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ABSTRACT

SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine) is an extracellular protein

associated with tissues exhibiting high rates of cell proliferation and matrix remodelling. The

present work shows that the human melanoma cell lines llB-MEL-LES, IIB-MEL-IAN and

IIB-MEL-J and different human metastatic melanomas expressed high levels of SPARC

mRNA and protein. By western blot analysis we detected a unique secreted 42 kDa band in

human diploid fibroblast-conditioned medium and a 40 to 45 kDa doublet in the three

melanoma cell lines and all the metastatic melanomas tested. Part of the melanoma samples

and cell lines showed an additional doublet of 34-36 kDa. SPARC mRNA was expressed by

the three established cell lines, 14 metastatic melanoma samples, and tumors raised in nude

mice, and no spliced variants were found. The heterogeneous pattem of SPARC secreted by

human melanoma cells is the result of post-translational glycosilation and specific

extracellular cleavage. Unlike human fibroblasts, melanoma cells did not overexpress

SPARC upon addition of TGF-B. Immunohistochemical analysis showed that SPARC was

strongly expressed in 100 % of primary melanomas (7 of 7) and metastatic melanomas (29

of 29), moderately expressed in most of the positive dysplastic nevi (13 of 14), and only

weakly expressed in nevocellular nevi (4 of 25). Normal melanocytes did not express

SPARC. The data suggest that the expression of SPARC is associated with the neoplastic

progression of human melanoma. The present study also reports that the suppression of

SPARC expression by 2 human melanoma cell lines using a SPARC antisense expression

vector, results in significant decrease in the in vitro adhesive and invasive capacity of tumor

cells, completely abolishing their in vivo tumorigenicity. This is the first evidence that

SPARC plays a key role in human melanoma development and progression.



RESUMEN

SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine) es una proteína extracelular

asociada a tejidos que presentan altas tasas de proliferación celular y remodelación de la

matriz. En este trabajo se muestra que las lineas celulares de melanoma humano IIB-MEL­

LES, llB-MEL-IAN e IIB-MEL-J así como van'os melanomas humanos metastásicos

expresan altos niveles de la proteína y del ARNm de SPARC. Mediante análisis por

Western Blot, detectamos una única banda de 42 kDa secretada in vitro por fibroblastos

diploides humanos y un doblete de 40 a 45 kDa secretado por las tres líneas celulares de

melanoma y en todos los melanomas metastásicos testeados. Algunas de las muestras de

melanomas y de las líneas celulares mostraron un doblete adicional de 34-36 kDa. El ARNm

de SPARC fue detectado por ensayos de northern blot en las tres líneas de melanoma

estudiadas, en las l4 muestras de melanomas metastásicos y en los tumores inducidos en

ratones atímicos. El patrón heterogéneo de SPARC secretado por las células de melanoma

humano es resultado de la glicosilación post-traduccional y de un clivaje extracelular

específico. A diferencia de lo que sucede con los fibroblastos humanos, las células de

melanoma no sobreexpresaron SPARC luego del agregado de TGF-fl. El análisis

inmunohistoquímico demostró que SPARC se expresó fuertemente en el 100% de los

melanomas primarios (7/7) y metastásicos (29/29), con moderación en la mayoría de los

nevos displásicos positivos (13/14) y débilmente en los nevos benignos (4/25). No se detectó

expresión de SPARC en melanocitos normales. Los datos sugieren que la expresión de de

esta proteína está asociada a la progresión neoplásica del melanoma humano. En el presente

trabajo también se describe la supresión parcial de la expresion de SPARC en 2 líneas de

melanoma humano utilizando un vector de expresión con la secuencia antisentido para

SPARC. La reducción de los niveles de expresión de esta proteína dio como resultado una

reducción en la capacidad adhesiva e invasiva in vitro de las células tumorales sobre

membranas basales reconstituídas, eliminando completamente su capacidad tumorigénica in

vivo. Esta es la pn'mera evidencia de que SPARC desempeña un papel clave la progresión

del melanoma humano.
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INTRODUCCIÓN

LCÁNCER

I-l-Definición y Clasificación

El cáncer es una enfermedad de origen genético que resulta de la acumulación de

cambios heredables en una célula. Estos cambios llevan a una proliferación

descontrolada y a la capacidad de invadir tejidos adyacentes y colonizar otros órganos.

La mayon’a de las mutaciones que originan un cáncer son somáticas, sin embargo

aproximadamente el l % de todos los cánceres se dan en individuos que presentan una

predisposición heredada a la enfermedad (Fearon ER., 1997). Se ha reconocido que

existen más de 100 tipos diferentes de cáncer. Cada uno de ellos posee un desarrollo

característico, definido por la edad media de los individuos en los que aparece, el ritmo

de crecimiento y la tendencia a extenderse y ser letal. Por ello, cada tipo puede ser

considerado como una enfermedad distinta.

El crecimiento y renovación de los tejidos de un organismo está homeostáticamente

controlado. Los diversos tipos celulares ya diferenciados se mantienen en cantidad y

posiciones relativas correctas. Cuando una célula pierde el control de la proliferación se

origina un tumor o neoplasia. Sin embargo, esto no necesariamente constituye un

cáncer. De acuerdo a su comportamiento los tumores pueden ser clasificados en

“benignos”y “malignos” :

En un tumor benigno, las células neoplásicas permanecen agrupadas en una única masa

tumoral en su lugar de origen, sin invadir tejidos adyacentes y las células que los

componen están bastante diferenciadas. Estos tumores son generalmente de crecimiento

lento, pudiendo alcanzar volúmenes muy grandes. El tejido normal circundante está

siempre bien demarcado. Comúnmente puede obtenerse una completa cura por

remoción quirúrgica del tumor. Hablamos de tumor maligno o cáncer, cuando las

células neoplásicas se parecen menos a las del tejido de procedencia, proliferan

rápidamente invadiendo tejidos adyacentes y son capaces de migrar hacia otros órganos

produciendo “metástasis”.

