaen la velocidadde crecimiento con respectoa la de tumores

desarrolladosen ratonesatímicos(Albiní et al., 1992).

El matrigel contienefactoresde crecimiento(Vukicevic et al., 1992a,b),y éstos

podríanserlos responsablesdel incrementoenlacapacidadtumorigénicade lascélulas.Por

lo tanto se analizó la influencia que tiene la reducción de estoscomponentessobreel

crecimiento tumoral coinyectandolas células con matrigel, tratado previamentepara

eliminar las proteínasde bajamasamoleculary los factoresde crecimiento(matrigel low)

(Vukicevic et al., 1992b).Como seapreciaen la tablaX, en todos los casosel matrigel

bajo en factores de crecimiento induce la formación de tumores, siendo estos sólo

ligeramentemáspequeñosque los obtenidoscon matrigel.La diferenciamássignificativa

consisteen un aumentodel tiempo de latencia respectodel obtenido en presenciade

matrigel.El períodode latenciaesdependientede la dosisde matrígellow utilizada, como
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se observaen la figura 39. Estos resultadosindican que los factoresde crecimiento

presentesen el matrigel no son los responsablesdel efecto observado.Sin embargo,es

probableque los factoresde crecimientoparticipende algún modo en las etapasiniciales

de la formación del tumor, lo que origina que, en ausenciade ellos, se produzcaun

incrementode la fasede latencia, lo que secorrelacionacon una ligera disminuciónde]

tamañode los tumores12 semanasdespuésde la inyección.

Tabla X. Efecto del matrigel y de componentesde la matriz extracelularsobreel

crecimientoiii vivo de las célulasBCS-TCZ.

Tratamiento Incidencia Tamañotumor

(cm)

Tiempo de latencia

(días)

Ninguno 0 (8)

Matrigel 6 (6) 1,98 ±0,57 10

Matrigel low 6 (6) 1,58 ±0,61 12

Gel de colágenotipol 0 (8)

Colágenode tipo IV 0 (8)

Colágenode tipo V 0 (8)

Laminina 8(10) 119 + 0 28 10

lx 10~ célulasse inyectanen ratonesatimicosen ausencia(ninguno) o en presenciade matrigel o diferentes

componentesdela matrizextracelular.Lascélulasseinoculancondosisde0,4mgdematrigel,matrigel ¿oit’,
laminina. o empleandodosdosis diferentesde colágenos,1,25 y 2 mg. El tamañodel tumor se determina

12 semanasdespuésde la inyecciónde las célulascomose detallaen Materialesy Métodos.

Puesto que los factores de crecimiento presentesen el matrigel no son los

principalesresponsablesdel crecimientotumoralinducidopormatrigel,seanalizóel efecto

de la coinyecciónde las célulasBCS-TC2 con lamininay diversostiposde colágeno(tipos

1, IV y V). Los resultadosserecogenen la tabla X y ponendemanifiestoqueningunode

los colágenosanalizados,a las dosisestudiadas,promuevenla formaciónde tumores.El

colágenotampocoincrementael crecimientotumoral de célulasde carcinomade pulmón

ni decarcinomade próstata(Sweeneyetal., 1991; Fridmana al., 1991; Passanitiet al.,

1992).Sin embargo,lacoinyecciónde célulascon lamininapura, inclusoa concentraciones

muy bajas, incrementaconsiderablementela capacidadde formaciónde tumoresde las

célulasBCS-TC2. La coinyecciónde célulasconestaproteínaoriginatumoresen el 80%

de los ratonescon un tiempo delatenciainferioradossemanas.Los tumoresdesarrollados

enpresenciade lamininasonde menortamañoquelos originadospormatrigel (TablaXI
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Figura 39.- Crecimientoira vivo de las célulasBCS-TC2en presenciade matrigelbajo en factoresde
crecimiento(matrigelIow) y en presenciade laminina.

Las células(1x106)se mezclancon 0,2 00,4 mg de matrigel low (A) o laminina(8), y se inyectan
subcutáneamenteen ratonesatímicos.El tamaño de los tumoresse mide como se detalla en Materialesy
Métodos.Los experimentosse realizaron3 vecesutilizandoen cadaunode ellosde 3 a 4 ratones.Los datos

representanel valor medio de dichosexperimentos.El error experimentales inferior al 10%

Por tanto, los resultados demuestranque la matriz extracelular induce la

tumorigenicidaddelas célulasBCS-TC2,y parecequela lamininaeslaprincipalmolécula

responsable,aunqueno sepuedeexcluir la influenciade otroscomponentescomo factores

de crecimiento, proteoglicanoso proteasas,que pueden incrementarel efecto de la

1ammina.

La funciónde la lamininaintactacomoinductoradel crecimientotumoral in vivo

hasido descritaen muy pocoscasos:en célulasWiDr de adenocarcinomade colonhumano

y en células A253 (carcinomasubmandibular)o A549 (carcinomadepulmón) (Topley et

al., 1993; Grantet al., 1994).En la mayorpartede los estudiosen quesehancoinyectado

célulascon lamininano seha incrementadoel crecimientotumoral (Fridmaneral., 1990,

1992; Albini et al., 1992; Vukicevic et al., 1992b). Este hecho se ha explicado

considerandoque sólo la lamininapurificada, libre de entactina,origina el desarrollode

tumores, mientras que el complejo laminina-entactinano tiene ningún efecto sobre el

crecimientotumoral(Topley et’ al., 1993). Sin embargo,en otrossistemas,la coinyección

con lanúninapura no ha favorecidoel crecimientotumoral. Esto ha intentadoexplicarse

considerandola naturalezasolublede la lamiina, que presentaunamayorsusceptibilidad

2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
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a su degradaciónin vivo, mientrasque el matrigel es insoluble y puedepersistir intacto

durantelargosperíodosde tiempo (Fridmanet al., 1990)

El mecanismoa travésdel cual la laminina o el matrigel ejercensu efectono se

conoce,aunquesehansugeridodiferentesposibilidades,como:a) proporcionainteracciones

específicascélula-matrizque incrementanel crecimientoy la supervivenciacelularen los

estadiosinicialesde la progresióntumoral a travésde mecanismoscomo la supresiónde

la apoptosis(Fridmanet al., 1990; Passanitiet al., 1992; Fisher, 1994); b) incrementala

supervivenciacelular por selecciónde una subpoblaciónmás resistentedentro de la

poblaciónheterogéneaoriginal (Fridmanet al., 1991, 1992); c) induce la liberaciónde

factoresde crecimientoque incrementanlaviabilidad de las célulastumorales(Fridmanet

al., 1992; Vukicevic et al., 1992b; NoeI et al., 1993); y d) induce la angiogénesis

(Fridmanet aL, 1992; Bonfil et aL, 1994; Grant et aL, 1994; Ito et al., 1995). Estas

distintasposibilidadesno sonexcluyentesy suimportanciarelativadepende,probablemente,

del tipo de célula tumoral del que se trate y de distintos fctoresdel organismou órgano

invadido

La lamininaestimulala proliferaciónen lineascelularesestablecidas,actividadque

parecedebersea las repeticionesde tipo EGF presentesen la glicoproteina(Figura3). La

región de la laminina que contienedichassecuenciasesaccesiblea las célulassolamente

cuandoel basamentomembranosoha sido dañadoo no estáintacto (Panayotouet al.,

1989).Así sepiensaquelacoinyecciónde célulascon lamininapurificadapuedeimitar esta

situacióncausando,de estemodo,un incrementode la proliferacióncelular. La laminina

incrementala adhesióny la proliferaciónin vitro de las célulasBCS-TC2, como seha

comentadoanteriormente(Figura 13 y 20). Sin embargo,estosmecanismosno debenser

los únicos implicadosen la inducciónde la tumorigenicidad,ya que otrasmoléculasde la

matriz comocolágenosde tipo 1 y IV, tambiénoriginanun efectosimilar iii vitro (Figura

13 y 20), pero no inducenla tumorigénesisin vivo. Hay que teneren cuentaque esta

situaciónescomplejay queen estecomportamientopuedenintervenirotrosfactores,como

las interaccionesconproteínasdel huésped.

La observaciónvisualde los tumoresinducidospormatrigelmuestraqueéstosestán

vascularizados,lo quesugierequesehaproducidounprocesode angiogénesis.Esteefecto

puedeser debido a la capacidadque tiene el matrígelpara prevenirla degradaciónde

factoresde crecimiento(FGF y TGF-~), que presentanactividadangiogénica(Folkmany

Klagsburn,1987). Porotro lado, las célulasquerodeanal matrigel,o las que seencuentran

en su interior, puedensecretarfactoresangiogénicoso afectaral matrigelde modo que, en

su procesamientoin vivo, seliberen péptidosangiogénicos.De estamaneralos nuevos

capilaresfavoreceríanel crecimientode las célulascoinyectadasconmatrigeldesdeel inicio

favoreciendosu supervivenciay promoviendosuproliferación(Bonfil et aL, 1994).
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Efecto de distintos péptidosde reconocimientocelular sobrela capacidadtumnorigénica

de las célulasBCS-TC2

Dentrode lamoléculade lamininaexistendiferentessecuencias,como-YIGSR- e -

IKVAV-, quesonreconocidospor las célulasy queinfluyen en sucapacidadtumorigénica.

Péptidos que contienen la secuencia-IKVAV- son angiogénicose incrementan la

vascularización,el crecimiento tumoral y la metástasis(Sweeneyet al., 1991; Kibbey et

al., 1992). Se ha postuladoque el sitio SIKVAV de la laminina puedequedarexpuesto

debidoa laproteolisis del matrigelpor las célulasdel estroma(Kibbey et al., 1992). Por

otro lado, péptidos que contienenla secuencia-YIGSR- presenteen la cadena13 de la

laminina, inhiben la angiogénesisy, por tanto, reducenla metástasisy el crecimientode

tumoressubcutáneos(Yamamuraet al., 1993; Iwamoto et al., 1996).

Con objeto de confirmarsi el efectode la lamininasobreel crecimientocelularestá

relacionadocon propiedadesangiogénicas,se iniciaron los estudios encaminadosa

determinarel efecto que estospéptidos tienen sobre la capacidadtumorigénicade las

células. Además, se ha comprobadoel efecto producidopor péptidosque contienenla

secuencia-RGD- que es reconocidapor receptorescelularesde adhesióna la matriz

extracelular.La coinyecciónsubcutáneade célulasBCS-TC2 con el péptido GRGDSPno

influye en la capacidadtumorigénicade las células,puestoque no se observaapariciónde

tumor en ninguno de los ratonesinyectados.

Paracomprobarel efectodelpéptidoCDPGYIGSRsecoinyectaronsubcutáneamente

célulasBCS-TC2conmatrigelenpresenciao en ausenciadelpéptidoCDPGYIGSR.Como

seobservaen la figura40A, el péptidoestudiadono inhibe el crecimientotumoral,siendo

la velocidad de crecimiento de los tumoresprácticamenteidénticaen presenciao en

ausenciadel péptido.Además,seconsiguentumoresde igual tamañoy no semodifica la

fasede latencia, siendo en ambos casosla incidenciadel 100%. Por tanto, el péptido

CDPGYIGSRno inhibe el crecimientotumoralestimuladoporel matrigel.Únicamentese

observala formaciónde tumorescon un alto gradode necrosis,lo quepodríaserindicativo

de una menorvascularización.

En otros estudios,cuandoel péptido YIGSR se coinyectasubcutáneamentecon

matrigely con célulasde carcinomade pulmóno decarcinomade próstata,el crecimiento

tumoral se reduce notablemente(Fridman er al., 1990; Passaniti et al., 1992).

Eventualmentepuedetenerlugar crecimientotumoral debido al recambiometabólicodel

péptido,puestoque no seadministraronnuevasdosisdelpéptido (Passanitiet al., 1992).

Tambiénhay queconsiderarqueenestepéptido,comoya sehacomentado,esimportante

la confonnaciónque presenta.Recientemente,sehadescritoque un péptido multimérico

incrementael efecto inhibítorío sobrela angiogénesisrespectodel monomérico(Iwamoto
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etal., 1996).Portanto, esprobableque, en estesistema,no seobserveinhibición debido

a unainadecuadaconformacióndel péptido.En cualquiercaso,el hechode queestepéptido

no ejerzaningún efectosobreel crecimientotumoralpuedecorrelacionarsecon la falta de

bloqueode la adhesióna lamininapor estemismo péptido in vitro (Figura 15).
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Figura40.- Efecto de péptidossobreel crecimientoira vivo de fas célulasBCS-TC2.
1x106célulasse mezclancon 0,6 mg de matrigel en ausencia(O) o en presencia(S)de 1 mg del péptido

CDPGYIGSR (A) o de 1 mg del péptido CIXVAVS en ausenciade matrigel (fi), y se inyectan
subcutáneamenteen ratonesatimicos. El tamañode los tumoresse mide como se detalla en Materialesy
Métodos.Los experimentosse realizaron2 vecesutilizando en cadauno de ellos de 3 a 4 ratones.Los datos
representanel valor medio de dichos experimentos.El error experimentales inferior al 10%.

Comoseobservaen la figura40B, tras la coinyeccióndelas célulascon el péptido

CIKVAVS, inicialmenteseobservala formaciónde tumoresen el 50% de los ratones.Sin

embargo,a partir de la cuartasemanaseproduceuna remisióndel crecimientotumoral;

al final del estudiono seobservatumorenningunode los ratones.Portanto, estepéptido

podría estar implicado en el crecimiento inicial del tumor, probablementedebido a su

capacidadangiogénica.Sin embargo,la remisiónde los tumorespodríaestarindicandoque

serequierenotrosfactoresadicionalesparala inducciónde la tumorigenicidadapartede la

posible inducción de la angiogénesis.También se podría postular la necesidadde

administrarnuevasdosis de péptido para observarun mayor efecto en el crecimiento

tumoral. No obstante,en otrostipos celularesseha observadoefectode estepéptido sin

que se requierala administraciónde nuevasdosis(Kibbey et al., 1992). Porotro lado,
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tambiénsehadescritoquela coinyecciónde célulasde carcinomade próstataúnicamente

con el péptido IKVAV no originacrecimientotumoral, e incluso en estascélulasel péptido

IKVAV en presenciade matrigel no alterael crecimientotumoral estimuladopor matrigel

(Passanitiet al., 1992). Por el contrario, en células de melanomaBL6FlO estepéptido

incrementael crecimientoy la vascularizacióndel tumor, pero siempreen presenciade

matrigel (Kibbey et al., 1992).

3.4.2. OBTENCIÓN DE CÉLULAS DE LOS TUMORES INDUCIDOS POR

MATRJGEL Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD TUMORIGENICA

El matrigel estimulael crecimientode las célulasBCS-TC2 in vivo. Sin embargo,

no seconocede quémaneratiene lugaresteproceso,ni tampococómoafectaa las células,

paraqueéstasseancapacesde proliferar y formartumoresin vivo. Unaaproximaciónpara

determinarlos mecanismosimplicadosen la inducciónde la formaciónde tumoresporel

matrigel, es el examende las característicasde las células que forman el tumor. Por ello

seplanteóla obtenciónde célulasde los tumoresinducidospormatrigel,utilizandoel tejido

tumoral disgregadopor tratamientocon colagenasa(Figura 4 lA), o biendiseccionándolo

en pequeñosfragmentosque se cultivan(Figura 4 lE). Tras el tratamientocon colagenasa,

las célulasindividualesno sobreviven,obteniéndosecélulassólo apartir de fragmentosno

disgregadosdeltejido (constituidosfundamentalmenteporcélulasepitelia1es~Figura4lA4.

Despuésdc 5 díasen cultivo, seobservalasalidade célulasesféricaspequeñasque

permanecenunidas al explantey que despuésde dos semanascomienzana extenderse

(Figura41). Además,en el cultivo seapreciancélulas,con aparienciade fibroblastos.que

migrandesdeel explantey que,posiblemente,procedende la cápsulafibrosaqueenvuelve

al tumor (Figura 41E,F). Estos dos tipos celularespresentandiferente sensibilidadal

tratamientocon tripsina/EDTA. La proporciónde células esféricas,que van adquiriendo

una morfologíapoligonal, aumentaa medidaque se subcultiva,hastallegar un momento

en que prácticamentehan desaparecidotodos los fibroblastos(alrededorde la terceray

cuartatripsinización) (Figura 41G). Las células que, una vez extendidas,presentanuna

morfologíaepiteloide,sesubcultivanparasuposteriorestudio,generandolanuevasublínea

celular denominadaBCS-TC2.1. Estas células presentancaracterísticasen cuantoa la

organizacióndel cultivo semejantesa la de la línea parental.Muestranuna morfología

epiteloide,poligonal, con un alto gradode extensióncelulary con algunascélulaspequeñas

de forma alargada(Figura 41). Las células crecenadheridasa la superficie de cultivo

formando clones, hastaalcanzar la confluenciaadoptandouna monocapaaltamente

organizada(Figura41). El análisis del cariotipo de la nuevasublíneaconfirma su origen

humano.
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Se puedepensarque la formaciónde tumoresinducidosconmatrigel resultade la

selecciónde una subpoblaciónde células tumorigénicasya presenteen la línea celular

parental,o bien que las células, en contactocon el matrigel, adquirierandeterminadas

propiedadesqueles confieraun fenotipotumorigénico.Parapoderdeterminarcuál de los

procesoshatenido lugar, y si laalteraciónespermanente,tras 10-15pasesde tripsinización

se analizael comportamientoin vivo de la sublíneaBCS-TC2.1. Al contrarioque la línea

celularparental,las célulasBCS-TC2.1 soncapacesde formartumoresin vivoen ausencia

de matrigel. Cuandoestascélulasse inyectansolasen ratonesatimicos (Figura42A), la

incidenciaesconsiderablementesuperiora la de la líneaparental,y el periodode latencia

menor.Los tumoresdesarrolladosestánrodeadospor tejidoconectivo,soncompactos,bien

delimitadosy similaresa los obtenidoscuando las células parentalesse coinyectancon

matrigel, segúnel análisishistológico.
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Figura 42.- Evolución del tamañode los tumoresinducidospor las célulasBCS-TC2.1 y BCS-TCZ.2.
La tumorigenicidadde las sublineasestablecidasseestudiainyectandosubcutáneaxnenteen ratones

atímicos2,5x105(0)0 1x106 (•) célulasBCS-TC2.l (A) o BCS-TC2.2(B). El tamañodelos tumoresse
mide a distintostiempos. Los experimentosserealizantres veces,utilizandoen cadaexperimentounamedia
de 3-4 ratones.Los datos representanlos valoresmedios,siendoel error inferior al 10%.

De los tumoresobtenidosseaislannuevamentecélulasutilizandolos procedimientos

anteriormentedescritos(Figura 10). De estamanera,tras estesegundopasein vivo, se

obtieneuna nuevasubpoblacióncelular, que tras su establecimientoen cultivo generóla

línea celularBCS-TC2.2.Estascélulaspresentancaracterísticasmorfológicassimilaresa

las de las células BCS-TC2.1. Tras 10-15 pasesde tripsinización se comprobó su

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
TIEMPO <semanas)
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comportamiento in vivo inyectándolassubcutáneamenteen ratonesatímicos.Al igual que

las célulasBCS-TC2.1, lascélulasBCS-TC2.2presentantumorigenicidadintrínseca,yaque

soncapacesde originar tumoresen ausenciade matrigel(Figura42B). La incidenciade los

tumoresessuperiorque la de la sublíneaBCS-TC2.1 así como el tamañode los tumores

inducidosen los ratonesatímicos(Figura43). La aparienciamorfológicay características

histológicasde estostumoresson similaresa los producidospor la sublíneaBCS-TC2.1.
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PERIODO DE LATENCIA 56
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Figura 43.- Comparación de la tumorigenicidad de las sublírieas BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 con las
células parentales.

Seindica la incidencia,el períodode latenciay el tamañode los tumoresinducidostras inyección

subcutáneaen ratonesatímicosde2,5xí o5 o 1x106 célulasprocedentesde la líneaparentalo de las sublineas
BCS-TC2.1 o BCS-TC2.2. Se representael tamañode los tumores 12 semanasdespuésde la inyección.