La invasividad tumoral y las metástasis son las mayores causas de fracasos en el

tratamiento de pacientes con cáncer
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Las neoplasias malignas se clasifican según el tejido y tipo celular del cual se

originan:

Carcinomas: neoplasias de origen epitelial. Estos representan más del 90% de los

cánceres humanos, siendo los más frecuentes los carcinomas de pulmón, mama y

colon.

Sarcomas: neoplasias de origen mesenquimático (hueso, músculo, vasos

sanguíneos, fibroblastos)

0 Leucemias y Linfomas: neoplasias derivadas de células hematopoyéticas.

o Tumores originados en tejido nervioso.

Cada una de estas amplias categorías tiene a su vez múltiples divisiones de acuerdo al

tipo celular específico, la localización en el organismo y la estructura del tumor. El

valor de dicha clasificación reside en que los diferentes tipos de cáncer se comportan de

formas muy distintas.

Las transformaciones que convierten la proliferación celular original (tumor primario)

en un tumor maligno e invasivo reciben la denominación general de progresión

tumoral. Mientras que el proceso de transformación ha sido ampliamente estudiado y se

sabe que requiere la activación de oncogenes y/o la desactivación de genes supresores

de tumores, los mecanismos mediante los cuales una célula transformada comienza a

invadir y luego metastatizar (progresión tumoral) permanecen aún poco claros.

I-2-Progresión Tumoral

La progresión neoplásica es un proceso de múltiples etapas que depende de factores

propios de la célula tumoral y de factores del huésped. El primer paso de la cascada

metastásica consiste en atravesar la matriz extracelular (MEC) que se interpone entre el

tumor primario y el sistema circulatorio. Una vez que el tumor ha penetrado la

membrana basal y la MEC inmediatamente adyacente, las células deben llegar a la

circulación. Este paso es facilitado por el hecho de que las células tumorales pueden

secretar una serie de factores angiogénicos capaces de estimular la vascular-¡zacióndel
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tumor (Folkman, J. y Klagsbrus, M., 1987). Como los nuevos vasos generados en el

tumor tienen generalmente paredes discontinuas, la penetración de las células tumorales

en la circulación es un evento altamente probable. Una vez en circulación las células

tumorales pueden interactuar con plaquetas y leucocitos. Se postula que la interacción

de las células tumorales con las plaquetas sería un paso importante en la metástasis. El

rol de las plaquetas en el proceso metastásico sería proteger a las células tumorales que

se arrestan en los capilares de un determinado órgano y conferirles mecanismos de

adhesión adicionales (Languino, LR. y col., 1993). Las células tumorales también

pueden interactuar con leucocitos. Los leucocitos poseen mecanismos adhesivos los

cuales favorecerían la localización (“homing”) de las células tumorales en ciertos

órganos blanco (Lasky, L., 1992). Evadiendo la respuesta inmunológica la célula

tumoral sale de la circulación y produce una metástasis, a partir de una nueva

interacción generada con su tejido blanco.

ill‘ll‘

. . w . t . . t . . . . . . . . . .. t.».¡.¡Jflea'nAarattr'aakel

TUMOR PRMARIO CIRCULACION METASTASIS

Figura 1: Esquema del proceso de invasión y metástasis. T-Ce’lulatransformada invadiendo el

tejido adyacente, St- invasión del estroma, EI-estroma intersticial con fibroblastos (F), Iv­

intravasación, IV-transporte a través del aparato circulatorio, Ex-extravasación, EP-epitelio

normal, BM-membrana basal, EC-células endoteliales. Dentro del lúmen vascular (LV),

células tumorales (T) interactuando con leucocitos (Leu) y plaquetas (P). Im: invasión desde el
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estroma perivascular al órgano blanco, Pa- parénquima en el sitio de metástasis. Adaptado de

Van Rot, F. y Mareel, M (1992).

A lo largo de este proceso, la célula tumoral debe regular en forma estricta y ordenada

(en tiempo y localización) su capacidad de proteólisis y adhesión a la MEC de modo tal

de permitirle inicialmente desprenderse del tejido de origen, para finalmente anidarse en

otro tejido a distancia produciendo el foco metastásico. Muchas células tumorales

metastatizan preferencialmente en ciertos órganos (Alby, L. y Auerbach, R., 1984).

Además de la anatomía del sistema circulatorio, existen otros factores involucrados en

la selectividad del órgano a invadir. Uno de ellos es el repertorio de moléculas de

adhesión expresado por las células metastásicas y el otro es la presencia de los factores

de crecimiento apropiados en el parénquima del órgano blanco. Durante la cascada

metastásica, las células tumorales deben presentar variaciones en la capacidad adhesiva

célula-célula y célula-matriz, dependiendo de la etapa del proceso metastásico.

Para describir los eventos bioquímicos que ocurren durante la invasión de la célula

tumoral a la MEC Poste y Fidler (1980) propusieron un proceso de 3 etapas.

l) En la primera etapa la célula tumoral se adhiere a la MEC.

2) El segundo paso consiste en la degradación local de la MEC por proteasas asociadas

a la célula tumoral o a las células del estroma adyacente.

3) En la tercera etapa ocurre la migración de la célula tumoral a través de la MEC

modificada por la proteólisis.

La invasión tumoral ocurriría por repetición cíclica de estas 3 etapas.

El comportamiento invasivo también se ha descripto en procesos normales como

angiogénesis, desarrollo de tejidos embrionarios y extraembrionarios. La adquisición de

la capacidad invasiva depende de alteraciones en el control temporal y espacial de la

expresión del fenotipo invasivo observado en procesos normales.

El proceso de progresión tumoral involucra tanto interacciones célula-célula, así como

interacciones célula-matriz. Las moléculas que modulan las interacciones célula-célula

pueden ser agrupadas en cuatro familias: a) Superfamilia de las inmunoglobulinas, b)
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Selectinas, c) Caderinas, d) Integrinas. Mientras que las moléculas involucradas en las

interacciones célula-matriz son fundamentalmente: a) las Integrinas, b) las proteasas y

c) una nueva familia de proteínas recientemente descripta como “anti-adhesivas”.