Por tanto, mientras que las células parentalesrequierenmatidgel para formar

tumores,las nuevassublíneasBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2sontumorigénicasporsí solas.En

la figura43 secomparael tamañodelos tumores,12 semanastras la inyecciónenausencia

de matrigeladosconcentracionesdiferentesde células.El tamañode los tumoresobtenidos

essignificativamentemayor que el de aquellosocasionalmenteformadospor las células

parentales(Figura43). Además,el períodode latenciasereduceconsiderablementey la

incidenciase incrementadesdeun 6% paralas célulasparentaleshastaun 67% y 100%

paralas célulasBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2,respectivamente.Lacapacidadtumorigénicade

las sublineasobtenidasseha detenninadoen distintospasesde tripsinización sin que se

apreciendiferenciassignificativasen los resultadosobtenidos.

4(8) 6(8) 6(8> 8(8)
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Algunos autoresindican que el efecto del matrigel no estárelacionadocon la

selecciónde una subpoblaciónmás tumorigénica,sino que esdebido a la mejora de las

condicionesdecrecimiento.En lamayoríade los estudios,las célulasobtenidasde tumores

inducidospormatrigel (célulasA549, célulasde adenocarcinomade colon SW4SO,células

SCLC o célulasde retinoblastoma)muestranlas mismascaracterísticasque las parentales

y son incapacesde inducir tumoresen ausenciadel matrigel (Albini et al., 1992; Fridman

et al.,1991;Topley et al., 1993). Sin embargo,en el casode los tumoresinducidospor

célulasNIH-3T3 con matrigel, las célulasobtenidasapartir de éstosno requierenmatrigel

nuevamenteparacrecersubcutáneamentey, además,sonmetastáticascuandoseinyectan

porvía intravenosa(Fridmana al., 1991, 1992).Tambiénsehanestablecidosublíneasde

melanomashumanosen estadio temprano, obtenidascuando célulascon poca o nula

capacidadtumorigénicase coinyectancon matrigel, que son tumorigénicascuando se

inyectanen ausenciade matrigel (Kobayashiet al., 1994).

La tumorigenicidadde la nuevasublíneacelularBCS-TC2.1 semantiene,e incluso

se incrementa,despuésde su propagaciónin vivo de acuerdoal comportamientode las

célulasBCS-TC2.2(Figura43). Estehechosugiereque sehaproducidounprocesogradual

de selección y adaptación,probablementerequerido para la expresión del fenotipo

tumorigénico. El análisis del cariotipo de ambas sublineas indican que las dos

anormalidadescromosómicasdetectadasen las célulasparentales,un marcador+der(15)

de origen desconocidoy un cromosoma16 alterado, se mantienenen las metafases

estudiadasde las sublíneas.Además,las célulasBCS-TC2.1 presentanun nuevomarcador

cromosómico,una alteraciónen el cromosoma9, que semantieneen las célulasBOS-

TC2.2 despuésde la propagaciónin vivo de estascélulas (TablaXI).

Tabla XI. Cariotipo de las célulasparentales y de las sublineastumorigénicas.

Línea celular Cariotipo

BCS-TC2 46XX, +der(15), -4-der(16)

BCS-TC2.1 46XX, +der(15), +der(16), +der(9)

BCS-TC2.2 46XX, +der(15), +der(16), +der(9)

El cariotipo se realizamediantebandeoO devariasmetafasesdeambostiposdecélulas,en diferentespasajes

de tripainización.

Los resultadosobtenidossugierenque la coinyecciónde las célulasparentalescon

matrigel origina la selecciónde clonestumorigénicosderivadosde las célulasoriginales.

Esteno es un hecho extraño,ya que la progresiónin vivo de un tumor es un proceso



Resultadosy Discusión 139

dinámico en el que continuamenteestán teniendo lugar alteracionesgenéticasy/o

fenotípicas,asociadoscon la adquisiciónde característicasespecíficas,lo que permitela

evoluciónde poblacionesde célulastumorales(Hiddermannet al., 1986).La interacción

de las célulascon los componentesdel matrigelpuedeoriginar la expansiónde un clon de

célulastumorigénicasque expresenun fenotipoespecífico.Ademásla ECM o los factores

de crecimientoasociadosproducidospor las célulasdel estroma(como TGF-13), pueden

regular la expresiónde proteínasde adhesiónde estas células. Esta selecciónno es

solamenteun procesoquetienelugar in vivo, sino quetambiénpuedeocurrir in vitro, como

seha descritoparacélulasde melanomahumanoprimario (Jacoba al., 1995).

3.5. CARACTERIZACIÓN DE LAS SUBLÍNEAS TUMORIGÉNICAS BCS-TC2.1

Y BCS-TC2.2

3.5.1. PROLIFERACION CELULAR

Paradeterminarsi el incrementode la tumorigenicidaden las sublineasBCS-TC2.1

y BCS-TC2.2se correlacionacon cambiosen las característicasdel crecimientode las

células,seanalizaronlas curvasde proliferacióncelular y la incorporaciónde metil-3H-

timidina. Las curvasde proliferaciónde las célulasparentalesy de las dossublíneasen

presenciade suerofetal bovino al 5% son prácticamentecoincidentes,no encontrándose

diferenciasen ninguno de los parámetroscaracterísticosde las curvasde proliferación.Los

estudiosde incorporaciónde metil-3H-timidinaindican quelas célulasBCS-TC2.1 y BCS-

TC2.2 incorporan2,8 y 12,9 vecesmás metil-3H-timidina que la línea parental(Figura

44B). Esteincrementono se correlacionacon variacionesen las curvasde proliferación

pero,puedeserindicativo de unamayoractividadmitogénicay no siempreproliferativa.

En algunascélulastransformadas(Virshupa al., 1989; Boyereral., 1993), sehadescrito

una tendenciaa amplificar genes;Así por ejemplo, existeuna diferencia 10.000veces

superiorparaamplificardeterminadosgenesentrecélulasNHF 1 y células HeLa(Tlsty et

al., 1990).

Comoyasehacomentado,los componentesde la ECM ejercenefectosmitogénicos

sobre las células BCS-TC2. Sin embargo,como se apreciaen la figura 44A, el efecto

ejercidosobrelascélulastumotigénicasesconsiderablementeinferior, siendocasinulopara

las célulasBCS-TC2.2. Estos resultadossugierenque las células tumorigénicas,cuya

capacidadmitótica esconsiderablementesuperiora la de las célulasno tumorigénicas,son

menosdependientesdel suero,o de factorescon actividadmitogénica.De estemodo, la

seleccióninducida por matrigel y los pasesin vivo inducencambiossignificativosen la
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velocidadde síntesisde DNA, lo queposiblementeinfluya en la capacidadtumorigénica

de las células.
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Figura 44.- Efecto de proteínas de la ECM y FCS en la incorporación de metil3H-timidina por las
células parentales y las sublineas tumorigénicas.

La actividadmitogénicaseevalúaincubandolascélulas(5x104 por pocillo) enmedio libre desuero
suplementadoconel correspondientefactor (2Opg/mL) o con FCSal 5%, enpresenciade metiliH-timidina
(0,9 ~tCi/pocillo).Transcurridas24 horas,sedeterminala incorporacióndemetil.312l~timidinaporlas células
como se indicaen Materialesy Métodos.(A) Variaciónen la incorporacióndemetil-3H-timidinaen presencia

de LN, FN, Col 1, Col W o PCS. Cada línea celular se refiere a su correspondientecontrol de
incorporación,enausenciade factor, al que se le asignade formaarbitrariael valorde 1. (B) Incorporación
relativademetil-3H-timidina, enausenciadeFCS,delas sublineasBCS-TC2.l(2)yBCS-TC2.2 (3) respecto
de la línea parental (1) a la que se le asignael valor de 1 (3629 cpm). Los resultadosprocedende tres
experimentosindependientes,con determinacionesparacadadatopor cuadruplicado.El errorexperimental
es inferior al 10% en todoslos casos.

Se ha descrito que las células de carcinomade colon secretanfactores de

crecimientoentrelos queseincluyenTGF-a,TGF-j3, PDGFy EGF(Anzanoa al., 1989).

El incrementoen la capacidadmitogénicapuededebersea la secreciónde factoresde

crecimiento por las propias células tumorigénicas.Paraestudiareste aspecto,se ha

evaluadola capacidaddel medio condicionadopor las sublineaspara incrementarla

actividadmitogénicade la líneacelularparental.Sin embargo,la adición de estemedio a

las células BCS-TC2 no estimula la incorporaciónde metil-3H-timidina, lo que podría

indicar que los posiblesfactoresde crecimientosecretadospor estascélulasno son los

responsablesdel incrementode la actividadmitogénicade las sublíneas.No obstante,hay

BCS-T02 BCS-TC2.1 BCS-TC2.2 1 2 3
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que considerardiferentesaspectos.Es posibleque los factoresde crecimientoproducidos

por las sublineassemantenganasociadosa la monocapacelulardespuésde la secreción,

no apareciendopor tantocomofactoressolubles.Además,los factoresde crecimientosean

liberados al medio condicionado,es posible que las células parentalesno expresen

receptoresparaestosfactores,o lo haganen menornúmero,como sehavisto en las células

DLD-2 de carcinomade colon humano(Grosset al., 1993). Tambiénpodríaocurrir que

aunquelas célulasparentalesexpresenestos receptores,el procesode transmisiónde la

señalpuedaencontrarsealterado,por lo que no seobservaríala misma incorporaciónde

metil-3H-timidina.

3.5.2. GRADO DE DIFERENCIACION

Antígenocarcinoembrionario

La síntesis del antígeno carcinoembrionario(CEA) es una característicaque

diferenciaa las célulasque procedende unadenocarcinomafrentea las del tejido de colon

normal. La presenciade esteantígenoen sangrees, además,una de las pruebasclínicas

realizadaspara detectarla patología.En general,se ha descrito que existe una mayor

producciónde CEA en la líneascelularestumoralesmásdiferenciadas,en contraposición

a las que procedende tumorespoco diferenciados(Wagneret al., 1992; Pradoa al.,

1995). Sin embargo,algunos autores no han encontradoque exista dicha relación

(Kammerery von Kleist, 1994). Además,se ha descrito una gran variabilidad en el

contenidode CEA por célula,hechoque puedeserdebidobiena la naturalezadel tumor

del que procedenlas célulaso bien a la modulaciónde su expresiónduranteel cultivo

prolongado.Las condicionesde cultivo y el métodode ensayopuedenmodificar los niveles

de CEA detectados.Paraanalizarel gradode diferenciaciónde las sublíneassevalorael

contenidoen CEA, tanto en el medio de cultivo condicionadopor las células,comoen la

capacelular. Como control,seha evaluadolaproducciónde CEA por las célulasHT-29,

que procedentambiénde un adenocarcinomade colon pero presentanun fenotipo más

diferenciadoque las célulasBCS-TC2.Los resultadosobtenidosserecogenen la tablaXII.

Las células BCS-TC2 sintetizanmenosCEA que las célulasHT-29, tanto en el

medio de cultivo como en la monocapa.Los nivelesde CEA detectadosen el casode las

sublíneastumorigénicassonaún más bajosque los de las célulasparentales,lo que sería

indicativo de un menorgrado de diferenciación.Por otro lado, la bajasíntesisde CEA

tambiénseha relacionadocon unamayorvelocidadde proliferación(Sempleet al., 1978),

lo que se podría correlacionar con los bajos niveles obtenidos para las sublíneas

tumorigénicas.
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Tabla XII. Características de las células BCS-TC2 y de las sublíneas

tumorigénicas.

CÉLULAS

BCS-TC2 BCS-TC2.1 BCS-TC2.2 HT-29

CEA medio cultivo 100%’ 43% 38% 333%

CEAmonocapa 100%? 53% 55% 140%

Fosfatasaalcalina3 25,7 18,1 6,4 nd

5’-Nuc]eotidasa4 24x]tY5 15x105 12x105 nd

Los datosdel contenidoen GEA seexpresancomoporcentajes,considerándosecomo 100%el valorobtenido

para las células BCS-TC2. (‘0,89 ng GEA/mg proteína; 23319 ng GEA/lO6 células). (3) La actividadde
fosfatasaalcalinade célulasmantenidasen cultivo durante20 díasseexpresaen mU/mg deproteína.(4) La

actividadde 5-nucleotidasaseexpresacomo nmolesde AMP hidrolizados/lSminutos/célula.Los valores
sonla mediade tres experimentosdiferentes,cadauno de los cualesse realizapor triplicado. El error fue
siempreinferior al 10%.

Actividadde FosfatasaAlcalina

Entre los antígenosdescritoscomomarcadoresde diferenciaciónpresentesen la

membranaapical de célulasepitelialesde colon seencuentrala fosfatasaalcalina. En la

transformaciónmalignaseha descritouna disminuciónde la actividadde estaenzima,

aumentando,sin embargo,con el procesode diferenciacióncelular (Schroyet al., 1994;

Buraset al., 1995).Comoserecogeen la tablaXII, en las sublíneassereducela actividad

de esta enzima respectode la línea parental, lo que indicaría un menor grado de

diferenciacióny serelacionaríainversamenteconsucapacidadtumorigénica.Algunaslíneas

celularesprocedentesde carcinomasde colon, como la líneacelularCaco-2,soncapaces

de alcanzarun mayorgradode diferenciaciónduranteel cultivo prolongadode las células,

produciéndoseun progresivoincrementoen la actividadde fosfatasaalcalina(Pinto et al.,

1983).Sin embargo,enlascélulasBCS-TC2 y en las sublíneasBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2

no semodificaapreciablementeestaactividadcon el tiempo en cultivo, a semejanzacon

lo descritoparalas célulasHT-29 (Gametet al., 1992; Schroyet al., 1994).

Actividadde 5 ‘-nucleotidasa

La ectoenzima5’-nucleotidasaseha relacionadocon los procesosde crecimiento,

diferenciacióny envejecimientocelular; asimismo, estaactividad semodifica en ciertos

estadospatológicosy en la transformacióntumoral (Turnay et al., 1989; Heilbronn y
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Zimmerman,1995; Navarroet aL, 1997).

Como serecogeen la tablaXII, las célulasBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2presentanuna

menor actividad de 5-nucleotidasaque la línea celular parental. Estos datos estánde

acuerdo con otros descritos que indican una disminución de la actividad de la 5’-

nucleotidasaen célulasmalignascuando se comparancon célulasnormales(Razet al.,

1978; Tumay et al., 1989). Los resultadostambién confirman un menor grado de

diferenciaciónde las sublíneasfrente a las célulasno tumorigénicasBCS-TC2. En este

sentido se ha observadoque los niveles de expresióny la actividad de la enzima se

incrementancon el grado de diferenciación,sugiriéndoseque la 5-nucleotidasapodría

constituirun nuevomarcadorde diferenciación(Sedlaket al., 1994; Navarroet al., 1997).

Además,seconfirmanresultadospreviamentedescritos,existiendouna relacióninversa

entrela actividadde 5 ‘-nucleotidasay la velocidadde proliferación,lo que sugierequela

5-nucleotidasapuedeejercerun controlnegativosobrela proliferacióncelular(Sunet al.,

1982; Turnayet al., 1989).

Una manerade clasificarlos carcinomasessegúnsu gradode diferenciación;una

mayortumorigenicidadnormalmenteseasociaconun menorgradode diferenciación.Los

resultadosdel contenidoen CEA y las actividadesde fosfatasaalcalinay 5-nucleotidasa

en las tres líneascelulares estudiadasestánde acuerdocon esta hipótesis. Todos los

resultadosapuntana una disminuciónen el gradode diferenciación,aún cuandola línea

celularparentalesya pocodiferenciada.Con estosdatos,sepuedesugerirque la laminina

o el matrigel inducenla selecciónde una subpoblaciónmenosdiferenciadadentrode la

poblaciónheterogéneaoriginal.

Estudiosmorjólógicos

Estosestudiossehanrealizadopormicroscopiaópticade contrastede faseasícomo

por microscopiaelectrónicadebarridoy de transmisión.Las célulasBCS-TC2 presentan

una organizacióndel cultivo característicade su origen epitelial (Figura 45A). Por

microscopiade contrastede faseseapreciaheterogeneidadcelular, presentandouna gran

variaciónen tamaño. En la figura 45B serecogela microscopiaelectrónicade barridode

un cultivo casiconfluente.Se observancélulasextendidasy adheridasa la superficie,así

como sumorfologíapoligonal y alargada.Por microscopiaelectrónicade transmisiónno

se detectancélulas con microvellosidadesen borde de cepillo o polarizadas,lo que es

indicativo de la naturalezapocodiferenciadade las célulasBCS-TC2.

En la figura 46 serecogenlas característicasmorfológicasde las sublíneasBCS-

TC2.1 (Figura 46 A,B,C) y BCS-TC2.2(Figura 46 D,E,F). Las monocapascelulares

formadaspor ambassublíneaspresentancaracterísticassimilares a las de las células
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Figura 45 Morfología de las células BCS-TC2 en cultixo
(A) Microscopia de contrastede fase, Las células BCS-TC2 forman monocapas de células

poligonalesy alargadas(xli)). (B) Microscopiaelectrónicade barrido. Se apreciancélulasadheridasa la
superficieo a las célulassubyacentesmedianteproyeccionescitoplasmáticas(Barra10 im). (C) Microscopia

electrónicadetransmisión.Se detectaninteraccionescélula-célulasin queexistapolarizaciónen la membrana
celular (Barra 2 ~im).
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parentales(Figura46). Pormicroscopiade contrastede fasey de barridose observauna

mayorhomogeneidaden cuantoal tamañoy la morfologíade las células. A partir de la

microscopiaelectrónicade barridosehadeterminadoel tamañomediodel diámetrocelular

de las tres líneas celulares estudiadas (calculado a partir de la media de 50

determinaciones).Las célulasparentalestienenun diámetromedio de 10 25+1,37 ~m en

comparacióncon los 7,9±1,35y 8,37±1,38gm de las célulasBCS-TC2.l y BCS-TC2.2,

respectivamente.Portanto,las sublíneastumorigénicaspresentanun menortamañocelular.

Pormicroscopiaelectrónicade transmisión(Figura46C,F)secompruebaquelas sublíneas

tumorigénicas,como ocurrecon la líneaparental,presentanunabajapolarizacióncelular.

3.5.3. EXPRESIONDE RECEPTORES DE COMPONENTES DE LA ECM

Los resultadosanterioresparecenindicar que la laminina es la principal molécula

responsabledel efecto del matrigel en la inducción de la tumorigenicidadcelular. La

laminina coinyectadacon las célulasdebemodular la función de éstasa través de la

interaccióncon sus receptorescelulares.Esto implica que seseleccionaránsolamentelas

células con un patrón de receptoresconcretose seleccionaránpor su interaccióncon la

lamínina in vivo. Por tanto, esprobableque en las sublíneastumorigénicasel patrónde

expresiónde receptorescelularesseadiferentecomparadocon el de las célulasparentales.

Además,hayqueconsiderarquesehandescritocambios,asociadosconla transformación

neoplásica,en laexpresiónde la proteínade 67 kDa y en la expresiónde los receptoresde

tipo integrína(Dedhary Saulníer,1990; Castronovo,1993; Kim et al., 1995; Fujitaetal.,

1995).La importanciabiológicade estoscambiosnoseconocetodavía,perosehasugerido

que puedendesempeñaruna función potencialen la aparicióndel fenotipo maligno o

tumorigénico.

Por ello seprocedióa analizarla expresiónde receptoresde componentesde la

ECM, de tipo integrinay no integrína,en ambassublíneastumorigénicas,comparándola

con la de las célulasparentales.

Expresióndel receptorde 67kDa

La expresióndel mRNA del receptorde 67kDa seanalizó por NorthenzBlot en

tumoresoriginadospor célulasBCS-TC2, solas o en presenciade matrigel, y tumores

obtenidospor inyeccióndecélulasBCS-TC2.1. En la figura47 seapreciala presenciade

unaúnicaespeciedemRNA 1,2kb, quecoincidecondatosdescritosparael mRNA deesta

proteína(Rao et al., 1989; Castronovo,1993). El densitometradode la señaldel mRNA

normalizadocon respectoal controlinterno(señaldel 185)indicaqueno existendiferencias

significativas en la expresiónde estaproteínaen los tres tipos de tumores.Cuandose
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analizael RNA extraídode las tres líneascelularesseobtienenunosresultadossimilares.

Estosdatos estánde acuerdocon los obtenidosporcitometríade flujo queindicanque, en

las tres líneas, casi todaslas células(por encimadel 90%) expresanesteantígenoen la

superficiecelulary, además,con valoresde intensidadmediade fluorescenciasemejantes

(TablaXIII).

4— 67 kDa

~ lBS

Figura 47.- Expresión del mRNA del receptor dc 67 kDa.
Se analiza el RNA total extraído de los tumores obtenidosde células parentalesinyectadas

subcutáneamenteen ratonesatíniicosen medio de cultivo solo (1), en presenciade matrigel (2), y de los

tumores inducidos por las células BCS-TC2.1 (3). 10 ~tgde RNA total de los tumores se sometena
electroforesisen un gel de agarosaal 1 % en presenciade formaldebido,tras lo cual se transfierena una

membranade mylon, y se hibrida con unasondafrente al receptorde laminina de67 kDa marcadacon32P.

Así, la tumorigenicidadde las sublíneasno seasociacon un incrementoen los

nivelesdel mRNA de la proteínade unión a lamininade alta afinidad de 67 kDa o con la

proteínalocalizadaen la superficiecelular. Sin embargo,se ha descritoque existe una

correlaciónentre la malignidad celular y los niveles de mRNA o de expresiónde este

receptor(Cioceet aL, 1991; Albelda, 1993; Castronovo,1993, Sobe], 1993). Por otro

lado, seha sugeridoque la expresióndel fenotipo tumorigénicopuede requerirciertos

cambiosgenéticosdiferentesde los necesariosparael desarrollodel fenotipometastático

(Ess et al., 1995). Por tanto, la expresiónde altos niveles de la proteína de unión a

lamininade67 kDapodríafavorecerla metástasis,facilitandolamigracióny ladegradación

de losbasamentosmembranosos,perono el incrementode la tumorigenicidad.La laminina

incrementala expresiónde estaproteína(López-Conejo,1992), pudiendofavorecerla

capacidadtumorigénicade las célulasen las etapasinicialesde la formacióndel tumor. Sin

embargo,este incrementono se mantiene de forma constitutiva, ni es un requisito

imprescindibleo único paraque presentencapacidadmetastática.
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Expresiónde receptoresde tipo integrina

La expresión de las integrinas en las células BCS-TC2 y en las sublineas

tumorigénicasse ha examinadopor citometría de flujo. El estudio se ha centrado

principalmenteen ias integrinasquepresentanafinidadpor laminina (aj3, y a6134, y otras

integrinas, como a43,, %j31, ct3j3, y a513, que ademástienenafinidad por colágenosy

fibronectina). En la tablaXIII secomparael porcentajede célulaspositivasy los valores

de intensidadmediade fluorescenciade los diferentesantígenosen las treslíneascelulares.

Tabla XIII. Expresión de subunidadesde integrinas y de la proteína de unión a

laminina de 67 kDa por citometria de flujo.

Antígeno BCS-TC2 BCS-TC2.l BCS-TC2.2

(Anticuerpo)

a, (TS2/7) 56 (21) 23 (14) 8 (10)

a2 (PIE6) 100 (143) 100 (228) 100 (420)

013 (PIBS) 100 (243) 100 (318) 100 (303)

014 (HP2/l) 2 (0) 2 (0) 0 (0)

015 (BIIG2) 100 (28) 100 (26) 100 (32)

016 (GoH3) 98 (60) 99 (98) 98 (139)

13, (ALEXl/4) 100 (275) 100 (366) 100 (485)

134 (3E1) 74 (247) 56 (90) 37 (98)

67-kDa(MLUC5) 90 (466) 97 (447) 99 (479)

Las células,creciendoencondicionesesUndarse tripsinizany sepreparanparasu análisispor citometríade
flujo comoseindicaenMaterialesy Métodos.Lasdilucionesdelosprimerosanticuerposutilizadosson:anti-
a,, anti-a2,anti-a3, anti-a5,anti-13, y anti-67kfla, dilución 1:100; anti-a4y anti-a6,dilución 1:50; anti-134,
dilución 1:1000. Comosegundoanticuerpo,se utiliza antí-IgOde ratón o deratamarcadoscon FITC y a
unadilución 1:100. En la tablase recogeel porcentajede célulaspositivasy, entreparéntesis,el valorde
la intensidadmediade fluorescencia(MFI). 67 kDa, proteínade unión a laminina de 67 kDa.

Lascadenasde integrinas~ 012, a3 ya6 seexpresanprácticamenteen el 100% de

las células, observándoseun incrementoen la intensidadmedia de fluorescenciaen las

sublíneas.Por el contrario, si se consideranlas cadenasfr~ y a,, se produce una

disminuciónen ambosparámetrosen las sublineastumorigénicas.En ningunade las tres

líneascelularesse expresala subunidada4.
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La integrina 016134 es un constituyentede los hemidesmosomasde las células

epitelialesdiferenciadas,estructurasque contribuyen a las fuertes interaccionescélula

epitelial-basamentomembranoso(Nagleetal., 1995;Dowling etal., 1996).Ladisminución

de los niveles de integrinasse relacionacon la pérdidade interaccionescélula-célulay

célula-matrizen las fasesiniciales de la invasión(Chammaset al., 199 lb; Bosman,1993),

favoreciéndosela liberaciónde las célulastumoralesy la formaciónde metástasisdistantes

(Daémi et al., 1995). La integrina 134 pareceestar implicadaen el ciclo endocíticoy la

disminuciónen su expresiónpodría relacionarsecon unamayormotilidad de las células

tumorigénicas,como ya seha indicadoparacélulasde carcinomade mamay próstatay en

tumorescolorrectales(Bretscher, 1992; Falcioni et al., 1994; Nagle et al., 1995). Sin

embargo,en células de carcinomaescamosooral se ha indicado que la pérdida de la

integrina a434no esdirectamenteresponsabledel crecimientoy la diferenciaciónanormal

observadaen estascélulas (Jonesa al., 1996). Por otro lado, se ha relacionadoa la

mtegrina13~ con la apoptosisy la inhibición del crecimiento(Clarkeet al., 1995),por lo

cual la disminución en su expresión podría relacionarsecon una mayor capacidad

proliferativa de las célulastransformadas.

Si secomparanlas sublíneascon las célulasparentalesseobservaun incrementoen

la expresiónde las subunidades[3~,012, 013 y 016. En células invasivasy tumorigénicas

también se han detectadoniveles más altos de integrinas I3~ con respectoa células no

tumorigénicasy poco invasivas(Dedhary Saulnier, 1990). Además,seha descritouna

elevadaexpresiónde integrinas13, en tumorescolorrectalesy en adenocarcinomasgástricos

poco diferenciados(Fujita et al., 1995).Sin embargo,la funciónde las integrinas13~ en la

malignidadno estáclara.Así, sehadescrito,como un procesogeneral,la disminuciónde

las integrinas13~ en tumoresagresivospocodiferenciados.Unadisminuciónde la expresión

de esta integrína,ademásde en las subunidadesa6 y 134~ seha observadoen célulasde

adenocarcinomade colon y en tumoresde niama y de colon (Koretz et al., 1991;

Stallmarchet al.; 1992; Daémieta!., 1995). Porotro lado, célulasinvasivasdecarcinoma

de próstatasintetizanmenorescantidadesde 01313! quelas célulasparentales(Dedharetal.,

1993). Esteaparentedesacuerdoencuantoa la integrina¡3~ ha sido discutidopor Kim et

al. (1995),indicándoseque la controversiapuededebersea diferentescausas,talescomo

la gran cantidadde actividadesbiológicasde las integrinas 13~ o el empleode diferentes

anticuerpos.Pareceque hay diferentesintegrinas implicadasen cadatipo de tumor y,

quizás,incluso en cadanivel de malignidaddentrode un mismotipo de tumor. Aunquela

familia de las integrinas f3~ participa principalmenteen el anclajede las células a los

sustratos,tambiénsele han asignadootrasactividadescomola transmisiónde la señal,la

organizaciónde la matriz y/o la modulaciónde la respuestacelulardel huésped(Juliano,

l993c).
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El patrónde expresiónde las integrinas13, en cáncerde colonno estáclaro. Koretz

et al., (1991)examinaronla expresiónde estasubunidaden 96 casosde adenocarcinoma

de colon y encontraronque los niveles de expresiónson similares a los de la mucosa

normal, no correlacionándosecon el estadoclínico o el grado del tumor. También las

metástasisen hígadomuestranun patrón similar de la expresiónde 13. Por el contrario.

estudiosdesarrolladosen otros laboratoriosindican unadisminuciónen la expresiónde la

integrina 131 en carcinomade colon comparadocon la mucosanormal (Stallmachet al.,

1992: Nigam et al., 1993)

La expresión de las subunidades016 y 013 se asocia con la transformacióny

progresióntumoral. En el estudiorecogidopor Bartolazziet al. (1994) la integrina013 se

expresaen el 82% de los tumoresmetastáticosconsideradosen el estudio.Otros análisis

indican una correlaciónentrela capacidadinvasivain vitro y la expresiónde 016 (Dedhar

y Saulnier, 1990; Rabinovitz et al., 1995; Shaw et al., 1996). La integrina 016 se

sobreexpresaen tumoresde cabezay cuello, en cáncerde vejiga, pulmón y carcinomade

colon. El incrementoen los niveles de 016 observadoen las sublíneasBCS-TC2.1 y BCS-

TC2.2 se podría relacionarcon un incrementoen la proliferacióncelular iii vivo, como

ocurre en célulasde carcinomade próstata,dondesesugiereque estehechopodríaestar

relacionadocon algunaseñalreguladapor la integrina016 (Rabinovitzet al., 1995).

También se produce un incremento en la subunidad 012 en las sublíneas

tumorigénicasquese podría relacionarcon unamayormotilidad celular. La transfección

de células Rfl, de rabdomiosarcomahumano, con la subunidada, confiereuna mayor

capacidadmetastática(Chan et al., 1991,1992)aunque,por el contrario, no afectaa la

tumorigenicidadin vivo (Chan et al., 1991). Ademásexiste una asociaciónentreesta

integrinay la regulaciónpositivade la expresiónde MMP- 1 (Riikonenet al., 1995). Sin

embargo,en célulasde carcinomade mama, la pérdidao disminución en los niveles de

a,13, se relacionacon un fenotipotransformado(Zutteret al., 1995; Keely et al., 1995) y

su incremento,conla supresióndel crecimientoe inducciónde la diferenciación(Zutteret

al,. 1995).

Laexpresiónde la integrinaa~ no semodificade manerasustancialen las sublíneas

tumorigénicas. Los datos referentesa la expresiónde a~ y su posible relación con la

capacidadtumorigénica y de metástasis son dificiles de interpretar. Así, se ha

correlacionado un incremento en la expresión de la integrina a~13, con una baja

tumorigenicidadde células de cáncer de colon (Stallmachet al., 1994) y de células

transformadas(Giancotti y Ruoslahti, 1990; Schreineret al., 1991). Porel contrario, en

otras líneas celulares,entre ellas también células de cáncer de colon, se observaun

incremento de las subunidadesa~ y 13~ en las líneas más tumorigénicasy/o invasivas
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(Schiller y Bittner, 1995; Gong et al.. 1997). Algunos autoressugierenque la expresión

en la superficiecelular de 015131 no se correlacionacon tumorigenicidad,aunqueindicanla

funciónclavede estaintegrinaen los procesostumorigénicos,puestoqueanticuerposfrente

a las subunidades015 y 13~ inhiben el crecimientotumoral en ratonesatimicos(Schiller y

Bittner. 1995).

En el casoparticularde las célulasBCS-TC2y las sublineastumorigénicasdescritas

en estaMemoria,el incrementode las integrinas13 podriacontribuir al establecimientode

contactosde adhesiónmoderados,necesariospara la migración celulary la invasión del

tejido circundante,como seha descritopara célulasde carcinomade próstata(Rabinovitz

et al., 1995). La disminuciónde la expresiónde la integrina016134, con la pérdidade un

anclajeestablepodríafacilitar lamigracióncelular, lo que,junto con el paraleloincremento

en las integrinas13~. estéprobablementeasociadoaunamayor motilidad e invasividadde

las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2. Ademásparece que el patrón de expresiónde

integrinasen las sublineastumorigénicaspuedeestar implicado en el incrementode la

proliferación.En estesentido,sehadescubiertounaoncoproteina,denominadaquinasa-1,

unida a integrina (ILK-1 Integrin-Linked Kinase-I), que interaccionacon el dominio

citoplasmáticode 13~ (Hannínganet al., 1995), y que, junto con otros mediadoresde la

transmisiónde la señal,participaen la proliferacióncelular reguladapor integrinas.

3.5.4. ADHESIÓN DE CÉLULAS BCS-TC2.1Y BCS-TC2.2A COMPONENTES DE

LA MATRIZ EXTRACELULAR

Paraverificar si las diferenciasobservadasen la expresiónde integrinasen las

sublíneastumorigénicasinfluye en la capacidadadhesivade las células, se realizaron

ensayosde adhesióncelular sobrelaminina, fibronectinay colágenosde tipo 1 y IV. Los

resultados,recogidos en la figura 48, muestran que no existe ninguna diferencia

significativa en la adhesiónde estascélulassobrelas proteínasestudiadas.Esteresultado

podríaindicarquese necesitanunosnivelesmuybajosdeexpresiónde integrinasparaque

tengalugar la adhesiónacomponentesde la matriz. Porello, el incrementoen los niveles

de estosreceptoresno origina ningunamodificación apreciableendicho comportamiento.

En estesentidodistintosautoreshan indicadoque la variaciónen los nivelesde integrinas

no modifica significativamentelas propiedadesadhesivasde las células (Daémi, 1995;

Rabinovitz et al., 1995; Joneset al., 1996).
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Figura 48.- Adhesión de las células BCS-TC2, BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 a distintos componentesde
la matriz extracelular.

Losensayosde adhesiónse hanrealizadocomo sedetallaen Materialesy Métodos.Las célulasse
dejan adherir,durante30 minutos, sobrepocillos recubiertoscon distintasconcentracionesde los cuatro
sustratos.A continuaciónse valora el número de células adheridaspor tinción con violeta cristal. Los
resultadosse expresanen unidadesarbitrariasde absorbanciaa 570 nm restando la absorbancia debida al
control (célulasadheridassobreESA) y procedende, almenos,tresexperimentosindependientesrealizados
con determinacionesparacadadatopor cuadruplicado.
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3.5.5. EFECTO DE ANTICUERPOS FRENTE A LAS INTEGRINAS fi~ EN LA

TUMORIGENICIDAD DE LAS CÉLULAS BCS-TCZ.2

Uno de los cambiosmásacusadosen las sublíneastumorigénicasesel aumentoen

la expresión de la subunidad 13~. Dicha subunidadparticipa en la formación de los

heterodímeros011131, 01,131, 013131, 015131 y 016131, todos ellos implicados en la interacción

célula-ECM.Con objeto de profundizaren el papel de las integrinas I3~ en la adquisición

del fenotipo tumorigénico,se planteóestudiarel efectode anticuerposespecíficosfrentea

estasubunidaden la propagaciónin vivo de las células. Paraello se seleccionaronlas

célulasBCS-TC2.2,quesonlasquepresentanunamayorcapacidadtumorigénicay también

un mayornivel de integrinaP~. Se han utilizado tres tipos de anticuerposdistintos frente

a la subunidad13~: LIAI/2, ALEXL/4 y TS2/16. Dichosanticuerposreconocendiferentes

sitios funcionalesque se encuentranen la misma región de la integrina Pí, y afectande

maneradistinta a los procesosde adhesióny agregacióncelular (Campaneroet al., 1992;

Arroyo et al., 1992; van de Wiel-van Kemenadeet al., 1992; Takaday Puzon, 1993;

Martin-Paduraet al., 1994).

Las célulasBCS-TC2.2sepreincubanconel anticuerpocorrespondiente,tras lo cual

secoinyectansubcutáneamenteen ratonesatímicos.Como seobservaen la figura49 no se

apreciangrandesdiferenciasen el desarrollodel tumor en el caso de células solas o

preincubadascon los anticuerposLíA 1/2 o T52/16. Sin embargo,las célulastratadascon

el anticuerpo ALEXl/4 presentanuna menor capacidadtumorigénica, puesto que se

originantumoresde menortamaño,efecto que se poneclaramentede manifiesto25 dias

despuésde la coinyección.Despuésde 40 días,el tamañode estostumoresse ha reducido

a la mitad respectodel control o del resto de anticuerposestudiados.A estetiempo, los

tumoresseextraeny sepesan.En estecaso,el efectode ALEXL/4 esmásacusado,puesto

que el pesode los tumoresobtenidossuponeun 15% delpesode los tumoresdesarrollados

por las célulascontrol (Figura49). Además,seobservaque los tumoresdesarrolladospor

lascélulaspreincubadasconLíA 1/2 tambiénsondemenorpeso(aproximadamenteel 78%)

que los tumoresdesarrolladosen ausenciade anticuerpo.

Estos resultadosindicanque los anticuerposanti-131 LIA1/2 y ALEXL/4 inhiben el

crecimientotumoral de las células BCS-TC2.2en ratonesatímicos,siendomásacusadoel

efectoproducidopor esteúltimo. Unade las etapasinicialesen el procesotumorigénicoes

la adhesiónde las célulasa la ECM. Es probable,por tanto, que la inhibición observada

en la capacidadtumorigénicade las célulasBCS-TC2.2poranticuerposanti-131 sedeba,al

menosen parte,a la inhibición de la adhesióna componentesde la matriz. Por ello se

realizaron experimentosde inhibición de la adhesiónpreincubandolas células con los

mismosanticuerposanti-J31.
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Como se observaen la figura 50 el anticuerpoT52/16 activa la adhesióncelular

sobretodoslos sustratosestudiados(LN, FN, COL 1 y COL IV), resultadoya descritopara

esteanticuerpoactivante(Arroyo et al., 1992; van de Wiel-vanKemenadeet al., 1992).

Los anticuerposLIAl/2 y ALEXL/4 inhiben la adhesióna fibronectinay colágenos.Sin

embargo.sobrelaminina el anticuerpoLIAl/2 no ejerce ningún efectomientrasque el

anticuerpoALEXl/4 activa la adhesiónaestesustrato.
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Figura 50.- Inhibición de la adhesión de células BCS-TC2.2 por anticuerpos anti-fi,.
La inhibición de la adhesiónpor anticuerposseha llevado a cabocomo sedetallaen Materialesy

Métodos.Las célulastripsinizadasse incubandurante45 minutosa 370Ccon anticuerposanti-13
1 (TS2/16,

LíA 1/2 o ALEXI/4: dilución 1:10) o en ausenciade anticuerpo(control). Posterionnente,las célulasse
siembransobrepocillos saturadoscon LN, FN, Col 1 o Col IV (lOpg/mL) y se dejanadherirdurante30
minutos. Los resultadosse expresanen porcentajedecélulasadheridasrespectode las célulasadheridasal
correspondientesustratoenausenciadeanticuerpo,y procedendetresexperimentosindependientesrealizados
con determinacionesparacadadatopor cuadruplicado.El error experimentales inferior al 10%.

Los resultadosobtenidospermitensugerir que los anticuerposque bloquean la

interaccióncélula-ECMproducenuna disminución en el tamañode los tumores.Por el

contrario las célulasincubadascon el anticuerpoT52/16, que no bloqueala interacción

célula-ECMsino que incluso la favorece,son capacesde desarrollartumoresde la misma

maneraque lo hacenlas célulasBCS-TC2.2solas.Portanto, la interaccióninicial célula-

ECM pareceser clave para el posterior desarrollotumoral. En este sentido, estudios

realizadoscon anticuerpos,péptidos y disintegrinasconfirman esta teoría. Distintos

anticuerpos anti-131 bloquean la tumorigenicidady reducen el número de colonias

LN FN COLI COL IV
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metastáticas,probablementedebido al bloqueode la adhesióncelular (Schiller y Bittner,

1995; Newton et al., 1995), o por inhibición de la proliferaciónde células tumorales

metastáticasin vivo (Elliot et al., 1994). Una disintegrina,aisladade venenode serpiente,

inhibe la adhesiónmediadapor integrinas in vitro y la colonizaciónen pulmón in vivo
(Trikha et al., 1994).Además,estudiosrealizadoscon péptidosque inhiben la adhesióna

componentesde la ECM inhiben la metástasistumoralpor la interferenciade la interacción

célula-ECM(Saiki et al., 1993; Iwamotoet al., 1996).