I-3-Matriz Extracelular (MEC) e invasividad celular

Durante muchos años, la investigación acerca de los mecanismos que contribuyen al

proceso de invasión y metástasis se centraron en la capacidad proteolítica intrínseca de

las células tumorales. El paradigma subyacente consistía en aceptar que la célula

tumoral se “asienta” sobre una matriz extracelular “estática” que actúa únicamente

como “barrera” que debe ser degradada para poder avanzar. Sin embargo, la falta de

correlación estricta entre capacidad proteolítica e invasiva/metastásica sugiere que la

adquisición de un fenotipo metastásico es el resultado de un complejo mecanismo que

involucra la regulación de genes asociados con la interacción global de la célula tumoral

con la matriz extracelular. Actualmente se reconoce que la matriz juega un rol mucho

más activo y complejo en la regulación del comportamiento de las células que se hallan

en contacto con ella, influyendo en su capacidad de adhesión, migración, proliferación,

morfogénesis y diferenciación (Adams, JC. y Watt, FRM., 1993; Lelievre, S. y col.,

1996).

La matriz extracelular tiene una composición tan compleja como corresponde a sus

funciones. Está formada por una serie de macromoléculas que incluyen distintos tipos

de colágenos, proteoglicanos y glicoproteínas (Alberts, B. y col., 1994). En términos

generales podemos distinguir dos tipos de MEC. El primero, llamado matriz intersticial,

que rodea a las células del tejido conectivo, está compuesta fundamentalmente por

glicosaminoglicanos, glicoproteínas (fibronectina) y fibras (colágeno, elastina). El

segundo tipo de MEC se denomina membrana basal, separa a las células endoteliales o

epiteliales del tejido conectivo y está compuesto fundamentalmente por glicoproteínas

(laminina, colágeno IV, entactina) y proteoglicanos. La composición y el recambio de

la MEC determina el comportamiento de las células que se asientan sobre ella, las

cuales a su vez regulan la composicion de la matriz (Roskelley, CD. y Bisell, MJ.,

1995).

A pesar de que el rol de la MEC en el establecimiento de un fenotipo diferenciado en

distintos tejidos está bien documentado, las evidencias más fuertes que apoyan el rol de
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la MEC provienen de observaciones de que muchas, si no todas las células

transformadas, presentan interacciones anormales con el medio extracelular. En algunos

tumores de mama, las células epiteliales son incapaces de producir una membrana basal

organizada que normalmente inducir-íael arresto del crecimiento, mientras que en otros

cánceres de mama, las células malignas no son capaces de reconocer a la MEC debido a

la expresión inadecuada de sus receptores (ver Integrinas). Las causas que subyacen a la

comunicación alterada entre la célula tumoral y la MEC que la rodea, es una de las

pocas características que tienen en común (junto con la desregulación del ciclo celular)

una amplia variedad de tumores. Existen evidencias que demuestran que la corrección

de las interacciones célula-MEC permiten restaurar las funciones normales

diferenciadas de la célula tumoral, independientemente de las alteraciones genéticas. Un

clásico ejemplo sobre el rol que juegan los componentes de la MEC sobre el fenotipo

neoplásico es el de fibronectina. Giancotti y Ruoslathi (1990) han descripto que células

tumorigénicas CHO (carcinoma de ovario de hamster) transformadas con el receptor de

fibronectina son capaces de acumular mayor cantidad de fibronectina en la matriz,

reducen su capacidad de migrar y pierden su capacidad tumorigénica. Recientemente

Pasqualini y col. (1996) han descripto que el tratamiento de células de osteosarcoma y

de melanoma in vitro con una forma polimérica de fibronectina, la superfibronectina, es

capaz de inhibir la capacidad metastásica de estas células in vivo.

Actualmente se acepta que ciertos niveles de adhesión al sustrato son requeridos para

la migración. Mientras que una adhesión moderada a una MEC pobremente organizada

facilitaría la migración, una fuerte interacción con una matriz altamente organizada

mantendría a las células que interactúan con ella, inmovilizadas. Podemos decir que el

comportamiento de las células malignas invasivas y metastásicas depende tanto de

cambios en la composición de la MEC que rodea al tumor primario, como de las

propiedades adhesivas de las células tumorales. El estroma intersticial, así como la

membrana basal, sirven como barrera para las células tumorales; sin embargo, pueden

permitir la migración celular a través de adhesiones transientes. Así, la MEC puede

tanto obstruir como asistir el proceso de metástasis. Como señalamos previamente, las

moléculas involucradas en la regulación de la adhesión celular a las proteínas de la

MEC incluyen principalmente a la familia de las integrinas, las proteasas de la matriz y

a las proteínas anti-adhesivas.
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[-3.]. Integrinas

El término integrina indica que se trata de moléculas que integran las actividades de la

MEC y el citoesqueleto. Estas moléculas no sólo estarían involucradas en procesos de

adhesión celular sino también en los procesos de transducción de señales.

Las integrinas constituyen una familia de receptores de superficie celular descriptos

por primera vez en 1987. Son heterodímeros de subunidades a y B unidas de forma no

covalente. Hasta el momento se han identificado 15 subunidades 0Ly 8 subunidades B,

las cuales pueden combinarse para formar más de 20 integrinas conocidas, cada una de

las cuales presenta un patrón de expresión específico. Los diferentes tipos celulares

ensamblan y expresan distintos complejos OLB.La combinación de subunidades a y B

determina la especificidad de ligando (Giancotti, FG. y Mainiero F., 1994). Sin

embargo, algunas integrinas son capaces de unir varias glicoproteínas y muchas

glicoproteínas son capaces de unirse a distintas integrinas (ver anexo l). Si bien la

mayoría de los ligandos son proteínas de MEC, también participan en interacciones

célula-célula uniéndose a distintos miembros de la familia de inmunoglobulinas

(Springer, TA., 1990; Chuluyán, HE. e Issekutz, 1993; Ruegg, C. y col, 1992; Piali, L. y

col., 1995). Los cationes divalentes son esenciales para la función de estos receptores.

Las integrinas, a diferencia de los receptores hormonales unen sus ligandos con menor

afinidad. Esto permite a las células interactuar y analizar el microambiente circundante

sin perder movilidad ni adhesión.