La unión de los diferentesanticuerposa la integrina 13~ puedeoriginar cambiosen

la conformacióno en la accesibilidadde los dominiosde unión del ligando, de modo que

seactiveo inactive la funciónde 13’. Seha identificadounapequeñaregiónen estaintegrina

dondesesugiereque se unentantoanticuerposactivantescomo inhibidoresde la adhesión

(Takada y Puzon, 1993). La unión de un anticuerpo u otro induce un cambio

conformacionaldiferenteen la integrina 13 queactiva o inactivasu función. La unión de

anticuerposa estaregiónpodríaimpedir de algún modo que tuvieralugar la función de la

integrinaen la transmisiónde la señal.Los anticuerposanti-131 no funcionales(no activan

ni inhiben)reconocenotra región diferenteen la integrina 13, que contienemotivos tipo

EGF (Takaday Puzon, 1993).

La tumorigenicidadbloqueadaporanticuerposanti-131,en estesistema,confirmaría

la hipótesisqueindica que la interacciónde la ECM con célulasneoplásicasqueexpresan

altosnivelesde proteínasde adhesiónespecificas(13~) favorecela proliferación in vivo de

las células. Así, el bloqueoinicial o tempranode la función de estas integrinas por

anticuerposoriginariauna disminuciónreal de los nivelesde 13 quetenderíaaasemejarse

a los presentesen las células BCS-TC2, teniendo como resultadola disminución de

formaciónde tumores.

3.5.6. EXPRESION DE METALOPROTEINASAS

La degradaciónde la ECM es un prerrequisitopara la adquisición del fenotipo

invasivopor las célulastransformadas.Estudiosen lineascelularesy en tumoresindican

que la capacidad invasiva de las células se relaciona con las actividades de

metaloproteinasasde la matriz (MMPs) (Stetler-Stevenson,1993; Kleiner y Stetler-

Stevenson,1993; Birkedal-Hansen,1995; MacDougally Matrisian, 1995). Por tanto, se

procedióa estudiarsi el diferentecomportamientode las sublíneasencuantoasucapacidad

tumorigénicasepodríacorrelacionarcon un diferentepatrónde expresiónde MMPs.

Estudios previos indicaban que las células BCS-TC2 no presentanactividad

colagenolítica. Al valorar la actividad degradativa sobre colágenos marcados
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radiactivamentetanto en el medio condicionadopor las células epitelialestransformadas

como en el del cocultivo de estascélulas con fibroblastosde colon, en ningún caso se

detectóactividadcolagenolítica(Tumay, 1989; Turnayet al., 1990).

La interacciónin vivo de las célulascon el matrigel,o conuno de suscomponentes

podría haberoriginado la secreciónde MMPs en las células. En este sentido se ha

postuladoque la interacciónde células con laminina inducela producciónde colagenasa

(Yudoh et al., 1995). Además,el péptido SIKVAV, estimulala producciónde MMP-9 y

de la colagenasaintersticial en monocitos (Corcoran et al., 1995). Se realizaron

zimogramasdel medio condicionadopor células BCS-TC2 creciendo sobre plástico,

lamininao matrigel (Figura5 lA). Solamentese observandosbandasen las muestrasque

correspondena las célulascreciendosobrematrigel.Sin embargo,cuandoseaplicamatrigel

en el gelatinogramaseobservala apariciónde bandassimilares (Figura51A), por lo que

las actividades detectadasen estas células probablementeprovienen de gelatinasas

contaminantescontenidasen el extractode basamentosmembranosos.En las células que

crecensobre laminina, al igual que en las que lo hacensobre plástico, no se detecta

actividad gelatinolítica. Teniendo en cuenta estos resultadosse podría sugerir que la

interacciónde las célulasBCS-TC2 con matrigel no inducela secreciónde gelatinasaspor

partede las célulasBCS-TC2.

Por otro lado, seprocedióa estudiarsi en el medio condicionadopor tumoresse

detectabala presenciade actividadde MMPs. Tanto en los tumoresobtenidosen presencia

de matrigelo laminina, como en los tumoresque,esporádicamente,crecieronen ausencia

de matrigel, se detectaactividad gelatinolítica(Figura 51B), sin que exista una gran

diferenciaentrelas distintasmuestras.Esto podría debersea la secreciónde MMPs por

parte de las células del tumor. El mismo patrón de gelatinasasse obtiene en medio

condicionadode tumoresoriginadosal inyectarlas célulasBCS-TC2.1 o BCS-TC2.2.En

todos los casosseobservantresbandasmayoritariasde actividadgelatinolíticade 92 kDa

68-72y 64 kDa, que podríanasignarsea las MMP-9 y MMP-2 (FiguraSlB). La MMP-9

aparececomo una únicabandaya que podríaestaren forma zimógenao precursoraen el

tumor. Se ha descritoque, en el zimograma,las formasprecursoraspresentanactividad

porque sufren una autoactivaciónpor su parcial y reversible desnaturalizaciónpor el

tratamientocon SDS(Stetler-Stevensonetal., 1989; Springmanetal., 1990).Las otrasdos

bandasde actividadcorrespondenprobablementea la formalatente(68-72kDa) y activada

(64 kDa) de la MMP-2. Esta activación se debe a la eliminación total o parcial del

propéptido por alguna actividadproteolíticapresenteen el medio condicionado, lo que

conllevaríala disminuciónde la masamolecular.Porotro lado, esprobableque existaen

la superficiede las células que formanel tumor la metaloproteinasade membrana(MT-

MMP-1) que inducela activaciónde la MMP-2 (Satoel aL, 1996).
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BCS-TC2
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e— MMP-9 -~‘

.<— MMP-2

Figura 51.- Detección de actividades gelatinoliticas en el medio condicionado por células BCS-TCZ y
por los tumores obtenidos tras inyección subcutánea de los diferentes tipos de células.

El medio condicionadoseobtienecomosedescribeen Materialesy Métodos. Secargan40 ¡ig (A)
o Y »g (B) de proteínapor pocillo en gelesde poliacrilamidaal 10% en presenciade 511)5 conteniendo
gelatinaal 0,1 %. El resultadose muestracomoel negativodel gelatinograma.(A) Gelatinograinademedios
condicionadospor lascélulasBCS-TC2 creciendosobreplástico(---), sobrelaminina(LN), y sobrematrigel
(MO) durante24 horas.En el último pocillo (MG) seaplicamatrigelcomo control. (B) Gelatinogramadel
medio condicionadode tumoresproducidostras inyecciónsubcutáneade las célulasBCS-TC2 (1). células
BCS-TC2en presenciade laminina (2), célulasHCS-TC2en presenciade matrigel (3), célulasI3CS-TC2.l
(4) y célulasBCS-TC2.2 (5).

Sin embargo,de estosresultadosno se puedeconcluir, por tanto, si sonlas células

transformadashumanasdel tumor o bienlas célulasdel estromadel ratón, las responsables

de la actividadgelatinolíticaobservadaen los análisis de los medioscondicionadospor

tumores. En adenocarcinomasde colon humano se ha detectadoel mRNA de las

metaloproteinasasMMP-2 y MMP-9 (Onistoetal., 1993).La MMP-2 puedeser sintetizada

tanto por las célulasmalignas(Garbisaet al., 1990; Grigioni et al., 1994)como por las

célulasdel estromaadyacenteal tumor (Poulsomet al., 1992; Pyke et al., 1993),siendo

esteúltimo casomás frecuente.En el casode la MMP-9, se hadescritola expresiónde su

mRNA en los macrófagoso neutrófilosquerodeanal epitelio maligno,perono sedetecta

mRNA en las célulasepitelialesdel colon (Pykeet al., 1993; Nielsenet aL, 1996).

Por tanto, seprocedióa analizarla actividadpresenteen el medio condicionadode

las células BCS-TC2 y de las sublíneastumorigénicas.Los resultadosse recogenen la

figura 52. En los medioscondicionadospor ambassublineassedetectandosbandasen

tornoa los 92 kDa, quecorrespondena la formalatentey activadade la MMP-9, asícomo
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A

dosbandasde 68-72kDay 64-62kDa, que correspondena las formaslatentey activada,

de la MMP-2. Estos resultadosindican que las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 son

capacesde secretarambasenzimasdegradativas.Las célulasBCS-TC2 no presentan,o

presentanmuy baja, actividadgelatinolíticaMMP-2 y MMP-9 (Figura 52A).

B 1 23

Figura 52.- Análisis de la actividad gelatinolitica presente en el medio condicionado por las células
parentales y las sublineas creciendo iii viti-o. Influencia del cocultivo con fibroblastos.

El medio condicionadose obtienecomo se describeen Materialesy Métodos.Se aplicaron40 pg
deproteínaporpocillo en gelesdepoliacrilamidaal 10% enpresenciadeSDSconteniendogelatinaal 0,1%.
El resultadosemuestracomoel negativodel gelatinograma.(A) Medio condicionadopor célulasBCS-TC2
(1), célulasBCS-TC2.l (2)o célulasBCS-TC2.2(3). (B) Medio condicionadoporcélulasBCS-TC2.l solas
(1), por célulasBCS-TC2.l cocultivadascon fíbroblastos(2), o porfibroblastos(3).

Cuandolas célulasBCS-TC2.1 secocultivancon fibroblastos,se observaun gran

incrementode laactividadgelatinolitica,como seobservaen la figura52B,siendoel efecto

ejercidopor las célulasdel estromasobrela producciónde las metaloproteinasasMMP-2

y MMP-9 sinérgico. Esto sugierequelas célulastumoralesy las del estromacooperanen

la producciónde colagenasas.Cocultivos de célulastumoralesy del estromahanmostrado

que las MMPs puedenserinducidaspor contactoscélula-célula(Himelsteinet al., 1994)

y por factoressolubles(Ito et al., 1995). Deestemodo,sehadescritoquelas célulasdel

estromapuedeninducir la secreciónde MMPs por las célulasinvasivas(Lengyel et al.,

1995; Kurogi et al., 1996) o bien, las célulastumoralespuedenaumentarla secreciónde

estasenzimaspor las células del estroma(Poulsomet al., 1992; Nielsenet al., 1996).

Numerososestudioshan descritouna correlaciónentrela producciónpor células

transformadasde las formasprecursorasde las MMP-2 y/o MMP-9 y elpotencialinvasivo

y metastático(Stetler-Stevensonetal., 1993; Tryggvasonetal., 1993; Nayloretal., 1994;
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Kawamataet al., 1995). Además,seha conseguidoprevenir la invasión tumoral y la

metástasisin viti-o e in vivo inhibiendolas MMPs, lo que hademostradola implicaciónde

estasenzimasen dichosprocesos(Albini el al., 1991; Melchiori el aL, 1992).

Tanto las célulasBCS-TC2.1 como las BCS-TC2.2secretanMMP-9 y MMP-2 en

forma latentey activada.La producciónde la MMP-9 en célulasde cáncerde colon es

diversa.Algunosautoresindicanquelas célulasepitelialesde adenocarcinomade colonno

producenla MMP-9 o lo hacenen muy bajacantidadcomo paraserdetectada(Nielsenet

al., 1996). Otros, sin embargo, consiguen ver inmunoreactividadcon anticuerpos

policlonalesfrentea la MMP-9 en las célulastumorales(.Jeziorskaet al., 1994).En este

sistema, los nivelesdel mRNA de estaproteínano sehan podido detectarpor Norrhern

Blot, lo quesugierelaexistenciade muy bajosnivelesde mRNA en las célulasBCS-TC2.1

y BCS-TC2.2.

El análisismedianteNorthern Blot de la expresióndel mRNA de MMP-2 muestra

un transcritode 3,1 Kb, con unaintensidadsimilar de la bandaen la líneaparentaly en las

sublineas(Figura53). Estosdatosindican quelas célulasparentalesBCS-TC2expresanel

mismo nivel de mRNA paraMMP-2 que las sublíneastumorigénicas.Sin embargo,la

actividad de MMP-2 sólo se detectaen el medio condicionadode las sublíneascon

capacidadtumorigénica.

III MMP-2

Figura 53.- Expresión del mRNA de MMP-2 mediante Northern BIot.

Yjg de mRNA de las muestrasobtenidasde cultivos subconfluentesde (1) célulasBCS-TC2, (2)
célulasBCS-TC2.1y (3) célulasBCS-TC2.2 se sometierona análisismedianteNorthern BIot comoseindica
en Materialesy Métodos. Cadapocillo contienecantidadesequivalentesdemRNA como sedeterminópor
hibridacióncon g-actina.

Puestoque la expresiónde MMPs estásometidaa un estricto control, se podrían

considerardistintasposibilidadespanexplicarel resultadoobtenidoparala MMP-2 en las

célulasBCS-TC2:

a) La líneaparentalpodríasecretarMMP-2 como formaprecursorainactiva; en el

zimograma,sedetectaríaactividad,yaqueéstaseactivaporel tratamientocon SDS

(Stetler-Stevensonel al., 1989; Springmanel al., 1990).
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b) La MMP-2 se podría encontrar inactiva por unión a su inhibidor específico

TIMP-2. Perola MMP-2 seactivaríaen el zimogramaya que el inhibidor se disocia

de ella en las condicionesen que serealizala electroforesis(Ricey Banda, 1995).

Estas dosposibilidadesse podríandescartar,puesto que en el zimogramano se

detectaningunabandacorrespondientea la MMP-2.

c) En las célulasBCS-TC2,el procesode traduccióndel mRNA de MMP-2 podría

estarbloqueado.En estesentidosehadescritoque no setraducenciertosmRNAs

en algunostipos celulares,como el mRNA del activadorde piasminógenotisularen

oociíosprimarios(Huarteet al., 1992). Se trataría de un bloqueoselectivoen las

célulasBCS-TC2.

d) En las sublíneasel mRNA de la MMP-2 podría estar más estabilizado,

incrementándosesu vidamedia,lo queoriginalaproducciónde MMP-2. Estehecho

se ha observado en células epiteliales bronquiales humanas tratadas con

lipopolisacáridoslo que haceque se incrementenlos niveles de proteína activa

MMP-9 (Yao cf al., 1996).

e) La secreciónde MMP-2 podríaestarbloqueadaen la líneaparental.

Las célulasBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2secretanMMP-9 y MMP-2 al medio de

cultivo tantoen formade proenzimacomoparcialmenteactiva.La MMP-2 no se activapor

acciónde proteinasasexógenas,comoocurrecon otrasMMPs. El mecanismode activación

in vivo no seconoce,pero se piensaque tiene lugar en la membranaplasmáticatras la

unión de la pro-MMP-2 a activadoreso receptoresespecíficosde la superficiecelular

(Young et al., 1995; Ray cf al., 1995; Yamamotocf al., 1996).Entreellos seencuentran

metaloproteinasasdemembrana(MT-MMP- 1 y MT-MMP-2) capacesde activara MMP-2

(Satocf al., 1994; Takino et al., 1995; Satoet al., 1996).La forma activadade MMP-2

se encuentraenriquecidaen las membranasde células malignas, en particular en los

“invadopodia”, o sitios de invasión celular (Monsky cf al., 1993; Brown et al., 1993;

Azzam et al., 1993). Además, en estaslocalizacionesseha descritoque MMP-2 puede

interaccionarcon la integrinaa~O3 (Brookset al., 1996>.

Por ello, se procedióa analizar, mediantezimograma,la actividadgelatinolítica

asociadaa la membranacelularen las tres líneasestudiadas(Figura54). En todoslos casos

apareceunabandaquecorrespondeaunaproteínade 62 kDa, masamolecularquecoincide

con la forma activa de la MMP-2. Por tanto, en la superficie de las células existen

receptores/activadoresde la MMP-2. La activaciónen la membranacelularpodríatener

lugara travésde unacascadade activaciónen la que estéimplicadaunametaloproteinasa

de membrana(Atkinson cf aL, 1995; WiIl cf aL, 1996).

Las célulasparentales,que no secretabanal medio de cultivo MMP-2. también
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presentanestaforma activaen su membrana,hechoque sepuedeexplicar considerando

que: a) la poca proteínasecretadaquedaen la superficiecelularen concentraciónlocal

suficientecomoparadetectarse,o b) estaproteínano sesecretaal medio de cultivo porun

bloqueodelprocesode secrección,posibilidadque seha comentadoanteriormente,aunque

en estecasoprobablementela MMP-2 apareceríacomo forma latente.

123

MMP-2

Figura 54.- Análisis mediante zimograma de la actividad gelatinolítica asociada a la membrana celular
de células creciendo br viti-o.

La fraccióndemembranade (1) célulasBCS-TC2, (2) célulasBCS-TC2.l y (3) célulasBCS-TC2.2
se obtienepor extraccióncon Triton X-1 14 como se indica en Materialesy Métodos.Igual cantidadde
proteínade cadamuestrase someteaelectroforesisen gelesde poliacrilamidaal 10% en presenciade5135,
conteniendogelatinaal 0,1% (plv). El resultadosemuestracomoel negativodel gelatinograma.

La matrilisina,metaloproteinasaesespecíficade célulasepiteliales(Wilson et al.,

1995), tambiéninduce específicamentela activación de las pro-MMPs (Crabbecf al.,

1994). SumRNA sedetectaen el 75% de los cánceresde colonhumano(MeDonnelíetal.,

1991),y esexpresadopor las propias célulastransformadas(Pykect al., 1993), lo que

sugiereque puedeparticiparen la invasiónde las célulasde cáncerde colon. La expresión

de sumRNA se correlacionacon laprogresiónde tumorescolorrectalesy puedeparticipar

en el desarrollode metastasisen el hígado(Ishikawacf al., 1996). Por ello, seprocedió

aestudiarla expresióndel mRNA de estametaloproteinasaen las treslíneasestudiadas.El

análisispor Northern Blot (Figura 55A) indica que las célulasparentalesno expresanel

mRNA dematrilisina,mientrasque silo hacenlas líneastumorigénicasBCS-TC2.1 y BCS-

TC2.2, siendo estaúltima la que presentala mayor expresión.Aunque no se puede

descartarel hechode que el mRNA sintetizadono seatraducidoa proteína,en estudios

previosen tejidoshumanossehavisto unacorrelaciónentrela expresióndel mRNA y la
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proteínamatrilisina (McDonnellet al., 1991; Powel et al., 1993; Rodgerset al., 1993).

Así, sepuedesuponerque la relaciónque existeen los nivelesde mRNA sintetizadosse

mantendráen la proteína secretada.Este hecho se ha verificado evaluando,mediante

transferenciaelectroforéticae inmunodetección,los nivelesdematrilisina presentesen e]

medio condicionadopor las células(Figura55B)

A B
1 2 3 1 2 3

3-ACTINA

MMP-7 (1,47 kb) e — 29 kDa

Figura 55.- Expresión de matrilisina (MMP-7) en células BCS-TC2 y en las sublineas celulares.
(A) Expresióndel niRNA de MMP-7 medianteNorthern Blot. 7pg de mRNA de las muestras

obtenidasdecultivossubconfluentesdelasdiferenteslíneas1(1) BCS-TC2,(2)BCS-TC2.1 y (3) BCS-TC2.2]
se sometierona análisismedianteNorthern fi/of como seindica en Materialesy Métodos. Como control se
utilizó la hibridacióncon 13-actina.(fl) Expresiónde MMP-7 medianteWesternBlot. 20 gg de proteínade
losmedioscondicionadospor las célulasseanalizanmedianteelectroforesisen gelesdepoliacrilamida(15%)

enpresenciade SOS,setransfierena membranasde nitrocelulosay sesometena inmunodeteccióncomose
indica en Materialesy Métodos.El anticuerpoantimatrilisinase empleaa una dilución 1:1000y el anti-IgG
de conejomarcadocon peroxidasaa 1:3000. El reveladoselleva a cabopor ECL.

La expresiónde la matrilisina en el sistemade estudio, se correlacionancon el

potencial tumorigénico de las células (Figura 55). La matrilisina, incluso a bajas

concentraciones,influye altamenteen el potencialinvasivo de las célulasque la expresan

(Witty et al., 1994; Yamamotoet al., 1995) debidoprincipalmenteal amplio rangode

sustratosque degrada(inclusoentactina)(Sireset al., 1993)ademásde su capacidadpara

activar a la uroquinasa.La expresiónde matrilisina en las célulasde adenocarcinomade

colon 5W480incrementasu capacidadtumorigénica,sugiriéndoseque estaenzimapuede

estarimplicadaen el crecimientoy la proliferacióncelular(Witty etal., 1994).Puestoque

las célulasBCS-TC2 no expresanmatrilisina, o la expresanen pequeñascantidadescomo

parapoder serdetectada,esprobableque la interaccióncon matrigel origine la selección

de célulasqueexpresenla enzima,lo querepresentaríaunaventajaparasu crecimientoy

protiferaciónfrenteal restode las células.