Estas glicoproteínas pueden presentarse en estado activado o desactivado, los cuales

están dados por cambios conformacionales (Hynes, RO., 1992). De esta forma, las

células pueden regular su adhesividad a sustratos regulando el nivel de expresión y

activación de estas moléculas. Los dominios extracelulares de estas moléculas se unen a

los ligandos presentes en la MEC o en la superficie de otros tipos celulares induciendo

cambios en la organización del citoesqueleto, fosforilación de proteínas y expresión de

genes específicos.
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I-3.l.1. Interacción con el citoesqueleto

Las interacciones entre integrinas y los elementos del citoesqueleto lleva a la

formación de estructuras especializadas como son las placas de adhesión focal y los

hemidesmosomas.

La cara citoplasmática de las placas de adhesión focal contienen enzimas y proteínas

estructurales o adaptadoras que establecen el vínculo entre el espacio extracelular y el

citoesqueleto. Las integrinas se concentran en las placas de adhesión focal en fonna

dependiente del ligando. Mientras que en fibroblastos normales, las integrinas están

agregadas en contactos focales, los fibroblastos transformados carecen de estas

estructuras y las integrinas se encuentran distribuidas en forma difusa en la superficie

celular (Keer y col, 1998).

Después de unirse al ligando extracelular, las integrinas sufren cambios

confonnacionales que llevan a la interacción de la porción intracelular de la subunidad

B con el citoesqueleto. Inmediatamente asociado al dominio citoplasmático de las

integrinas se encuentran otras proteínas como talina la cual interactúa con otra proteína

denominada vinculina, la cual vincula este complejo con los filamentos de actina a

través de la a-actinina.

Los efectos de las integrinas en el comportamiento celular están mediados, al menos

en parte, por la capacidad de promover el ensamblado de complejos que contienen

elementos del citoesqueleto y de señalización. De esta forma, anormalidades en el

citoesqueleto perturbarán los procesos de adhesión y señalización mediados por las

integrinas. Algunas células tumorales presentan una serie de defectos a nivel del

citoesqueleto (Burridge, K., 1986). Se ha descripto que fibroblastos transformados

poseen un citoesqueleto de actina es deficiente en fibroblastos transformados y se cree

que este fenómeno estaría dado por un aumento de la fosforilación de talina (Pasquale,

EB. y col., 1986) y vinculina (Sefton, BM. y col., 1981; Raz, A. y col., 1986), que son

intermediarios entre las integrinas y el citoesqueleto de actina. La contribución del

citoesqueleto al fenotipo transformado ha sido evidenciada por estudios que muestran la

normalización in vitro de fibroblastos transformados luego de la expresión ectópica de

a-actinina y vinculina (Gluck, U. y col., 1993; Fernández, JLR. y col., 1993).
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I-3.l.2. Señalización por integrinas y diferenciación

La matriz extracelular puede influir en la diferenciación celular. Diversos estudios han

demostrado que la presencia de fibronectina puede inhibir la diferenciación de

condrocitos (West, CM. y col., 1979) y la fusión de mioblastos (Podleski, TR. y col.,

1979) pero también promover la diferenciación de eritroblastos (Patel, VP. y Lodish,

I-IF., 1987). En contraposición, se ha descripto que laminina promueve la fusión de

mioblastos (Von der Mark, K. y Ocalan, M., 1989). En cuanto a la regulación de la

expresión génica se ha observado que anticuerpos contra el receptor de fibronectina

(1581 inducen la expresión de proteasas en fibroblastos sinoviales (Werb, Z. y col,

1989). En monocitos, la adhesión al sustrato induce la expresión de genes que codifican

para citoquinas y factores transcripcionales entre los que se incluyen c-fos, c-jun e IK-B

(Haskill, S. y col., 1988; Shaw, RJ. y col., 1990). El efecto de las integrinas en la

diferenciación depende del tipo celular. Las células epiteliales de mama expresan

proteínas de la leche en respuesta a estímulos hormonales sólo si estas células se

mantienen en la MEC adecuadas (Streuli, CH. y col., 1991); esto ha llevado a la

identificación de “elementos respondedores a la interacción con la MEC” en el

promotor del gen de la [3caseína (Schmidhauser, C. y col., 1992). Otro ejemplo es la

expresión del gen de albúmina en las células hepáticas que es inducido sólo si las

células son cultivadas sobre geles de colágeno (Di Persio, CM. y col., 1991).

I-3.l.3. Integrinas y progresión tumoral

Varias líneas de evidencia indican que las integrinas juegan un rol clave en el

comportamiento maligno de las células neoplásicas. Existe una abundante literatura

dedicada a la comparación de distintas integrinas en tejidos normales y tumorales (ver

anexo 2). En general las células tumorales pierden la expresión de integrinas que son

esenciales para el mantenimiento de las adhesiones estables y la organización tisular,

pero retienen la expresión de otras integrinas que estarían involucradas en la migración.
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La integrina aSBl,el clásico receptor de fibronectina, juega un rol complejo e

interesante en la regulación del crecimiento tumoral. Los primeros estudios, realizados

sobre la línea celular CHO, demostraron una correlación inversa entre los niveles de

expresión de (1561 y la capacidad tumor-¡génica de estas células (Giancotti, FG. y

Ruoslahti, E., 1990). Este mismo resultado fue posteriormente descripto en células de

carcinoma de colon que sobreexpresan aSBl (Vamer, JA. y col., 1997). De esta forma

OLSBIactuaría como un regulador negativo del crecimiento celular.

Observaciones similares se han llevado a cabo sobre la integrina (1231, que es

expresada en bajos niveles en células poco diferenciadas, con alta capacidad invasiva,

de carcinomas de mama. La disminución de los niveles de esta integrina en células de

mama frena la diferenciación celular y aumenta la motilidad celular, mientras que la

sobreexpresión de (1261 en células de carcinoma de mama invasivo, poco diferenciadas,

restaura la diferenciación y disminuye la motilidad de las mismas (Zutter, MM. y col.,

1993).

La familia de integrinas av también ha sido involucrada en procesos tales como la

progresión tumoral y angiogénesis. Se ha descripto que esta integrina está aumentada en

melanomas invasivos (Albelda, SM. y col., 1990) y en glioblastomas (Gladson, C. y

Cheresh, DA., 1991).

Una serie de observaciones indican que las integrinas también estarían involucradas

en la elección del órgano blanco (“homing”) de las células metastásicas (Abelda, SM. y

col., 1990; Chan, BMC. y col., 1991; Ruiz, P. y col., 1993).

I-3.2. Proteasas

La composición de la MEC y su recambio depende en parte de la concentración,

expresión y activación de enzimas capaces de degradar los distintos componentes de la

matriz y de la presencia de inhibidores de estas enzimas. Las enzimas proteolíticas

regulan el ensamblado de los componentes de la MEC, participan en la remodelación de

su estructura y permiten la liberación de fragmentos bioactivos y de factores de

crecimiento. Las principales enzimas involucradas en la degradación de la MEC se

resumen en la Tabla l.



I-3.2.l. Proteasas e invasividad celular

La proteólisis de la MEC es un proceso que ocurre en tejidos normales, pero está

limitada en duración y está sometida a una estricta regulación a distintos niveles. Es un

evento común que tiene lugar durante la implantación del trofoblasto, la morfogénesis

embrionaria, la remodelación tisular, la migración controlada de monocitos (Moller,

1993), neutrófilos y linfocitos (Ossowski y col., 1979), la invasión por bacterias o

parásitos, la angiogénesis, y en procesos patológicos como artritis reumatoidea y cáncer

(Krane, SM., 1994; Birkedal-Hansen, H. 1987; Woessner JF., 1991). Un aspecto general

de los neoplasmas malignos es el desbalance de la proteólisis que favorece los procesos

invasivos. Esencialmente, las proteasas actúan facilitando la progresión tumoral a través

de la degradación de las barreras tisulares, permitiendo la liberación de factores de

crecimiento e induciendo la desdiferenciación celular (Coussens y Werb Z., 1996). Se

ha descripto que el bloqueo de la función de ciertas proteasas de la MEC puede

disminuir el crecimiento tumoral (Martin y col, 1997; Wilson y col, 1997), mientras que

su sobreexpresión aumenta la capacidad tumorigénica lo cual sugiere que estas

contribuyen al proceso neoplásico. Sin embargo, la producción de enzimas proteolíticas

en el microambiente tumoral no es un proceso desenfrenado. La célula tumoral conjuga

la proteólisis y la adhesividad adquiriendo la capacidad para ejercer invasión en un

lugar y a un tiempo que para una célula normal sería inapropiado.

La pérdida de ciertos componentes de la MEC puede resultar en la pérdida de las

señales apropiadas, la morfología y el fenotipo diferenciado. Trabajos llevados a cabo

por Talhouk y col.(l992) y Sympson, CJ. y col (1994) han demostrado que la

degradación proteolítica de la membrana basal por MMPs resulta en la apoptosis de las

células epiteliales mamarias. Por otra parte se ha observado que la proteólisis de

laminina por una proteasa de tipo serina, plasmina, también resulta en la apoptosis de

neuronas hipocampales in vivo. Recientes estudios han sugerido que la laminina

procesada proteolíticamente y otros componentes de la membrana basal pueden generar

señales que son distintas a las generadas por los componentes de la MEC intactos (Sage

HE y col., 1997). En algunos casos, el procesamiento proteolítico de la MEC resulta en

la exposición de sitios crípticos en las moléculas de MEC que resultan en cambios en la

especificidad de las integn'nas que pueden unirse a ellos.



Introducción

Tabla 1: Proteasas y sus sustratos

Modificado de Werb, Z, 1997

7 collagenasa-l
y collagenasa-Z

collagenasa-3

2 gelatinasa A
gelatinasa B

stromelisina-l
stromelisina-Z
matt-¡lisina

metaloelastasa

MTl-MMP
MTZ-MMP

stromelisina-3

Col I, II, III, VII, X, GL.EN,LP
AG, TN, L-selectin, [GF-BP
Pro-MMP-Z. -9, 0.2M, alPl

GL. Col I, IV, V. VII, X. XI, EL
FN, LN, LP, AG, galectin-3, [GF-BP, VN,
FGF receptor-l, Pro-MMP-l. -9, -l3.

PG, LN, FN, GL, Col III, IV
V, lx, X, XI, LP, FB, EN, TN, VN.
Pro-MMP-l, -8, -9. -l3, alPl, 0L2M,L­
selectina.

EL, FB, FN, LN, PG, MBP, PL, alPl

Col I, II, III, GL, FN, LN, VN
PG. Pro-MMP-Z,-l3, alPl, 0.2M.

LN. FN, AG, alPl, 0.2M

PL, FN. HGF

FB, FN, TN, LN, AG. PG, Pro-MMP-l, -3,
-9. -l4, Cl, C3, C5
FB, Pro-MMP-2,smdecan

Abreviaturas: Colágeno tipo, Col; Agrecan, Ag; Tenascina, TN.; Gelatinas, GL; entactina,

EN; Fibronectina, FN.,' Laminina, LN;Vitronectina, VN.; Proteoglicanos, PG.; Elastina, EL ;

Fibrina/Fibrinógeno, FB; proteína básica de mielína, MBP ; factor de crecimiento de

hepatocitos, HGF.; a1-inhibidor de proteasa, alPI ; (ú-macroglobulina cúM.



I-3.2.2. Metaloproteasas de matriz (MMPs)

Dentro de las proteasas se considera que las MMPs cumplen un rol clave en la

diseminación de las células tumorales. Numerosos estudios han encontrado correlación

entre la secreción de MMPs por distintas líneas celulares y el potencial metastásico de

estas células (Liotta, L.A., l980b; Nakajima, M., 1987; Pozzatti, R., 1986; Stettler­

Stevenson, W.G., 1990).