*

e
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Laparticipaciónde las proteinasasen el desarrolloinicial de un tumorno seconoce.

Sin embargo.una hipótesisproponela selecciónde clonesde célulasepitelialesque no

sufrenapoptosisen respuestaa la proteolisis de su laminabasal, como ocurre con las

célulasnormales(Boudreaucf al., 1995).Un segundomodelosugierequela proteolisisde

componentesdc la ECM generafragmentosproteicosque son capacesde incrementarla

viabilidad de las célulastumorales(Montgomerycf al., 1994).

Por lo tanto, la selección de una subpoblaciónde células BCS-TC2 por la

interacciónde las célulasconel matrigel,conun diferentepatrónde integrinasy con mayor

potencial tumorigénicopuede tambiénasociarsecon la inducción de mecanismosque

promuevenlasíntesisde metaloproteinasas.Estosmecanismospodríanseriniciadosporlas

integrinas,puestoque ellassoncapacesde modularlosnivelesde MMPs, lo quefacilitaría

el procesotumorigénico(Huhtalacfal., 1995; Tremblecf al., 1995; Chintalacfal., 1996).

3.5.7. ESTUDIOS RELATIVOS AL GEN p53

Uno de los cambiosgenéticosmásfrecuenteen los procesostumoralesqueafectan

al colon son las mutacionesen el genpi3. Con objeto deverificar si la diferenciaen la

capacidadtumorigénicase refleja en alteracionesen el genpS3seprocedióa determinar

la presenciademutacionesen la líneaparentaly si seproducendiferenciasen las sublineas

BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2.La secuenciacióndel genpi3 en diversossistemasha puesto

de manifiestola existenciade cinco dominiosaltamenteconservados,cuatrode los cuales

seencuentranen los exones5 al 8. Por estemotivo, la mayorpartede los análisisse han

limitado a esosexones,ya que la existenciade mutacionesfuerade los mismoses poco

frecuente. El análisis del exón 8 del gen pS3 medianteestudios de polimorfismo

conformacionaldecadenasencilla(SSCP)y secuenciaciónponedemanifiestola existencia

de una mutaciónen dicho exón, en las tres lineascelularesobjeto de estudio(Figura 56),

afectandoestamutacióna uno de los alelos. La secuenciacióndel exón 8 de estegen ha

permitidodetectarun cambio CGG (Arg) a TGG (Trp) en el codon 282, respectode la

secuenciacontrol(Figura56C). Los resultadosobtenidosparaestascélulasestándeacuerdo

con los datosdescritosen la bibliografiaque indicanque el 79% de las mutacionesen el

genpi3 encáncerde colon sonsustitucionesde las basesG:C porA:T, estandopresentes

la mayoríaen dinucleátidosCpG. Esto conducea la sustituciónde aminoácidosen cuatro

regionesde la proteínaconservadasentrediferentesespecies(residuos117-142,171-181,

234-258 y 270-286). Dado que se obtiene la misma mutación en las células no

tumorigénicasque en las sublíneas,la mutación en estegen no es responsablede la

inducciónde la capacidadtumorigénicaen estascélulas.Sehadescritoquelas mutaciones

en el gen pi3 puedenocurrir duranteel establecimientode célulasen cultivo. De esta
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manera, durante la propagación in viti-o de las células, el gen p53 podría adquirir

mutacionesno presentesen la línea celular parental. En estas lineas, la mutación

probablementeno esel resultadodelcultivo continuadode las células,sinoque debíaexistir

en el tumor original del que seobtuvieronlas células.

A

Y4 *

1. Sangre normal
2. Células RCS-TC2
3. Células BCS-TC2.1
4. Células BCS-TC2.2
5. Sangre paciente con

cáncer múltiple
6. Células de linfoma

c
A C G T A C

*

U
Figura 56.- Análisis de mutaciones en el gen p53

(A) Análisisporestudiosde polimorfismo conformacionaldecadenasencilla(SSCP)demutaciones
en el genp.53 de (1) las célulasparentales,(2) célulasBCS-TC2.l y (3) célulasBCS-TC2.2 respectode

célulascontrol (1, 5 y 6). (B) Secuenciadel exón8 del genpi? delas célulasBCS-TC2.1. La flecha indica
la sustitución de C por T. La misma sustituciónse detectaen las célulasBCS-TC2 y 13C5-TC2.2. (C)
Secuenciadel exón 8 del genp53 no mutado.

La pérdidade la función de la proteínapS¿3 por mutaciónen el gen o por otras

causas,daríalugar a unaalteraciónde la reparacióndel DNA y, en consecuencia,a una

mutagénesisincrementadadespuésde la entradaen la fase5. No todaslas mutacionesson

funcionalmenteequivalentes.Las que ocurrenen dominiosconservadosen la evolución

B
G T
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muestranun peor pronóstico que las que ocurren fuera de estosdominios. Además, la

diseminaciónlinfáticay lametástasisenórganosdistantestambiénseasociaconmutaciones

dentrode estasregiones.En particular,las mutacionesen el codon175 sonparticularmente

agresivas(Goh cf al., 1995).

3.5.8. INESTABILIDAD GENÉTICA

Una característicacomún de las células malignases la presenciade un genoma

inestable.Estainestabilidadorigina una seriede mutacionesque contribuyena evitar los

mecanismosde control del crecimientonormaly a la adquisiciónde un fenotipomaligno.

Por estemotivo, se planteó estudiarsi la expresión del fenotipo tumorigénico en las

sublineascelularesBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2seencontrabaasociadocon la inestabilidad

genéticaen microsatélites,alteraciónque seproduceen ciertostipos de adenocarcinomas

de colon.

Inestabilidad de microsatélitesen la línea celular parental y en las sublineas

Paradeterminarposiblesdiferenciasentrelas célulasparentalesy las sublíneas,se

analizaronlas posiblesalteracionesgenéticasen secuenciasde microsatéliteslocalizadasen

diferentescromosomas.Paraello seutilizaronmarcadoresde repeticionesde dinucleátidos

(CA)~ y de trinucleótidos(CAG)~, y una regiónVNTR rica en secuenciasAlT.

La inestabilidadgenéticaen microsatélitesoriginauna alteraciónen el númerode

repeticionesde la secuenciade microsatélitesbásica.Esto setraduceen un cambio en el

tamañode los alelosque seidentificaporuna diferentemovilidadelectroforéticaen geles

de poliacrilamida.Como seobservaenla figura57, las dossublíneaspresentanun diferente

patrónde bandasal analizarlos marcadoresde dinucleotidos(CA)~, cuandosecomparan

con la líneaparentalBCS-TC2. Se observaunamenormovilidadde las bandascuandose

analizanlos marcadoresRHO y D6S105, lo que indica la presenciade alelosde mayor

tamañoque en las célulasparentales.Por el contrario, en las localizacionesDMD44,

DMD45 y D45127 se observanalelos de menortamaño(Figura 57). En algunoscasos,

(marcadoresDMD44 y DMD45) las dossublíneastumorigénciaspresentanun patrónde

bandassimilar quedifiere del obtenidoparalas célulasBCS-TC2.Sin embargo,cuandose

estudiael marcadorD4S127 seapreciandiferenciasentre las tres líneas(Figura57). Las

alteracionesen marcadoreslocalizadosen el cromosoma2 son frecuentesen cáncer

colorrectal familiar, y tambiénen cáncerescolorrectalesesporádicos,aunquecon una

menor incidencia. Se sugiere que mutacionesen un gen, relacionadocon el marcador

D25123 podríaconferir alta susceptibilidadal cáncercolorrectal(Aaltonenet al., 1993).

Porello seanalizóla inestabilidadgenéticade las sublíneasusandolos marcadoresD25123
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(amboslocalizadosen el cromosoma2). Sólo se detectandiferenciasen la

de los alelosen el casodel marcadorD25123cuandosecomparanlas células

con ambassublíneas,no existiendodiferenciasentre las últimas(Figura 58).
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Figura 57.- Análisis de la inestabilidad genética de microsatélites en las células parentales y en las

sublineas.
El DNA genómicodelas diferenteslineascelulares[(1) célulasBCS-TC2, (2) célulasBCS-TC2.1,

(3) célulasBCS-TC2.2~asaje2-4)y (4) célulasBCS-TC2.2(pasaje19)] sesometeaamplificaciónpor PCR

usando los marcadoresde repeticiónindicados en la figura. Los productosde amplificaciónpor PCR se
analizanpor electroforesisen gelesde poliacrilamidaal 6-9% de acuerdoal tamañodel fragmento.Estos
resultadosfueronconfirmadosal menosen 3 amplificacionespor PCR distintas.

Normalmentemuchasde las alteracionesen microsatélitessuelensersilenciosas,

pero algunaspuedenoriginar alteracionesen las proteínascodificadaspor los genes;las

repeticionesde trinucleotidos, por ejemplo, se encuentranfrecuentementeen regiones

y D2S119

movilidad
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codificadoras(Caskey cf al., 1992; Yoshitaka cf al., 1996). Para determinar si las

alteracionesobservadasen las sublineasestánrelacionadas únicamente con repeticiones en

dinucleotidos,se estudió el marcador HD, una repetición de tipo trinucleotido (CAG)11. En

estecaso, el patrón de bandas observado para la línea parental y para las células BCS-

TC2. 1 essimilar, aunqueexistendiferenciasen la intensidadde las bandas.Sin embargo,

en las células BCS-TC2.2 se observa la pérdida de un alelo (Figura 57). Estasalteraciones

en repeticionesde trinucleotidosse handescritoen tumoresde cáncercolorrectalfamiliar

(Aaltonen et al., 1993) y en líneas celulares de cáncer de colon humanas (Shibata et al.,

1994). También se llevaron a cabo estudios con el marcador VNTR (D4595). rico en

secuenciasA/T. Como se puedeobservaren la figura 57, las célulasBCS-TC2 y la

sublíneaBCS-TC2.1 tambiénpresentanen estecaso unpatrónde bandassimilar (aunque

existediferenciaen la intensidad),mientrasque en las célulasBCS-TC2.2se observala

desapariciónde un alelo. Por tanto, es posible que las alteracionesen repeticionesde

dinucleotidosy de trinucleotidosesténreguladasporel mismomecanismosin que infiuya

el tamaño de la unidado la secuenciaque serepite.

Los resultadosindican que las célulasBCS-TC2.1 muestrandiferenciasen varias

secuencias de microsatélitescon respectoa la líneaparental,lo que indica la existenciade

inestabilidad genética. Como ocurre en otros casos (Thibodeau cf al., 1993), las

alteracionessonbastantevariables,teniendolugardesdecambiosen dosparesdebasesa

cambios mayores en la longitud. Esto se traduceen un diferentedesplazamientodebandas

como resultadode alelosde mayoro menortamaño,e incluso la desapariciónde alelos.La

inestabilidad genética se mantiene a través de pasajes in vivo e iii vitro, como se observa

cuando se comprueba la inestabilidadgenéticaen la sublineaBCS-TC2.2.Las diferencias

observadas entre las dos sublíneasse podria justificar considerandoque, durante la

propagación iii vivo, el número de replicaciones de las células tumorales es más elevado,

por lo que es probableque tenganlugar erroresen la replicación.Kobayashicf al. han

estudiado el mantenimiento de las características genéticasde melanomashumanosen

estadio temprano, durante su pasajein vivo en presencia de matriKel. Utilizandounasonda

de DNAhumana específica para la secuenciade satélitesa en el cromosoma17, han

comprobado que algunas de las variantestumorigénicasmuestranun patrón de bandas

similar, pero no idéntico, al de la línea celular parental.Estosautoressugierenquedurante

los pasajes iii vivo tienenlugar alteracionesen el DNA (Kobayashicf al., 1994>.

Los estudios realizados de inestabilidad genética con líneascelularesestablecidas

son, hasta la fecha, escasos. Varias líneas celularesdecáncerdecolon (DLD-l, HCT1S,

LoVo, LS174-T,LSISO y fÁCIl 16) muestran una frecuencia de mutaciónunasmil veces

superiorque las célulasnormaleso las célulastumoralessin fenotipomutador(Shibatacf

al., 1994). Al contrario, fibroblastos y otras líneascelularesde tumorde colon (5W480y
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5W620) no presentan inestabilidad genética. Estos estudios proponen que la inestabilidad

es un hecho inicial en la oncogénesis y que puede persistir después de la transformación

maligna (Shibata ef al., 1994).

Inestabilidad de ¡nicrosatélites durante la propagación frs vitro

Es posible que la inestabilidad de microsatélites surja durante el cultivo de las

células y que no sea el resultado directo de la coinyección de las células con matrigel. Por

ello, se estudió la inestabilidad genética de las sublíneas durante su propagación in vitro.

Como se observa en la figura 58, una vez estabilizado el cultivo, no se produce

desplazamientode bandasa lo largo de los sucesivospasajesde tripsinización,en ninguna

de las sublineaspara los 5 marcadoresestudiados.Únicamentese observan ligeras

modificacionesdurantelos estadiosinicialesdel establecimientode las líneascelulares.Por

tanto,aunqueel pasajein vivo induceinestabilidadgenética,las sublíneastumorigénicasno

la muestran durante su propagación in vitro. La fidelidad de replicación de los

microsatélitespor las célulasprogenitorasdel colon puedesermantenidaen condiciones

normalespor al menos 10.000replicaciones.Pesea ello, la incidenciade las mutaciones

pued&estarlinealmenterelacionadaconel númerode replicacionesde las célulastumorales

(Ionov cf al., 1993).

Hay que considerar que los nuevosalelosobservadosen las sublineastumorigénicas

podrían ser simplemente el reflejo de una inestabilidadinherenteen la líneaparental.Para

comprobar este aspecto, se realizó un análisis comparativo de las células BCS-TC2

establecidasy mantenidasen cultivo durantevariosaños,con respectoacélulasprocedentes

de los pasajes5 a 8, 30, 60 y 80. Los resultadosserecogenen la figura 59.

Como sepuedeapreciar,el análisisde 7 marcadoresdiferentesindica que no se

producendiferenciasen el tamañode los alelosa lo largo del cultivo continuado,incluso

cuandose utilizan marcadorescon los que seapreciandiferenciasentrela líneaparentaly

las sublíneasobtenidasin vivo. Sólo con algúnmarcador(DMD45 y D2S123) se pueden

apreciarligerasdiferenciasentrelos alelos. Sin embargo,a partir del establecimientode

las células en cultivo (aproximadamenteel pasaje 30 de tripsinización) la posible

inestabilidaddesaparece.Portanto, estosexperimentossugierenqueno existeinestabilidad

genética durante el cultivo in vifro de las células BCS-TC2. Este resultado se podría

explicarconsiderandodiferentesposibilidades.Es probableque las célulasparentalesno

presenteninestabilidadgenéticaen secuenciasde microsatélites,comoseha indicadoque

ocurreen otras líneascelularesde carcinomade colon, como5W480 o SW620(Shibatacf

al., 1994).Otraposibilidadpuedeserque lavelocidadde mutaciónde las célulasBCS-TC2

sea extremadamente baja, aunque no parecemuyprobable,puestoqueestascélulassehan
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Figura 58.- Inestabilidad de microsatélites durante la propagación ¡u vitro.
El DNA genómicode las células[(A) BCS-TC2, (fi) BCS-TC2.1 y (C) BCS-TC2.2], en diferente

pasaje de tripsinización, se somete a amplificaciónpor PCR utilizándoselos marcadoresindicadosen la

figura. Los productosde amplificaciónseanalizanpor electroforesisengelesdepoliacrilamidaal 6-9% de
acuerdoal tamaño del fragmento. (1) Células del pasaje20, (2) del pasaje30, (3) del pasaje 60, (4) del
pasaje 80, o (5) células obtenidas tras más de lOO pasajesde tripsinización. Los resultadosfueron
confirmadosal menos en 3 amplificacionespor PCR distintas.
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2. Células del pasaje 30
3. Células del pasaje 60
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superiores a 100

Figura 59.- Análisis de la inestabilidad genética de microsatélites en las células BCS-TC2.
El DNA genómico correspondientea células BCS-TC2 obtenidasen diferentespasajes de

tripsinizaciónse sometea amplificaciónpor PCR. Se utilizan los marcadoresindicadosen la figura. Los
productosde amplificación por PCR se analizanpor electroforesisen gelesde poliacrilamidaal 6-9% de
acuerdoal tamañodel fragmento. [(1) CélulasBCS-TC2delpasaje5-8, (2) del pasaje 30, (3) del pasaje 60,
(4) del pasaje80, o (5) célulasobtenidastras más de 100 pasajes de tripsinización]. Los resultadosfueron
confirmadosen, al menos, 3 amplificacionespor PCR distintas.
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cultivado de maneracontinuaduranteañosy el número de replicacionesha sido muy

elevado.Una terceraposibilidad consisteen que el fenotipo mutador, original de estas

células, haya revertido por otra mutación en los primeros estadios después de la

transformación y, así, las células obtenidasdel tumormuestranun fenotipoaparentemente

estable. En este sentido, en tumores de cáncer de colon se ha descrito una aparente

estabilizaciónde la inestabilidadde microsatélites(ShibataeM al.. 1994).

Inestabilidadgenéticaen el tejido tunioral

Para comprobar este aspecto, se analizó el comportamientode secuenciasde

microsatélitescomparandoel tejido normal(colon)y tumoral (adenocarcinomade colon)

del paciente a partir del cual se estableció en cultivo la línea celular BCS-TC2. En la figura

60 se observa un desplazamiento de bandas en el DNA del tumor respecto del DNAdel

tejido de colon control. Estas alteraciones en las movilidades electroforéticas incluyen alelos

de mayor tamaño, como ocurre para los marcadores RHOo DÓSlOS, o de menor tamaño,

como en tos marcadoresDMD4S y D25123(Figura60). Los resultadosindican,portanto,

que las células que forman el tumor presentan inestabilidad genética, puesto que se produce

alteraciónen másde dosmarcadores.Deacuerdocon otrosresultadosdescritos(Aaltonen

ef al., 1993), el tumorseríade tipo RER~ (replicationerrors), que indica la existencia de

errores durante la replicación.Estasdiferenciasen dinucleotidosentreel tejido normaly

el tumoral se ha encontrado tanto en HNPCC(Aaltonenef al., 1993; Camaet al., 1996),

como en cánceres relacionadosconHNPCCy tumoresesporádicosen otrosórganos(Han

cf al., 1993; Risinger ef al., 1993). La presencia de inestabilidad se correlaciona

inversamente con mutaciones en los genes §3 y k-ras y con tumores que presentan

metástasis en el momento de la diagnosis. Sin embargo, se correlaciona directamente con

tumores poco diferenciados y con los localizadosen el colonproximal (Thibodeauef al.,

1993; Ionov cf al., 1993; Shibata et al., 1994; Watatanief al., 1996). Coincidiendo con

estas observaciones, el tumor original del que provienenlas células BCS-TC2 es poco

diferenciado y localizadoen el colonproximal. Porel contrario, las célulasprocedentesdel

tumor presentan, al menos,unamutaciónenunasecuenciaconservadadelgenp53(Figura

56). Se ha sugerido que la inestabilidadgenéticapuededeteriorara las células, lo que

explicaria la evoluciónmenosmalignade tumoresconmúltiplesmutacionesy el relativo

buen pronóstico de tumores de HNPCC (Risingeret al., 1993; Shibata cf al., 1994). En

nuestro sistema, la inestabilidaddemicrosatélitesdetectadaen el tumorsepodríarelacionar

con la baja capacidadtumorigénicade las célulasBCS-1C2obtenidasa partir de él.