Las MMPs constituyen una familia de proteasas secretadas y de membrana,

dependientes de zinc, con características catalíticas y estructurales bien definidas

(Birkedal-Hansen H, 1995). Estas enzimas son secretadas como pro-enzimas latentes

que luego de sufrir un clivaje del dominio NH; temiinal se activan. Hasta el momento

se han descripto 13 miembros dentro de la familia, los cuales pueden ser clasificados de

acuerdo a la especificidad de sustrato (Tabla l). La actividad de las metaloproteasas está

altamente regulada; esto apoya la idea de que estas proteinas cumplin’an funciones

biológicas importantes en procesos normales. En la MEC, la actividad de las MMPs está

estrictamente regulada por una familia de inhibidores naturales conocidos como TIMPs

(Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). Hasta el día de hoy se han identificado 3

miembros dentro de esta familia : TIMP-l (Cawston, T.E. y col, 1981; Stricklin, G.P. y

Welges H.G., 1983), TIMP-2 (De Clerck, Y.A., 1989; Stetler-Stevenson, W.G. y col,

1989; Goldberg, G.1. y col, 1989) y TIMP-3 (Uría, J.A. y col, 1994). Estos inhibidores

son capaces de regular la actividad de las MMPs a distintos niveles y con diferentes

afinidades (Birkedal-Hansen H, 1995). Varios grupos han descripto la disminución de la

capacidad invasiva de células tumorales in vitro y la capacidad de formar metástasis in

vivo como consecuencia del agregado exógeno o sobreexpresión de inhibidores de

MMP (Alvarez, O.A. y col, 1990; Albini, A. y col, 1991; De Clerck y col., 1989).

Dentro de los miembros de la familia de las MMPs existen evidencias que sostienen

una correlación positiva entre la actividad de la MMP-2 y la capacidad invasiva celular.

Esta proteasa se caracteriza por la capacidad de clivar colágeno IV, uno de los

principales componentes de las membranas basales. Nakajima y colaboradores (1993)

han descripto una correlación directa entre la capacidad metastásica y la actividad

gelatinolítica de MMP-2 en adenocarcinomas mamar-ios. Por otra parte, los análisis

inmunohistoquímicos han demostrado una elevada expresión de MMP-2 en carcinomas

colorectales y gástricos (D’Enrico, A. y col., 1991; Monteagudo, C. y col, 1993; Levy,
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AT., 1991). Por otraq parte Garbisa y col. (1992) han informadoaltos niveles de MMP-2

en plasma de pacientes con carcinoma de pulmón metastásico.

Las células tumorales no serían las únicas responsables del aumento de la producción

de MMPs en el microambiente tumoral. Observaciones recientes sugieren que, en

algunos carcinomas, los fibroblastos peritumorales serían los responsables de la

producción de algunas MMPs, (Basset P. y col., 1990; Pyke, C. y col., 1993)

La activación de MMP-2 está asociada a la membrana plasmática y hay varias

moléculas que han sido propuestas como activadores. Sato y col. identificaron la

primera MMP de membrana como un activador de la MMP-2 (gelatinasa A) en la

cascada proteolítica. Otros autores sostienen que el activador de plasminógeno de tipo

uroquinasa (uPA) y el receptor de vitronectina tipo integrina, ochS serían activadores

de esta metaloproteasa (Brooks, PC. y col., 1996). La presencia de estos activadores

sobre la membrana plasmática permite localizar la digestión de la matriz en el frente de

invasión.

Figura 2: Esquema del proceso de proteólisis de la MEC mediado por células tumorales.

Modificado de Vassallí JD y Pepper MS, 1994
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I-3.3. Proteínas antiadhesivas

Como mencionamos previamente, las interacciones entre las células y la MEC son las

principales determinantes de procesos como proliferación, migración y diferenciación.

La MEC permite la adhesión, el estiramiento y la formación de contactos focales

principalmente a través de las integrinas. Altemativamente, algunos componentes de la

MEC pueden promover la desestabilización de los contactos focales e inducir el

redondeamiento celular. SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine) es el

prototipo de una familia de proteínas asociadas a la MEC con características

antiadhesivas. Junto con trombospondina y tenascina constituyen un grupo funcional de

proteínas capaces de interactuar con receptores de la superficie celular, factores de

crecimiento y proteínas de la MEC, pero no son componentes estructurales estables de

la MEC de organismos adultos.

Las células invasivas son capaces de modular la MEC a través de mecanismos no

degradativos. Estos incluyen la modulación de los receptores de moléculas de la matriz

extracelular, así como también la secreción alterada de proteínas antiadhesivas que

actuarían inhibiendo las interacciones de las moléculas de matriz con sus receptores.

Como no existen similitudes estructurales entre SPARC, tenascina y trombospondina,

se cree que estas proteínas ejercer-¡an sus efectos antiadhesivos a través de distintos

mecanismos. Las posibilidades incluyen: l) la activación de vías de señalización

intracelulares (Janken, S. y col, 1989), 2) la interferencia con los procesos de adhesión a

moléculas de MEC (por ej: FN) (Erickson, H.P. y Bourdon M.A., 1989; Chiquet­

Ehrismann, R., 1990; Lightner, V.A. and Erikson, H.P.; 1990), 3) presentación o

secuestro de factores de crecimiento y citoquinas (Lane, TF y col, 1991 ; Murphy­

Ullrich, JE y col., 1990) y 4) modulación de la actividad de proteasas.

I-3.3.1.Tenascina

Tenascina (TN)-C fue el primer miembro de la familia de tenascinas en ser descripto y

es por lo tanto el más conocido y estudiado hasta el momento. Descripta por primera

vez, en forma independiente, por distintos laboratorios a principios de los años 80

recibió distintas denominaciones: citotactina, hexabraquion, J 1-200/220. Es una
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glicoproteína que se expresa durante el desarrollo embrionario en diferentes áreas del

cerebro, en cartílago y en células mesenquimáticas. A pesar de que la expresión de esta

proteína en adultos está restringida y es mínima, se han descripto incrementos

transientes en la expresión de tenascina durante los procesos cicatrización de heridas y

oncogénicos (Erickson, HP. y Bourdon MA., 1989; Janken, S. y col., 1989; Mackie, EJ.

y col, 1988; Daniloff, JK. y col , 1989). Tenascina-C es una proteína compleja con

distintos dominios funcionales que presenta propiedades adhesivas y antiadhesivas. El

agregado de tenascina soluble a células tumorales en cultivo resulta en la pérdida de

contactos focales e intercelulares así como también en la inhibición de la migración

celular y estiramiento sobre distintas proteínas de matriz extracelular (Chiquet­

Ehrismann, R., 1990).