También se comparé el tejido de adenocarcinoma de colon con las célulasBCS-

TC2. Comose aprecia en la figura 60 las células BCS-TC2 muestran un diferente patrón
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de bandas que el tejido de adenocarcinomade colon. Portanto, los resultadosindicanque

las células BCS-TC2 inicialmente presentan inestabilidadgenética,pero sufrenun proceso

de adaptación, lo que origina su estabilidadin vitro (Figura 60).
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1. Tejido de colon no afectado
2. Tejido de adenocarcinoma

de colon
3. Células primarias obtenidas

del tumor

Figura 60.- Inestabilidad genética del tejido tumoral.
El DNA genómicoaisladodel tejidode colonnormal (1), de tejido deadenocarcinomadecolon (2)

y de células primarias obtenidas del tumor (3), se amplificó por PCR. Para ello se utilizaron los cebadores
propiosde losmarcadoresindicadosen la figura. Los resultadosseconfirmanen,al menos,3 amplificaciones

por PCRdistintas.
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Mutaciones en el gen MSH2

Las alteracionesen la longitud de los microsatélitesque tiene lugar durante la

carcinogénesiscolorrectalsehanasociadocon mutacionesen los genesde reparaciónde

errores hMSH2, hMLHJ, hPMSJ y hPMS2, que originan proteínasde reparación

defectuosasincapacesde corregirlos erroresen la replicación(Bronneret al., 1994; Loeb,

1994; Papadopouloset al., 1994; Peltomáki,1994; Eshíemany Markowitz, 1995).

Deentretodosestosgenessehacomprobadola implicaciónde mutacionespuntuales

en el genMSH2, localizadoen el cromosoma2p (Fisheletal., 1993),sobrela inestabilidad

genéticaobservadaen las célulasBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2.Paraello sehaanalizadouna

de las regionesconservadasdel genmedianteestudiosde polimorfismo conformacionalde

bandasencilla (SSCP) y secuenciación.Los resultadosobtenidosindican que no hay

mutacionesen la región analizada. Sin embargo, se aprecia un polimorfismo, con

sustituciónde C porT, localizada6 paresde baseshaciaarribadel exón quecomienzaen

el codon669 del cDNA (Figura 61). Estepolimorfismo seha detectadotanto en la línea

celularparentalBCS-1C2como en las dos lineastumorigénicas.

ACGT

4-

Figura 61.- Polimorfismo de MSH2 en las células BCS-TC2, BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2.
La secuenciaquecodifica paralos nucleotidos2020-2225del cDNA y las regionespróximasdel

DNA genómicoquecontienenla unión intrón/exónfueron amplificadaspor los cebadores16324 y 16340
mediantePCR. En la figura se muestrala autorradiografiade los geles de secuenciaderivadosde los
productosde PCR. Comose puedeapreciar(flecha) se observaunasustituciónde C por 1, 6 paresdebases
por encimadel exón comenzandoen el codon669.
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En algunoscasosseha detectadoestasustituciónC por T exclusivamenteen el

tejido tumoral, y no en el normal,de un mismo individuo (Fishelet al., 1993),por lo que

estosautoresconsideranel cambio como una mutacióny no como polimorfismo. Sin

embargo, Leach el al. (1993) describenesta misma alteración en algunos individuos

normales.Por ello, parecemáscorrectoconsiderarla sustitucióncomo polimorfismo no

relacionadocon la apariciónde los tumores.Recientemente,se ha descritoque en cáncer

colorrectal, sin diagnósticoHNPCC, no no hay mutaciónen el gen MSH2 en la línea

germinal (Brassettel al., 1996). Puesto que no se han secuenciadotodas las regiones

conservadas,esteresultadono permite ni afirmarni excluir que el genMSH2, u otro gen

relacionadocon los mecanismosde replicación/reparación,puedaserel responsablede la

inestabilidadgenéticaobservada.

Parapoderexplicarla relaciónexistenteentrela tumorigenicidady la adquisición

o manifestaciónde inestabilidadgenéticaen las sublíneas,sepuedenpostulardoshipótesis.

En primerlugar, esposibleque las mutacionesse originendebidoa unavelocidadelevada

de crecimientoin vivo en presenciade matrigel, como se ha propuestopara célulasde

melanomacon bajacapacidadde metástasis(Kobayaskiet al., 1994). Sin embargo,esta

hipótesis implica la existenciade inestabilidadgenéticaen la línea parental, lo que no

ocurreduranteel cultivo continuadode las célulasBCS-TC2.

En segundolugar, el crecimientoin vivo en presenciade matrigelpodríaseleccionar

o inducir una subpoblaciónde células con inestabilidadgenética.La selecciónde una

subpoblacióncelularpareceestarde acuerdocon los resultadosobtenidoshastael momento

(cariotipo, etc.). Hay que considerarque los carcinomasde colon primario y las líneas

obtenidasde ellos,incluyendolas célulasBCS-TC2,presentangranheterogeneidad(Fidíer,

1985; Tumay ez’ al., 1990; Fidíer, 1995), conteniendosubpoblacionescelularescon

diferentesgradosde diferenciación.

Distintos agentes,como el matrigel, puedeninducir alteracionescelulares.Así,

células de próstata de rata cultivadas en matrigel, originan variantes celulares no

preexistentesdentrodela poblaciónparentalqueseoriginancomoresultadode un proceso

de diferenciación(Freedmanet al., 1994). Agentes, talescomo aminasheterocíclicas,

originan en ratastumoresde colon con inestabilidadgenética(Canzianel al., 1994). Por

otro lado, en diferenteslineascelulares,el tratamientocondrogas,origina la selecciónde

célulasresistentesque presentaninestabilidadgenética(Anthoneycf al., 1996).Deacuerdo

con estosestudiossepodríapensarque el matrigel inducela inestabilidadgenéticaen las

célulasBCS-TC2. Sin embargo,distintos resultadosapuntana que el matrigel por sí

mismo,no escapazde inducir la formaciónde tumores,a menosque la poblacióncelular

tengaunapredisposición.En estesentidosehadescritoquecélulasepitelialesnormalesde
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próstatay genéticamenteestablesno puedenser transformadaspor el matrigel in vivo

(Marengoy Chung. 1992).

Por tanto, esposibleque en el casode las células BCS-TC2 la interaccióncon el

extractodebasamentomembranosoconduzcaala seleccióndeunasubpoblacióncelularque

tengao adquierala capacidadde proliferar in vivo y que manifiestainestabilidadgenética

(López-Conejoet al.. 1996, 1997).

3.6. OBTENCIÓN DE CÉLULAS DE LOS TUMORES INDUCIDOS POR

COINVECCIÓN DE CÉLULAS BCS-TC2 CON LAMININA Y CON

FIBRONECTINA Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD TUMORIGÉNICA

3.6.1. EFECTO DE LA LAMININA EN LA CAPACIDAD TUMORIGÉNICA DE

LAS CÉLULAS BCS-TC2.

La coinyección subcutáneade las células BCS-TC2 con laminina induce la

formación de tumores en ratones atimicos. Como se comprobó por estudios

mnniunohistoquimicosde los tumoresseobservandos zonasbien diferenciadas.La capa

externa, más compacta,presentaun menor grado de diferenciación pero una mayor

actividadproliferativa respectode la zonainterna. Por ello, seplanteó la obtenciónde las

células de ambaszonas,para procedera su comparacióny establecerasí las posibles

diferenciasexistentesentreellas.

Laobtenciónde las célulasserealizócomo sehadescritoanteriormente.Enambos

casos,tras4-5 días se observala apariciónde célulascon morfologíaredondeadaa partir

de los explantesdel tumor (Figura 62). Transcurridos5 o 7 días, las células se han

extendidoy comienzana formarmonocapas.En los cultivos de las célulasprocedentesde

la zonaexternadel tumorseobservanfibroblastos,quevandesapareciendodel cultivo con

el tiempo (Figura62 A,B,C). Sin embargo,no se aprecianfibroblastosen el cultivo de las

células procedentesde la zona interna. Cuandolas célulashan alcanzadouna densidad

celular adecuada,se lleva a cabo una ligera tripsinización, y las células levantadasse

siembranen nuevosfrascos.La aparienciamorfológicade las célulasprovenientesde la

zonaexternao interna del tumor (BCS-TC2.LNey BCS-TC2.LNi, respectivamente)es

bastantediferente. Por microscopiaóptica se aprecia que las células BCS-TC2.LNe,

presentanuna morfologíaredondeadacon un bajo gradode extensión,mientrasque las

célulasBCS-TC2.LNi presentanformabipolar muy extendida.Ambaslíneascelularesse

mantienenen cultivo encondicionesestándar,procediendoa su subcultivocuandoalcanzan

la confluencia. Cuando se observa que las células mantienen las características

morfológicas,con los pasesde tripsinización, seconsideraque el cultivo esestabley se
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procedeasucaracterización.Enapartadosposterioresserecogenalgunosde los parámetros

característicosvaloradosparaambassublineas.

Se comprobósi estascélulaseran capacesde desarrollartumoresen ausenciade

laminina. Paraello, se llevaron a caboexperimentosde tumorigenicidadin vivo, cuyos

resultados,recogidosen la figura 63, indican que ambassublíneaspresentancapacidad

tumorigénicaintrínseca,siendola incidenciade formaciónde tumoresdel 100% en ambos

casos.
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Línea celular Latencia

(semanas)

Incidencia

(2 semanas)

Incidencia

(7 semanas)

Tamañotumor

(cm)a

BCS-TC2.LNe 1 8(8) 8(8) 2,47±0.47

BCS-TC2.LNi 1 4(8) 8(8) 1,78±0,84

Figura 63.- Tumorigenicidad de las célulasBCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi.
En la partesuperiorde la figura se representala variacióncon el tiempodel tamañode los tumores

originadospor célulasBCS-TC2.LNey BCS-TC2.LNi. El tamañodel tumor, la incidencia,y el periodode
latenciase determinóa diferentestiemposdespuésde la inyecciónsubcutáneade lx 106 célulasen ratones
atimicos. En la parte inferior se recogeel periodo de latencia expresadoen semanasy la incidenciade
formación de los tumoresa las 2 y 7 semanas,respectivamente.(~) Se indica el tamañode los tumores8

semanasdespuésdela inyección.Los datosrepresentanlosvaloresmediosdedosexperimentos,encadauno
de los cualesse utilizan 4 ratones.
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La fase de latencia del tumor es similar en las dos sublíneas,aunqueexisten

diferenciasencuantoa sucapacidadproliferativa.Así, lascélulasBCS-TC2.LNepresentan

una mayor capacidadtumorigénicapuestoque a las dos semanasde la inoculación la

incidenciade formaciónde tumoresesdel 100%,mientrasqueen lascélulasBCS-TC2.LNi

estaincidenciano sealcanzahastadespuésde 7 semanas.Además,los tumoresoriginados

por las célulasBCS-TC2.LNeson de mayor tamañoque los originadospor la línea BCS-

TC2.LNi (Figura 63). Esteresultadosecorrelacionacon la mayoractividadproliferativa

observadaen la capaexterna de los tumores,zona de la que procedenlas célulasBCS-

TC2.LNe.

3.6.2. EFECTO DE LA FIBRONECTINA EN LA CAPACIDAD TUMORIGÉNICA

DE LAS CELULAS BCS-TC2

Dadoque las células BCS-TC2 son capacesde interaccionarcon fibronectina,e

influir en procesoscomo la adhesióny la proliferacióncelular,seplanteóestudiarel efecto

de dichaproteínasobrelacapacidadtumorigénicade estascélulas.Paraello secoinyectan

subcutáneamentecélulasBCS-TC2con fibronectinaen ratonesatímicos.Los resultadosde

dichosexperimentosserecogenen la figura 64.
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Figura 64.- Efecto de la fibronectina sobre la capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2.
El efecto de la fibronectinase estudiacoinyectandosubcutáneamenteen ratonesatimicos 1 x106

célulasBCS-TC2 en presenciade 125 sg de fibronectina.El tamaño de los tumoresse mide a distintos
tiempos.Los experimentosse realizarondosveces,utilizando encadauno de ellos unamediade4 ratones.
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Estosdatosindican quela fíbronectinaescapazde inducir la formaciónde rumores

por las célulasBCS-TC2. La fasede latenciaesde 6 semanas,tiempo en el cual se han

desarrolladotumoresen 6 dc los 8 ratonesinyectados.Esteperiodode latenciaessuperior

al tiemporequeridoparadetectartumorescuandolas célulassecoinyectancon lamininao

matrigel.Sin embargo,el tamañode los tumoresdesarrolladospor la inducciónde laminina

y fibronectinaa las 8 semanasson similares. Despuésde 14 semanas,la incidencia de

formaciónde tumoresen presenciade fibronectinaes del 100%.

Como seha comentadoanteriormente,la interacciónde las célulasBCS-TC2 con

fibronectinatienelugarprincipalmentea travésde la integrinaa5~1.La interacciónde este

receptor con su ligando transmite la señal al interior de la célula, dando lugar a la

regulación de la adhesióny migración celular, al ensamblajede la matriz y a la

organizacióndel citoesqueleto(Akiyamaet al., 1989; Ruoslahti, 1994).En general,seha

postuladoque un incrementoen la expresiónde ct5j31 setraduceenuna menorcapacidad

tumorigénicade las células(Giancottiy Ruoslahti, 1990; Schreinerel al., 1991; Stallmach

et al., 1994),así como que la incubacióncon fibronectinarevierteel fenotipomaligno de

ciertos tipos de células. Sin embargo,en otras casos,la adhesiónde células epiteliales

inmortalizadassobrefibronectinasecorrelacionacon tumorigenicidad,ya que sólo células

epitelialesbronquialescultivadassobrefibronectina,pero no sobrelaminina, colágenode

tipo IV o plástico,formantumoresen ratonesatímicos(Schiller y Bittner, 1995).Además,

en estoscasosla función clave de estaintegrinaen el procesotumorigénicose ha puesto

de manifiesto al comprobarseque la tumorigenicidadse inhibe por anticuerposanti-

integrinasa5 y f3~ (Schiller y Bittner, 1995).

La interacciónde a5~1con fibronectinapuedeinducir laproliferaciónen célulasde

carcinoma de colon, mientras que la expresión de a5~1 en ausenciade adhesióna

fibronectinadisminuyelaproliferación(Varnerez’ al., 1995).Probablementela interacción

de las célulasBCS-TC2 con la fibronectinacoinyectada,a travésde la integrinaa5~1,

origine un incremento en la actividad proliferativa de las células que favorece su

crecimientoin vivo. Hay que considerarque los experimentosrealizadosin vifro indican

quela fibronectinaescapazde incrementarla capacidadproliferativade las célulasBCS-

TC2 (TablaVII; Figura20). Por tanto, la interacciónde célulasBCS-TC2confibronectina

a travésdel receptora5~1 favoreceráprobablementela proliferacióncelular.

De los tumoresobtenidospor coinyecciónde la líneaparentalcon fibronectinase

aislaroncélulas y se establecieronen cultivo. Las nuevascélulas,denominadasBCS-

TC2.FN, se inyectaron subcutáneamenteen ausenciade fibronectina,con objeto de

determinarsu capacidadtumorigénica.Estascélulassoncapacesde proliferar in vivo y se

desarrollantumorescon unaincidenciadel 100%(Figura65). Estacapacidadtumorigénica

intrínsecasemantienetanto trasmúltiplespasesiii vitro comotrasun segundopasein vivo
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en ratonesatímicos.Así, las célulasBCS-TC2.FN2,procedentesde tumoresdesarrollados

por las célulasBCS-TC2. FN, tambiénpresentancapacidadparaformartumoresporsí solas

(Figura65).
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BCS-TC2.FN 2 8(8) 1,72±0,60

BCS-TC2.FN2 2 8(8) 1,32±0,50

BCS-TC2±FN 6 6(8) 0,73±0,26

Figura 65.- Tumorigenicidad de las células RCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2.
En la parte superiorde la figura se representael crecimiento ¡ti vivo de las célulasparentales

coinyectadascon l2Spgde fibronectina, y de las sublineasBCS-TC2.FNy BCS-TC2.FN2,despuésde la

inyecciónsubcutáneade 1x106 células en ratonesatimicos. En la parte inferior se recogeel periodo de
latencia,asi como la incidenciay el tamañode los tumores8 semanasdespuésde la inyección.Los datos

representanlos valoresmediosde dosexperimentos,en cadauno de los cualesse utilizan 4 ratones.

La laminina, la fibronectinay los colágenosmodifican in viti-o, el comportamiento

de las célulasBCS-TC2 de una manerasimilar. Sin embargo,su repercusiónin vivo es

diferente,ya queningunode los colágenosensayados(colágenosde tipo 1, IV y V) inducen
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el crecimientotumoral.Estecomportamientosepodríajustificar teniendoen cuentaque en
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la interacción de las células BCS-TC2 con las proteínasestudiadasparticipandiferentes

tipos de receptoresque, una vez que interaccionancon el ligando adecuado,pueden

desencadenarla transmisiónde la señalal interior celularoriginandodistintas respuestas

celulares.Además,se ha sugeridoque la progresióntumoral in vivo dependede que se

induzcaun incrementoen la proliferacióncelular así como de la supervivenciade células

aberrantesque resultande la supresiónde la apoptosis(Fisher,1994). Es probableque la

interacciónde las células BCS-TC2 con laminina o fibronectina,por interaccióncon a431

y c~43 respectivamente,induzca la supresión de la apoptosis, lo que favoreceríael
desarrollotumoral. En estesentido se ha postuladoque la expresiónde a~ suprimela

apoptosis(Zhanget al., 1995; O’Brien eit al., 1996).Porotro lado, la interacciónde a6~4

con laminina-5 parece desencadenaruna señal esencial para la supervivenciacelular

(Dowling et al., 1996).

3.6.3. CARACTERIZACIÓN DE LAS SUBLÍNEAS BCS-TC2.LNe,

BCS-TC2.LNi, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2

Para caracterizarlas nuevassublíneastumorigénicasestablecidas,se analizó el

cariotipo, el gradode diferenciacióny la expresiónde integrinasy de metaloproteinasas.

Los resultadosquedanrecogidosen la tabla XIV.

Cariotipo

El estudiode los cariotiposindicaque, en todaslas sublíneas.semantienenlos dos

marcadorescromosómicosdetectadosen las células parentales, los derivados del

cromosoma15 y del 16, junto con unaalteraciónen el cromosoma9 que no seencuentra

en la línea parental.Estemismo resultadose obtuvo paralas líneasBCS-TC2.1 y BCS-

TC2.2 caracterizadascon anterioridad.Estos resultadossugierenque todas las sublíneas

establecidasprovienendeunasubpoblación,presenteen el cultivo heterogéneooriginal,que

presentaestanuevaalteracióngenética.Dicha alteraciónpodríaserla responsablede la

capacidadtumorigénicadetectadaen todasestassublíneas.Puesto que el derivadodel

cromosoma9 apareceindependientementedel factor con el que secoinyectanlas células

(matrigel, laminina o fibronectina),podríaser que, en todos los casos,seseleccionala

misma subpoblaciónpor su mayor capacidadproliferativa/tumorigénica.Para poder

determinaresteaspectoseprocedióa estudiarotrosparámetrosquepermitieranconfirmar

o descartardichaposibilidad.

Gradode diferenciación

Generalmente,unmenorgradodediferenciaciónesindicativode mayormalignidad.

Por este motivo, se realizaron estudios morfológicos de las diferentes sublíneaspor
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microscopia electrónica de transmisión,y se analizaronde los niveles de actividad de

fosfatasa alcalina. Las células epiteliales diferenciadasse encuentran polarizadas.

distinguiéndosedos zonasen la membranaplasmática. La membrana apical forma el

denominadoborde en cepillo, y se orienta hacia el lumen intestinal. La membrana

basolaterales la responsablede establecerlos contactoscélula-célulay célula-sustrato.La

existenciade estasdos regionessepuedemantenergraciasa una disposiciónespecialdel

citoesqueleto(Petersony Mooseker,1993).

La morfología se ha analizadomediantemicroscopiaelectrónicade transmisión

(Figuras 66 y 67).

Figura 66.- Microscopia electrónica de transmisión de las células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi.
Las células creciendo en condicionesestándarse preparan para visualizarsepor microscopia

electrónicacomo se indica en Métodos.CélulasBCS-TC2.LNe(A) y BCS-TC2.LNi (E) (Barra, 2.5 pm).

4.
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Las sublineasBCS-TC2.LNi, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2 presentanuna

membranapolarizada,lo queesindicativo de su naturalezadiferenciada(Figura66B y 67).

distinguiéndoselamembranaapical,quecontienecasila totalidadde lasmicrovellosidades,

y la membranabasolateral,que aparecemás lisa. Por el contrario, las célulasBCS-

TC2.LNe presentan la misma morfología que las células parentales(Figura 45), no

apreciándosepolarizaciónde la membrana(Figura 66A).
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La actividadde fosfatasaalcalinaen las célulasBCS-TC2.LNeessimilar a la de la

línea parental(Tabla XIV), sin que existaademáspolarizaciónen su membrana(Figura

66A), lo que confirma su naturalezapoco diferenciada.Porel contrario, las célulasBCS-

TC2. LNi, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2 presentanun mayorgradode diferenciaciónque

la línea parental. segúnlos datos de actividad de fosfatasaalcalina (Tabla XIV), y la

polarizaciónde sus membranas(Figura66B y 67). Las célulasBCS-TC2.1 y BCS-TC2.2

sonmenosdiferenciadasque las célulasBCS-TC2(TablaXII). Por tanto, el análisisde las

sublíneas,todas con capacidadtumorigénica pero con diferentegradode diferenciación,

indicanqueen estesistemano se puedencorrelacionarestosdosparámetros.Sin embargo.

hay que considerarque, en cualquierade los casos,las diferenciasde actividadexistentes

entre las líneas celularesson pequeñosya que las células BCS-TC2 diferenciadascon

butirato sódicopresentanuna actividadde fosfatasaalcalinade 350 mU/mg tras 9 díasde

cultivo (Navarroelal., 1997).Los resultadostambiénindicanquelas sublíneasestablecidas

provienende diferentessubpoblacionescelularesya que cadauna presentaun diferente

gradode diferenciación.Inclusolas células BCS-TC2.LNey BCS-TC2.LNi,procedentes

del mismo tumor, tienen propiedadesdiferentes.

Expresión de integrinas

En las sublíneasBCS-TC2.l y BCS-TC2.2hay diferenciasen los niveles de
integrinascon respectoa los de la línea parental.Se procedióa estudiarla expresiónde

estos receptoresen las nuevassublíneaspara comprobarsi se mantenianestasmismas

alteraciones,lo que podría sugerir una correlaciónentreellas y la adquisiciónde un

fenotipo tumorigénico.Como quedarecogidoen la tablaXIV, en todas las sublíneasse

produceun incrementoen la expresiónde las integrinas~ y a2 y una disminuciónen la

expresiónde la subunidadj34 respectode la línea parental.Sin embargo,no se producen

modificacionesen los nivelesde la integrinaa5.

Los niveles de expresiónde la integrinaa6 se incrementanen las células BCS-

TC2.FN y BCS-TC2.FN2,lo que indicaría un incremento de la integrina a6~1. Sin

embargo,en las sublíneasBCS-TC2.LNey BCS-TC2.LNiseproduceunadisminuciónen

los nivelesde estasubunidad,principalmenteen las célulasprocedentesdel interior del

tumor. Puestoque en estaslíneascelularesdisminuyenlos nivelesde f34 en mayormedida

que para las otras sublíneas,es probableque la disminución de a6 sea reflejo de la

existenciade menorcantidaddel heterodimeroaj34, aunquelos nivelesde integrinaa431

se mantengano sean superioresa los de la línea parental. En estecaso, la expresión

incrementadade la integrinaa431 estaríarelacionadacon la capacidadtumorigénicade las

células.

Por tanto, el análisisde los nivelesde expresiónde integrinasen estassublíneas
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Tabla XIV. Características de las células BCS-TC2.LNe, BCS-TC2.LNI, BCS-
TC2.FN y BCS-TC2.FN2

BCS-TC2 BCS-TC2.LNe

CARIOTIPO 46XXder(15) 46XXder(l5)

BCS-TC2.LNi BCS-TC2.EN BCS-TC2.FN2

46XXder(15) 46X1Xder(15) 46XXder(l5)
der(I6) der(l6)der(9) der(16)der(9) der(16)der(9) der(16)der(9)

DIFERENCIACION CELULAR

ALP’ 15,60 18,24 46,25 135,51 70,00

Polarizaciónb NO NO SI SI SI

INTEGRINAS0

f3
1(ALEXI/4) 100(224) 100(380) 100(339) 100(425) 100(472)

a2 (PlE6) 100(132) 100(222) 100(201) 100(173) 100(208)
~x5(B1102) 100 (28) 100 (33) 100 (34) 100 (28) 100 (39)
U6 (GoH3) 100 (64) 100 (62) 100 (41) 100 (69) 100 (97)

¶34 (3E1) 100(180) 100 (65) 100 (29) 100 (96) 100(124)
METALOPROTIEINASAS

12 34 5 1 2 345

MMP-9 — eS MMP-7

MMP-2 MMP-2
asociada a

1. BCS-TC BCS-T02 FN membrana
2. BCS-T02.LNe 5. BCS-TC2.FN2
3. BCS-TC2.LNi

El cariotipodelas célulasBCS-TC2y delas sublíneasseharealizadomediantebandeoO devariasmetafases
de las célulasen diferentespasesde tripsinización.aLaactividadde fosfatasaalcalina(ALP) se determiné
9 díasdespuésdela siembra,como seindica enMaterialesy Métodos,y se expresaen mU/mg deproteína.
El errorexperimentales inferior al 10%. bEl gradode polarizaciónse determinópor microscopiaelectrónica
de transmisión,‘Las célulasseprocesanparacitometriade flujo como se detallaen Materialesy Métodos.
Las diluciones del primeranticuerpoutilizado son 1:100paraALEXI/4, P1E6 y B11G2, 1:50paraGoI-13 y
1:1000para3E1. Se indica el porcentajede célulaspositivasy, entreparéntesis,el valor de la intensidad
media de fluorescencia. dLas actividadesgelatinoliticas en el medio condicionadose detectaronpor
gelatinograma(MMP-2, MMP-9 y asociadaa membrana)o por inmunodetección(MMP-7) como se indica
en Materialesy Métodos.

186



Resultadosy Discusión 187

confirmaríaque el incrementoen la expresiónde la subunidad¶3. U, y probablementec~,.

junto con una disminución de los niveles de ¶3~, esté relacionadocon el aumentode la

capacidadtumorigénica.

Metaloproteinasas

Paraintentar estableceruna relación entre la secreciónde MMPs y la capacidad

tumorigénicase ha procedidoa la detecciónde MMPs en el medio condicionadopor las

diferenteslíneascelulares.

El gelatinogramade los medioscondicionadosde las sublíneasindica que todas

presentanactividadgelatinolíticaMMP-2 y MMP-9 (Tabla XIV). La intensidadde estas

bandases inferior en las sublineasBCS-TC2.LNey BCS-TC2.LNi que en las sublineas

BCS-TC2.FNy BCS-TC2.FN2,siendoen todos los casossuperiora la detectadaparalas

célulasparentales.Además, en todas las líneascelulares,incluida la línea parental, se

detectaactividadgelatinolíticaasociadaala membranacelular (TablaXIV), lo quesugiere

la presenciaen la superficiede las célulasde receptores/activadoresde la MMP-2.

En la tablaXIV tambiénserecogela inmunodetecciónde MMP-7 por WesternBlot

en las diferenteslíneas.Las célulasparentalesno secretanestaenzima,mientrasque silo

hacenlas líneasBCS-TC2.LNi, BCS-TC2.LNe, BCS-TC2.FNy BCS-TC2.FN2,siendo

estasdosúltimas las que expresannivelesmásaltos. Estehechoconfirmala hipótesisde

la participaciónde la matrilisina en la proliferacióncelular,ya que seha encontradouna

correlaciónentre la expresióndel antígenoKi67 y dicha metaloproteinasa(Sireset al.,

1993). Las células queprocedende la zonamásproliferativadel tumor (BCS-TC2.LNe)

expresanmayoresniveles de MMP-7 y desarrollantumores de mayor tamaño que las

célulasprocedentesde la zonamenosproliferativa.

Por tanto, las sublíneastumorigénicasaquí estudiadaspresentanunos niveles

incrementadosen la expresiónde las MMP-2, MMP-7 y MMP-9 respectode la línea

parental,coincidiendocon los resultadosanteriormenteobtenidosparalas célulasBCS-

TC2. 1 y BCS-TC2.2.Por tanto, estos resultadossugierenla existenciade una relación

directa entre la expresiónde estasmetaloproteinasasy el potencialtumorigénicode las

sublíneas.

3.7. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD METASTÁTICA DE LAS SUBLÍNEAS

CELULARES

Numerososestudiosindican una correlaciónentre la producciónde MMPs y el

potencialtumorigénicoe invasivo de las células (Stetler-Stevensonel al., 1993; Witty et

al., 1994;Kawamataeíal., 1995).Puestoque las sublíneasestablecidasexpresandiferentes
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MMPs, y ya se ha comprobadosu capacidadtumorigénica, se procedió a analizarsu

posiblecapacidadmetastática.

La producciónde metástasisen ratonesatímicosdependede numerososfactores,

entre ellos, de las propiedadesintrínsecasde las células tumorales, de la respuestadel

huésped,de la técnicaexperimentalutilizada y de la salud y el mantenimientode los

ratones(Fidíer, 1991; 1995). Hay que considerarque la metástasistiene lugar como

consecuenciade unaseriede etapassecuenciales.Cualquierfactorque afecteaunade estas

etapaspuedeinfluir enel comportamientode las célulastumoralesy en sucapacidadpara

establecermetástasis.La mayorpartede los tumoressólidos implantadossubcutáneamente

en ratonescrecenlocalmenteperomuestranun gradode invasividadmuy limitado (Fidíer,

1991).Estehecho,se asociafrecuentementecon el desarrollode unadensacápsulafibrosa

alrededordeltumor. Comoseha comentadoconanterioridaden la Memoria,dichacápsula

también se observa en todos los tumores formados tras la inyección subcutáneade las

distintas sublíneastumorigénicas,asi como en los tumoresocasionaleso inducidospor

matrigel en las células parentales.

La eleccióndel sitio de inoculaciónde las célulasesfundamentalen el desarrollo

de modelosde metástasis.El comportamientometastáticoseincrementacuandolas células

seimplantan ortotrópicamente,puestoque la expresióndel fenotipomaligno dependedel

sitio de crecimientoe implica interaccionesespecíficascon la matriz de tejido conectivo

local (Fidíer, 1995).Frecuentementelas células seinyectandirectamenteen el hígado,el

ciegoo la venaporta. Sin embargo,estosmétodosllevan consigoefectoslaterales,tales

como desarrollo de adhesionesperihepáticas,siembra de células en el peritoneo,

obstrucciónintestinal, trombosisen la venaportao desangramiento(Brand el al., 1996).

Paracomprobarla capacidadmetastáticade las diferenteslíneascelularesseha

seleccionadola inyección de las células en el bazo de ratonesatímicos, ya que se ha

descrito este sitio de inoculacióncomo el más adecuadopara estudios con células de

carcinomadecolon (Giavazzia al., 1986; Morikawa a al., 1988; Fidler. 1995). La red

sinusoidaldel bazo proporcionaaccesodirecto al sistemaportal, siendoel porcentajede

célulasquesobreviven24 horasdespuésde la inoculaciónrelativamentealto (Fidíer, 1975;

Brandetal., 1996).Estemodelode metástasis“espontánea”reproducefielmenteel proceso

metastático,ya quepermiteestudiartodos los pasosdedichoproceso,incluidaslas etapas

iniciales(angiogénesis,liberaciónde las célulasde la masatumoral e invasión de los

vasos). Los experimentosse realizan a tiempos largos dado que, en algunoscasos,se

requierentiemposmínimosde seismesesparapoderdetectarla existenciade metástasis.

Se estudió la capacidadmetastáticaintrínsecade las células parentalesy de las

sublineastumorigénicas.Los resultados,recogidosen la tablaXV, indicanque enninguno
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de los ratonesinyectadoscon célulasBCS-TC2 se detectanmetástasisincluso tras largos

períodosde tiempo despuésde la inyección(5-10 meses).Portanto, las célulasBCS-TC2

no presentancapacidadmetastática,lo que se correlacionacon el carácterno tumorigénico

de las células.

Las sublíneastumorigénicasobtenidaspor seleccióncon matrigel (BCS-TC2.1 y

BCS-TC2.2),son capacesporsi solasde originar metástasishepáticas,con una incidencia

del 20% y 66% respectivamente.Las sublíneasobtenidasporseleccióncon laminina(BCS-.

TC2.LNe y BCS-TC2.LNi) o fibronectina(BCS-TC2.FN)desarrollanfocossecundarios

en el hígadoenel 60%y 50% de los ratonesinyectados,respectivamente.Ningunade estas

sublíneasorigina la formaciónde metástasispulmonar.

Tabla XV. Capacidadmetastáticade las célulasparentalesy sublíneastumorigénicas.

Línea celular Metástasis

hepática

Metástasis

pulmonar

BCS-TC2 0(8) --- 0(8)

BCS-TC2.1 1(5) 20% 0(5)

BCS-TC2.2 4(6) 66% 0(6)

BCS-TC2.LNe/LNi 3(5) 60% 0(5)

BCS-TC2.FN 2(4) 50% 0(4)

Se inyectan5x1 06 célulasen el bazode ratonesatimicosy éstosse sacrificancuandose observanindicios de
posiblesmetástasis(3 mesespara las célulasBCS-TC2.LNe/LNi, 4 paralas BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2y 6

mesesparalas célulasBCS-TC2.FN)y sereaJizala autopsia.En la tablase indicala incidenciadeformación
de metástasis(númerode ratonescon metástasisrespectodel total) y el porcentajequerepresenta.

La metástasisrequiere interaccionesde las células tumorales con la ECM en

diferentesetapasdel procesometastático.Estasinteraccionesdependende la expresiónde

receptoresde la familia de las integrinas,ademásde otras moléculasde adhesión.Las

sublíneascelularesestablecidas,tumorigénicasy metastáticas,presentancambiosen la

expresiónde integrinasrespectode la línea parental(incrementoen la expresiónde las

subunidades¶3’, a, y U6 y disminuciónen los nivelesde ¡3d; tablasXIII y XIV). Puestoque

dichos cambiosson cualitativamentesemejantesen todas las sublíneas,éstossepodrían

correlacionarcon sucomportamientoinvasivo.
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Nivelesincrementadosde fi, sehanencontradoen célulasinvasivasy tumorigénicas.

respectode células no tumorigénicasy poco invasivas (Dedhary Saulnier, 1990). Los

nivelesde expresiónincrementadosde la subunidad~3,sugierenque esteincrementopuede

ser importante parala formación de metástasishepáticas,como seha descritoen células

de carcinomagástrico(Yasoshimaet al., 1996). Porotro lado, la expresiónincrementada

de la integrinaa43, seha demostradoque potenciala capacidadmetastáticade célulasde

rabdomiosarcomahumano(Chanel al., 1991; 1992).

Estudios in viii-o indican una correlaciónentre la invasióny la expresiónde la

integrina a6 (Dedhary Saulnier, 1990; Rabinovitz el al., 1995; Shaw el al., 1996). Su

localización en los sitios de invasión,dondepuedeinteraccionary serreguladapor lanueva

matriz disponible,justificaríaque su expresiónfavorezcael procesoinvasivo (Rabinovitz

ci al., 1995). Así, en fibroblastoshumanos,la transformaciónmalignalleva asociadaun

incremento en los niveles de la integrina a6¶3, (Lin et al., 1993). En pacientescon

carcinomade mamase ha encontradouna relación entre la expresiónde integrinas que

contienena6, la formaciónde metástasisy el tiempo de supervivencia(Friedrichsci al.,

1995). La supresiónde la expresiónde a6, o el bloqueocon anticuerposfrente a esta

integrína, inhiben la metástasispulmonar de células de carcinoma de pulmón, de

fibrosarcomay de melanoma(Ruiz el al., 1993; Danen et al., 1993; Yamamotoci al.,

1996). Se ha indicado que la integrina a6 puededesempeñaruna doble función en el

procesometastático,mediandola adhesiónde célulastumoralesal endotelioa travésde la

unión a un ligando desconocido,y a la laminina de la matrizextracelularsubendotelial

durantela extravasación(Yamaniotoel al., 1996).

De estamanera,es probableque los niveles de expresiónincrementadosde las

subunidadesa2, a6 y 3, en las célulasmetastáticasfaciliten la interacciónde éstascon los

ligandosde la matriz subendotelial(laminina y colágenode tipo IV) a travésde los

receptoresaj3, y a2fi,. La disminuciónde laexpresiónde la cadena¶34 podríarelacionarse

con la pérdidade interaccionescélula-célulay célula-matrizen las fasesiniciales de la

invasión (Chammasel al., 1991b; Bossman,1993), lo que favoreceríala formaciónde

metástasisdistantes(Daémiel al., 1995).Ladisminuciónen la expresióndeestaintegrina

tambiénsecorrelacionacon unamayormotilidad (Bretscher,1992; Falcioni el al., 1994;

Nagle eí al,, 1995). De cualquier modo, a causa de la complejidad de la cascada

metastática,la contribución de las integrinas al mecanismometastáticoes dificil de

interpretar.

Concluyendo, se han obtenido líneas celulares, derivadas de subpoblaciones

presentesen la línea parental,que difieren de estasen su capacidadmetastática,lo que

confirma la hipótesisde que no todas las célulasdel tumorprimario presentancapacidad

para formar focos secundarios. El comportamiento invasivo de estas sublíneas
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probablementeseadebidoa quepresentanuna mayoractividadgelatinolítica,un diferente

patrón de integrinas y una mayor capacidadde proliferación in vivo que las células

parentales.

3.7.1. INDUCCIÓN DE LA CAPACIDAD METASTÁTICA DE LAS CÉLULAS

BCS-TC2

Las sublíneas tuniorigénicas, seleccionadaspor su interacción con laniinina,

fibronectinao matrigelpresentancapacidadmetastáticaintrínseca.Teniendoen cuentatodos

estoshechos,seanalizósi la laminina, la fibronectinao el matrigelerancapacesde inducir

la capacidadmetastáticade las célulasBCS-TC2.

Inícialmentese estudió la capacidadmetastáticade la línea parentalBCS-TC2.

comparándolacon las célulasHT-29, en ausenciay en presenciade matrigel. Comoya se

ha comentadoanteriormente,las célulasBCS-TC2 no soncapacespor sí solasde inducir

metástasis.Sin embargo,en todos los ratonesinyectadoscon célulasHT-29 se apreciael

inicio demetástasishepáticatan sólo dosmesesdespuésde la inoculaciónde las células

(TablaXVI).

Tabla XVI. Efecto del
BCS-TC2 y

inatrigel en la capacidad metastética de las células

HT-29

Línea celular Matrigel

(mg)

Metástasis

hepática

Metástasis

pulmonar

Tiempoa

(meses)

BCS-TC2 --- 0(8) --- 0(8) --- 5-10

BCS-TC2 0,2 3(7) 43% 0(7) --- 5-10

BCS-TC2.l --- 1(5) 20% 0(5) --- 4

BCS-TC2.l 0,2 4(4) 100% 0(4) --- 2

BCS-TC2.2 --- 4(6> 66% 0(6) --- 4

BCS-TC2.2 0,2 3(3) 100% 0(3) --- 2

HT-29 --- 2(2) 100% 0(2) --- 2

HT-29 0,1 2(3) 66% 2(3) 66% 2

En la tabla se recogela incidenciadeformacióndemetástasishepáticay/o pulmonarcuandose inyectanen

el bazode ratonesatímicoscélulasBCS-TC2, BCS-TC2,l, BCS-TC2.2(5x106 por ratón)o HT-29 (5x105
por ratón) en presencia(+) o en ausencia(---) de matrigel (MG). Los ratonesse sacrifican,cuandose

observanindicios deposiblesmetástasisy se realizala autopsia.‘ Se indicael tiempomínimo requeridopara

observarla formación de metástasis.
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Por otro lado, cuando las células BCS-TC2 se coinyectan con el matrigel se

incrementaconsiderablementela capacidadmetastáticade las células. Estos resultados

indicanqueel matrigelno sólo favorecelacapacidadtumorigénicade las célulasparentales

sino también la capacidadinvasiva y metastáticade las mismas.Hastala fechasehabía

descritoque el matrigel escapazde inducir el fenotipometastáticoen líneascelularesno

metastáticasa producir metástasis(Bao et al., 1994),contrariamentea lo que ocurrecon

las célulasBCS-TC2. Además,los resultadossugierenquela capacidadmetástasicade las

células dependeno sólo de las propiedadesintrínsecasde las propias células, sino que

tambiénpuedesermoduladapor factoreslocalesmedioambientales.