I-3.3.2.Trombospondina

Trombospondina participa en la agregación de plaquetas activadas (Mackie, EJ. y col.,

1988 ) pero también es secretada por células mesenquimáticas y epiteliales. La

naturaleza y las consecuencias de la interacción de trombospondina con las células es

compleja y controvertida. Esta proteína ha sido descripta inicialmente como una

proteína de adhesión para queratinocitos, melanoma y plaquetas (Asch, AS. y

Nachmann, RL., 1989; Roberts, DD. y col., 1987; Varani, J. y col, 1988). Sin embargo,

también es capaz de reducir las adhesiones focales en células endoteliales y fibroblastos

(Murphy-Ullrich, JE. y I-Iook,M., 1989), las cuales son capaces de adherirse, pero no de

estirarse en presencia de trombospondina (Lawler, J. y col., 1988). También se ha

demostrado que esta proteína es capaz de inducir la quimiotaxis de neutrófllos y células

endoteliales (Mansfield, PJ. y col., 1990; Taraboletti, G y col., 1990) e inhibir la

migración de células endoteliales hacia factores angiogénicos, como bFGF (Good, DJ.

y col., 1990). En embriones murinos, trombospondina es expresada en áreas de activa

organogénesis y morfogénesis tisular (O’Shea, KS. y Dixit, VM., 1988).
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I-3.3.3.SPARC

La proteína SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine), también

denominada Osteonectina, BM4O y 43 kDa, es una proteína de la MEC asociada con

procesos de morfogénesis, proliferación y migración celular (Lane, TF. y Sage, H.,

l994b). Esta proteína fue descripta por primera vez en 1981 por Termine y col.

Inicialmente fue caracterizada como la proteína mayoritaria de hueso exceptuando el

colágeno. Aunque su rol específico sigue siendo difícil de determinar se ha observado

que se encuentra ampliamente distribuida en tejidos de origen humano y murino y

fuertemente conservada a nivel evolutivo, sugiriendo una fuerte presión evolutiva para

conservar intacta la función de esta proteína.
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II-SPARC

II-1.Propiedades bioquímicas de SPARC

El peso molecular de la proteína madura deducida a partir del cDNA es de 32.517 Da,

con un PI de 4.7. Las modificaciones postraduccionales resultan en una glicoproteína

secretada con un PM aparente de 40-43 kDa en geles de SDS-PAGE (Hughes, RC. y

col., 1987). SPARC es capaz de unir cationes divalentes, como Ca2+y Cu”, así como

también varios tipos de colágenos (Termine, J. y col, 1981; Sage, H. y col, 1984; Lane,

TF. y Sage, EH., 1990; Mayer, U. y col, 1991), albúmina, trombospondina (Sage, H.,

1984; Clezardin, P. y col, 1988) y vitronectina (Rosenblatt y col., 1997). También es

capaz de unirse a membranas de plaquetas y células endoteliales (Yost, JC y Sage EH,

1993; Breton-Gorius J y col, 1992).

En cuanto al estado de fosforilación de SPARC, existen controversias sobre la

existencia de fosforilación fisiológicamente relevante de SPARC. Esta modificación

parecería ser específica de tejido. SPARC secretada por células bovinas y por

fibroblastos no está fosforilada (Tracy, RP. y col., 1988; Sage EH. y col., 1989; Nagata,

T. y col., 1991) y contiene carbohidratos complejos (Hughes, RC. y col., 1987). Se sabe

que las modificaciones tejido específicas pueden influir en la afinidad de SPARC por la

MEC. Se ha descripto que la proteólisis parcial de SPARC en hueso resulta en un

aumento de la capacidad de unión de la proteína a fibras de colágeno tipo l (Tyree, B..

1989). También se ha observado que SPARC aislada de células en cultivo y de

plaquetas difiere de SPARC derivada de huesos. La principal diferencia reside en la

naturaleza y el grado de las modificaciones post-traduccionales. SPARC derivado de

plaquetas y aislada de células en cultivo contiene carbohidratos complejos (Hughes,

RC. y col., 1987), mientras que la proteína aislada de hueso contiene principalmente

azúcares con alta manosa (Kelm, RJ. y col, 1991).

El cDNA de SPARC de vertebrados codifica para una proteína de 298-304 aa, donde

los primeros 17 aa constituyen el péptido señal. La proteína está compuesta por 3

dominios estructurales con distintas funciones. (Maurer. P. y col.,l995).

Dominio I (aa 3-51): codificado por los exones 3 y 4, es altamente ácido y une Ca2+

con baja afinidad (Kd lO'J-IO'SM), lo cual le confiere sensibilidad a cambios en la

concentración de Ca2+(Mayer. U. y col, 1991)
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Dominio II: codificado por los exones 5 y 6, contiene 10 Cisteínas (Cys). Este dominio

contiene sitios de unión a Cu2+y la secuencia GHK. Este dominio está involucrado en

la regulación de la proliferación celular y de procesos angiogénicos (Funk, SE. y Sage,

EH., 1993; Funk, SE. y Sage, EH., 1993; Lane, TF. y col, 1994), así como también en la

disociación de los contactos focales (Murphy-Ullrich JE. Y col., 1993).

Dominio III (aa 133-285): codificado por los exones 7, 8 y 9. Péptidos

correspondientes a este dominio están involucrados en la regulación de la producción de

metaloproteasas en células endoteliales y/o fibroblastos sinoviales de conejo (Tremble,

PM. y col., 1993). Contiene un motivo “EF-hand” y une Ca2+ con un Kd de

aproximadamente 10'7M. Esta estructura está estabilizada por uniones puente disulfuro

y estaría involucrada en la unión a colágeno dependiente de Ca2+, en la disociación de

los contactos focales (Murphy-Ullrich, JF. y col, 1995) y en la inhibición de la

proliferación de células endoteliales (Sage, EM. y col., 1995).
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Figura 3 : Representación esquemática de la proteína SPARC.