La inyección de las células HT-29 en bazoen presenciade matrigel origina dos

mesesdespuésmetástasishepáticase inicio de metástasispulmonaren 2 de cada3 ratones.

En el casode las células BCS-TC2 seobservametástasisen el 40% de los ratones,pero

no seobservaenningúncasolaexistenciade metástasispulmonar.Cuandolas célulasBCS-

TC2. 1 y BCS-TC2.2secoinyectancon matrigel en el bazode los ratonesatímicos(Tabla

XVI), seproduceun incrementoen la incidenciade formaciónde metástasishepáticas,que

llegaa serdel 100%paraambaslíneas.Portanto, el matrigelescapazde incrementarde

forma muy significativa la incidencia de metástasisen aquellaslíneas celularesque ya

presentabanuna tendenciaa la formaciónde las mismas,comotambiénseha descritoen

célulasde cáncerde mama(Bao et al., 1994).

El efectode laminina y fibronectinasobrela capacidadmetastáticade las células

parentalesse recogeen la tablaXVII. El 20% de los ratonescoinyectadoscon célulasBCS-

TC2 en presenciade laminina desarrollanmetástasishepáticao pulmonar,mientrasque la

fibronectinacoinyectadacon las célulasorigina, en el 66% de los ratones,metástasis

hepática(en ningúncasometástasispulmonar).Las metástasisse detectanen amboscasos

entrelos 3 y los 10 meses.

Tabla XVII. Efecto de componentesde la ECM sobrela capacidad nietastática de

las célulasBCS-TC2

Metástasis Control Matrigel Laminina Fibronectina

Hepática 0(8) 3(7) 1(5) 2(3)

Pulmonar 0(8) 0(7) 1(5) 0(3)

Se indica la incidenciade formación de metástasis,tras inyecciónen el bazode ratonesatimicosde 5x106

célulassolas (control) o en presenciade 0,2 mg de MG, 0,1 mg de LN o 0,15 mg de FN. Los ratonesse
sacrificancuandose observanindicios de posiblesmetástasisy se realizala autopsia.
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Por tanto, la laminina. la fíbronectinay el matrigel son capacesde inducir el

fenotipo malignoen las célulasBCS-TC2. Estosresultadossugierenque la interacciónde

las célulascon cadauno de estostres factoresprobablementeorigine la selecciónde una

subpoblacióncelularcon unamayorcapacidadmetastática,independientementedel sitio de

inoculación.

Cuando las células BCS-TC2 se inoculan en el bazo en presenciade laminina,

fibronectinao matrigel, se origina la formación de tumores en este órgano. Así, los

componentesde la matriz que favorecenel crecimiento tumoral subcutáneotambién

producenel desarrollode tumoresenbazocuandoseinoculanparaestudiarsuefectosobre

la capacidadinvasivade las células.Por tanto, la inducciónde la capacidadproliferativa

de las célulaspodríainfluir en las primerasetapasde la metástasis(en el sitio primario) así

como en el crecimientode las célulasen el foco secundario.En estesentidose ha descrito

en células de carcinomagástrico que la capacidadmetastáticase relaciona con las

diferenciasexistentesen el potencialde crecimientode estascélulas(Yashiroet al., 1995;

Yasoshimaet al., 1996). Además,hay que considerarque el incrementoen la capacidad

invasiva de las células sepuededeber tambiénen partea la secreción,por partede las

poblacionescelularesseleccionadas,de metaloproteinasasde la matriz.

Los péptidosG, con secuenciasque se encuentranen el dominio globular de la

cadenaa, de la laminina-1, a travésde la integrinaa6¶3,,activanlas señalesqueprovocan

la invasión por estimulaciónde la formación de estructurasdenominadasinvadopodia

(Nakahara et al, 1996). Por otro lado, las células seleccionadaspor coinyeccióncon

lamininaprobablementeinteraccionende formamás fácil con la matriz subendotelial(que

contienelaminina).Así, sehapostuladoque la adhesiónde célulascancerosascirculantes

a la lamininapresenteen la matriz subendotelialesuna de las etapasclave en el proceso

metastático(Tarabolettiet al., 1993).La coínyeccióndel péptido IKVAV, derivadode la

cadenaa de la laminina,estimulalacolonizacióndelhígadoporcélulasde cáncerde colon,

probablementepor favorecer interaccionescélula-célulao célula-sustratoen el hígado

(Bresalieret al., 1996).

La fibronectinaestápresenteen la superficiesinusoidaldelhepatocito,rodeandolos

capilaresen el hígado.Portanto, la probableselecciónproducidapor la interacciónde las

célulasBCS-TC2 con fibronectinapodria favorecermás tarde la adhesióncelularen el

hígado.Seha encontradoque la fibronectinaasociadaa la superficiede los hepatocitoses

la responsablede la adhesión de células TA3/St, de carcinomade mama murino

(Kempernianet al., 1994).Seha indicadoquela interaccióncon la fibronectina,presente

en esta localización,puedeteneruna importanciacrucial para la metástasishepáticade

ciertostumores(Kempermaneta?., 1995).Además,hayqueconsiderarquela fíbronectina

plasmáticadel huéspedpuede interaccionarcon las células tumorales, formándoseun
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agregadoque incrementela permanencia(alojamiento)de las células en los capilaresy/o

preservarla viabilidad de la célulatumoralcontrael stressmecánico(o de otro tipo) en los

vasos.También,hay que considerarque, tanto la lamininacomo la fibronectina,junto con

trombospondinay proteoglicanos,sonlas principalesproteínasde adhesiónqueparticipan

en la captaciónde célulasen el lechovascular(Tuszynski et al., 1997).

En la mayor parte de nuestros estudiosse observa la formación de metástasis

despuésde largosperíodosde tiempo(8-10meses).Esteresultadosugierequela capacidad

invasiva de las células es considerablementeinferior a la descritapara otras células de

adenocarcinomade colon. Como ejemplo, la línea HT-29, origina metástasishepáticaen

el 100% de los ratones sólo dos mesesdespuésde la inoculación (Tabla XVI). Un

procedimientogeneral para la obtención de líneascelulares tumoralescon capacidad

metastáticaincrementadaconsisteen seleccionarlas célulasmetastáticasin vivo. Paraello,

se obtienencélulasprocedentesde los focosmetastáticosy éstasse establecenen cultivo

o biensecoinyectande nuevoparaproducirnuevasmetástasis.Deestamaneraseobtienen,

normalmente,célulasconunacapacidadmetastáticamuy superiora la quepresentala línea

parentalde la que proceden(Fidíer, 1995). Por estemotivo seplanteóla posibilidadde

establecernuevassublineascelularesa partir de los focos secundarios.

De manerageneral,en los casosen que se ha desarrolladoun foco metástaticoen

el hígado,seapreciaun númerodiscretode coloniasquesedistribuyenpor los distintos

lóbulos hepáticos,predominandoen la periferia del órgano (Figura 68A). El exámen

histológico de todaslas metástasishepáticasobtenidasmuestraunosresultadossimilares,

independientementedel tipo de célulasinyectadasen bazoo del factor coinyectadocon

éstas. En el tejido hepáticoinvadido por las células de carcinomade colon se observa

crecimientotumoral en formade nóduloscompactos(Figura68B). Sevisualizaunazona

con célulascon mayorcapacidadproliferativa y una zonamásacelular,localizadaen la

región interna de la masatumoral (Figura68C).

Para conseguircélulas que presenten,al menos a priori, la mayor capacidad

metastáticaposible,seseleccionaronlas dosmetástasishepáticasque sehabíanoriginado

en el menor periodo de tiempo desdela inyección de las células (2-3 meses).Estas

metástasishepáticascorrespondena las formadaspor células BCS-TC2 inyectadasen

presenciade fibronectina(denominadasBCS-TC2.FNH)y célulasBCS-TC2.2 coinyectadas

con matrigel (denominadasBCS-TC2.2.MGH).

En amboscasos,7 díasdespuésde la siembrade los explantesseobservala salida

de célulasa partir de éstos.Las célulassontantode naturalezaepitelialcomofibroblástica,

siendoel númerode estasúltimasmuy bajoen comparaciónal delas célulasepiteliales.Las

célulascon morfologíafibroblásticadesaparecendespuésde 15 díasen cultivo.
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Figura 68.- Formación de metástasishepáticasen ratones atimicos.
Análisis histológico de las metástasishepáticas(A.B) tras tinción de seccionesdel tumor con

eosina/hematoxilina.(h} bepatocitos:(p) zonaproliferaúvade la masatumorah <1) región interna del foco

metastático.(A. xl 00; B.x200). (C) Metástasishepáticatras la inoculaciónde célulasBCS-TC2en presencia
de fibronectinaen el bazode ratonesatímicos.Lascoloniasse localizanen la periferiadel órgano(se indican

con flechas).

Lascélulasepitelialesproliferan formandomonocapassemejantesa las formadaspor

las células BCS-TC2. Sin embargo,se puedendestacaralgunasdiferencias.Las células

BCS-TC2.FNI-I presentanun incrementoen el grado de extensión celular y una mayor

e

facilidad para ser liberadasde la superficiede cultivo duranteel procesode tripsinización.
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Estehechono seobservaen las célulasBCS-TC2.2.MGH,pero presentanuna morfología

considerablementemás bipolar que las célulasparentalesde las que proceden.

3.7.2. CARACTERIZACIóN DE CÉLULAS PROCEDENTES DE METÁSTASIS

HEPATICAS

Estudiosmorfológicos

Puestoque, mediantemicroscopiaóptica de contrastede fase, se han observado

diferenciasmorfológicasentrelas célulasparentalesy las células BCS-TC2.FNHy BCS-

TC2.2.MGH, se hanrealizadoestudiosmorfológicospormicroscopiaóptica de contraste

de fase y microscopiaelectrónicade barrido y de transmisión. Los resultadosquedan

recogidosen las figuras 69 y 70.

Por microscopiaelectrónicade barridoseobservaque las célulasBCS-TC2.FNH

presentanun diámetromedio de 14,25±1,62 .tm superiora los aproximadamente10 jim

de diámetro de la línea parental. Además, presentanuna membrana polarizada,

localizándosela totalidad de las microvellosidadesen la zonaapical,como seobservaen

la figura 69C. Las célulasBCS-TC2 diferenciadaspor tratamientocon butirato sódico se

caracterizanpor un tamaño celular incrementado,una morfología más extendiday

polarizacióncelular (Navarro et al., 1997). En este caso,por tanto, el mayorgradode

diferenciación(Figura69C) tambiénsecorrelacionacon el incrementodel tamañocelular

(Figura69A,B) y la morfologíamásextendidaque presentanlas célulasBCS-TC2.FNH.

El análisismorfológico de las célulasBCS-TC2.2.MGHindica un alto porcentaje

de célulasbipolaresy un tamañoligeramentemenor(9,56±1,02 ~m de diámetro)respecto

de las células parentalesBCS-TC2 (Figura 70A,B). Por microscopia electrónicade

transmisión(Figura70C) no sedetectapolarizacióncelular,lo quesugierequeestascélulas

presentanun bajo gradode diferenciación,al igual que las célulasparentales.

Estudios de cariotipo

Losestudiosde cariotipo indican, en primerlugar, quelas célulasobtenidasapartir

de las metástasishepáticasson de origen humano y no de ratón. En estascélulas se

mantienenlas dosalteracionespresentesen las células parentales[der(15), der(16)] y se

apreciaademáslaalteraciónen el cromosoma9, detectadoen todaslas sublíneasobtenidas

en los estudiosde tumorigenicidad.Estos resultadosconfirmanque estecambiogenético

puedaestarrelacionado,al menosen parte,con la capacidadtumorigénicay metastáticade

estascélulas.
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Figura 69.- Caracterizaciónmorfológicade las células BCS-TCZ.FNI-1
La morfología de las célulasse analiza por microscopiaelectrónicade barrido (A: barra lO im).

microscopiaópticade contrastede fase(B: x20) y microscopiaelectrónicadetransmisión(E’: barra1.7 pm).

.b

6
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Estudios de tumorigenicidad

Paracompararestasnuevassublíneascon las ya establecidas,seha procedidoa

determinarsu capacidadtumorigénica.inyectándolassubcutáneamenteen ratonesatínijeos.

Los resultadosquedanrecogidosen la figura 71.

Las célulasBCS-TC2.FNHdesarrollantumoresporsí solas,con unaincidenciadel

100%(Figura71 A). La capacidadtumorigénicade estascélulasesbastantesimilar a la que

presentanla sublíneaBCS-TC2.FNobtenidapor seleccióntras la inyecciónsubcutáneade

las célulasparentalesenpresenciade fibronectina.Por tanto, estosresultadossugierenque

la interaccióncon esta glicoproteinapermiteque las células sobrevivany proliferen tanto

en el sitio primario como en una localizaciónsecundaria,originandola metástasis.

Las célulasBCS-TC2.2.MGHmuestranunamenorcapacidadtumorigénicade las

célulasque las queproceden,como se apreciaen la figura 71B. La formación de tumores

por las célulasBCS-TC2.2.MGHtienelugar en el 60-70%de los ratones,mientrasque las

-.4
e

Figura 70.- Caracterización morfológica de las células BCS-TC2.2.MGII.
La morfologíade las célulasse analizapor microscopiaelectrónicade barrido (A; barra lO pm).

microscopiaópticade contrastedefase(B; x2O) y microscopiaelectrónicadetransmisión(E’; barra1,7 km).
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célulasBCS-TC2.2presentanunaincidenciadel 100%.Además,el tamañode los tumores

desarrolladospor lascélulasBCS-TC2.2.MGH,paraun mismotiempodesdelainoculación

de las células,es considerablementeinferior al de las célulasBCS-TC2.2.
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Figura 71.- Crecimiento in vivo de las célulasBCS-TC2.FNH y BCS-TC2.2.MGH.
La tumorigenicidadse estudiainyectandosuhcutáneamenteenratonesatímicos lxlOe célulasBCS-

TC2FNH (A) y BCS-TC2.2.MC]L1 (B). El tamañode los tumoresse mide a distintos tiemposdesdela
inoculación.La incidenciase determina8 semanasdespuésde la inyección. Como control se inyectan,en
cadacaso, las célulasde las cualesproceden(BCS-TC2 y BCS-TC2.2). Los experimentosse realizandos
veces,utilizando en cadaexperimento4 ratones,representándoselos valoresmedios.

Con el establecimientodeestasdosnuevaslíneascelularesprocedentesde metástasis

hepáticas,se ha desarrolladoun sistemamodelo muy completo, célulasno invasivasdel

sitio primario y las derivadasde ellascondiferentecapacidadtumorigénicay metastática.

Así, se disponede una basepara el estudiode los cambiosfenotípicosy genotipicos

asociadosa la adquisicióndel caráctermaligno de célulasde adenocarcinomade colony

parala identificación de potencialesbiomarcadoresde pronóstico.
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Los estudiosin vitro de interacciónde las célulasRCS-TC2con componentesde la

matriz extracelularpermitenconcluir que:

-El comportamientode las célulasBCS-TC2sealteratras suinteraccióncon la ECM

o con sus componentesindividuales (colágenosde tipo 1 y IV, laminina y

fibronectina).En presenciade estossustratosseincrementala capacidadadhesiva

de las células.Las secuencias-ROD- de la fibronectinae -IKVAV- de la laminina

medianen esteprocesode adhesión.La extensión celular se favorece por

fibronectinay colágenos,mientrasque la laminina promuevetanto la extensión

como la agregación,posiblementea travésde señalesdesencadenadaspor distintos

receptorescelulares.Todos los ligandosde la ECM estudiadosincrementanla

capacidadproliferativa y mitótica de las células.

-La interacciónde estascélulascon la ECM tiene lugar principalmentea travésde

receptoresde tipo integrina. Se hanidentificadolas integrinasa5I3~ y cx,j31 como los

principalesreceptoresparafibronectinay colágenos,respectivamente.La integrina

a431 constituyeel principal receptorpara laminina, aunqueno sepuededescartar

la participaciónde otrasproteínas,talescomo integrinas(a431 y «313!), galactosil-

lectinas,5’-nucleotidasaylaproteínade unión a lamininade 67 kDa,en laadhesión

celularmediadapor estaglicoproteina.

-La interacción con la ECM induce la formación de contactos focales y la

reorganizacióndel citoesqueletoen las células BCS-TC2. Con todos los sustratos

seobservala fosforilaciónde residuosde tirosinade unaproteínade 125 kDa, que

posiblementecorrespondaa la tirosina quinasappl25F/~ que participaríaen la

transmisiónde la señaldesdela matriz extracelularal interior celular.

Los estudiosin vivo relativosa la mod¿tlcacióndelfenotipo tumorigénico/metastáticode

las célulasRCS-TC2porsu interaccióncon la matriz extracelularhanpermitido concluir

que:

-Las célulasBCS-TC2no presentancapacidadtumorigénicaintrínseca,aunqueésta

se induceen presenciade matrigel o por componentesde la matriz tales como

fibronectinay laminina. La coinyecciónde las célulascon distintoscolágenos(tipos

1, IV y V) no induceel fenotipo tumorigénicode las células.
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A partir de los tumoresha sido posible el establecimientoy caracterizaciónde

nuevassublíneascelulares.Estosestudiossugierenquelapropagaciónin vivo de las

célulasen presenciade componentesespecíficosde la ECM conducea la selección

de subpoblacionescelulares que presentanlas dos alteracionescromosómicas

observadasen las célulasparentales[der(15), der(16)]. ademásde una alteración

adicional en el cromosoma9, manifestandotodas ellas capacidadtumorigénica

intrínseca.

Las distintassublíneascelulares,de naturalezaepitelial, presentandistinto gradode

diferenciacióncelular, sin que seobserveuna correlaciónentreéstey el fenotipo

tumorigénicode las células.

La adquisicióndel fenotipo tumorigénicose correlacionacon alteracionesen los

niveles de expresiónde integrinas.Las sublíneastumorigénicasexpresanniveles

máselevadosde las subunidades13,, a,, «3 y a6,mientrasque no se modifican los

niveles de «5 y bajan los de fY~. Estasdiferencias no se reflejan en cambios

significativosen la adhesióncelular.

En el medio condicionadopor los tumoresobtenidostras la inyecciónsubcutánea

de los distintostiposde célulassedetectala presenciatanto de la MMP-2 como la

MMP-9. Estasactividadesproteolíticaspuedensersecretadastanto por las células

del estromacomopor las célulastransformadas.Las células parentalesBCS-TC2

no expresanactividadesgelatinolíticas.ni se inducentras interacciónin vitro con

laminina y matrigel. Únicamentese detectaactividad MMP-2 asociadaa la

membrana.A diferenciade las célulasparentales,en los medioscondicionadospor

las sublíneastumorigénicassedetectanlas actividadesde MMP-2, MMP-7 y MMP-

9. Estehecho,junto conel análisisde los nivelesde expresiónde estasenzimaspor

parte de los distintos tipos de células, sugiere la implicación de éstasen la

progresiónmaligna.

El análisis de mutacionesen el gen pS3 no refleja diferenciasentre las células

parentalesy las sublíneastumorigénicas.

El tumor de donde procedenlas células BCS-TC2 es de tipo RER~. Esto se

manifiestaen la inestabilidadgenéticaobservadaen el tejido tumoral y en los

cultivos primariosde las células.Sin embargo,el establecimientoen cultivo de las

célulasproduceuna aparentereversióndel fenotipomutador.La comparaciónde

secuenciasdemicrosatélitesentrelas célulasparentalesy lassublíneastumorigénicas



Conclusiones 203

indica la reactivaciónde la inestabilidadgenéticapor la propagaciónin vivo de las

células.El matrigel puededesempeñarun papel importanteen la reaparicióndel

fenotipomutador.

Las células parentalesno presentancapacidadparainducir la formaciónde focos

secundarios.La matrizextracelularinfluye en el fenotipometastáticode las células

BCS-TC2.Así, las sublineascelulares,obtenidasporseleccióncon componentesde

la ECN4, producenmetástasishepáticas.Porotro lado, la coinyecciónde las células

en presenciade lamínina, fibronectinao matrigelconducea la formaciónde focos

secundariosen el hígadoy ocasionalmenteen el pulmón. A partir de metátasis

hepáticassehanestablecidoen cultivo dosnuevassublineascelulareslo quepermite

ampliar el sistemamodelo de estudio.
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