II-2.Expresión de SPARC

Tanto en vertebrados como en gusanos nematodes, SPARC ha sido descripto como

un gen de copia única. A pesar de que no existen evidencias de variantes de “splicing”

(empalme) alternativo, en varias especies se observan mRNAs diferentes que aparcen

como consecuencia de una poliadenilación alternativa (Lane, TF. y Sage, EH., 1994).

La localización de SPARC por técnicas de inmunohistoquímica y por hibridización in

situ ha demostrado que la expresión de SPARC está espacial y temporalmente regulada

durante el desarrollo (Nomura, S. y col, 1988; Holland, PWH. y col, 1987)

En ratones se observó una elevada expresión de SPARC al día gestacional 9 (G9) del

desarrollo y esta se localiza en el pn'mordio del corazón, en los somitos y en las

membranas extraembrionarias (Holland, PWH. y col, 1987; Sage, EH. y col, 1989). Al

día G14, la expresión de SPARC se asocia a huesos en desarrollo, epitelios (piel e

intestino) y vasos sanguíneos. En el adulto, la expresión se limita a glándulas, intestino

y hueso, lo cual indica que SPARC estaría asociado a la remodelación tisular, al

movimiento celular y a la proliferación en ciertos órganos (Lane, TF. y Sage, EH.,

1994).

Durante los procesos de osteogénesis la expresión de SPARC es mayor en la región

adyacente al “collar óseo” que rodea al cartílago en todos los huesos largos (Mundlos,

S. y col, 1992; Oshima, O. y col, 1989). Es expresada por osteoblastos (Otsuka y col,

1984; Whitson y col, 1984) y odontoblastos (Fujisawa y Kuboki, 1989 ; Sage, EH. y

col., 1992). A pesar de que la mayoría de las células hematopoyéticas no expresan

SPARC, los megacariocitos (Kelm, RJJ. y col, 1992) y ciertas poblaciones de

macrófagos involucrados en procesos de reparación (Raines, EW. y col, 1992; Reed,

MJ. y col, 1993) contienen a dicha proteína. En el sistema nervioso central, SPARC ha

sido detectada en ciertas células neuroendócrinas especializadas (Bergson, C. y col,

1993), en células gliales de Bergmann en el cerebelo (Mendis, DB. 1995) y en

astrocitos del hipocampo (Mendis, DB. y col., 1994), pero no se ha observado

expresión en neuronas corticales ni cereberales (Holland, PW. y col., 1987; Sage, EH.

y col., 1989). La sobreexpresión de SPARC en vertebrados e invertebrados resulta en

trastornos en el desarrollo del eje corporal que son consistentes con el rol de la proteína

en los procesos de morfogénesis de estructuras (Schwarzbauer y Spencer, 1993). La

perturbación de la expresión de SPARC en Xenopus y C. elegans resultó en anomalías

durante el desarrollo y en algunos casos en la muerte del embrión (Purcell, L. y col.,

20



Introducción

1993; Schwarzbauer, J. y Spencer, CS., 1993). La expresión de SPARC es inducida en

células endoteliales durante la formación de cordones endoteliales in vitro (Iruela­

Arispe, ML. y col., 1991) y durante los procesos de angiogénesis in vivo (Reed, MJ. y

col., 1992). El agregado de SPARC purificada sobre células endoteliales induce

cambios en la morfología celular, en la síntesis proteica y en la proliferación (Sage, EH.

y Bomstein, 1991) indicando que esta proteína cumple un rol importante sobre las

funciones endoteliales.

En cuanto a la regulación de la expresión de SPARC, varios factores han sido

descriptos como inductores específicos durante el desarrollo. Entre ellos el más

estudiado ha sido TGF-B, dado que este factor está involucrado en la regulación de

varias proteínas de MEC. Existen evidencias de regulación positiva de la expresión de

esta proteína por TGF-B en fibroblastos humanos (Wrana, JL. y col, 1991; Lankat­

Buttgereit, B. y col, 1991).

III-3-SPARC y MEC

SPARC, junto con otras glicoproteínas de secreción como trombospondina y tenascina

han sido denominadas antiadhesinas (Lane, TF. y Sage, EH., 1994). El mecanismo por

el cual trombospondina, tenascina y SPARC influyen el estiramiento celular parecería

ser diferente ya que mientras trombospondina y tenascina tienen propiedades adhesivas

y antiadhesivas (Sage, EH. y Bomstein, 1991; Chiquet-Ehrismann, R., 1991), SPARC

no ha demostrado tener características adhesivas para células. La actividad anti­

adhesiva de SPARC residiría en elementos de los dominio I y IV (Lane, TF. y Sage,

EH., 1990).

SPARC inhibe el estiramiento celular sobre colágeno e induce redondeamiento de

células endoteliales y fibroblastos cultivados (Sage, H. y col, 1989), disminuye los

contactos focales (Murphy-Ullrich, JE. y col, 1991) y promueve el reaneglo del

citoesqueleto (Goldblum, SE. y col, 1994). Estudios con la línea celula: de carcinoma

embrionario murino, F9, transfectada en forma estable con el cDNA codificante para

SPARC en orientación sentido o antisentido evidencian que SPARC estaría involucrado

en la morfología celular (Everitt, EA. y Sage, EH., 1993; Everitt, EA. y Sage, EH.,

1992).
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SPARC es liberada durante la degranulación de plaquetas y es sintetizada por

fibroblastos y macrófagos en los sitios de reparación de heridas (Kelm RJJ y col, 1992 ;

Reed MJ y col, 1993). La expresión transiente de la proteína en este proceso indicaría

que SPARC podría actuar regulando la deposición o el ensamblado de las proteínas de

MEC. Se ha descripto que SPARC se une a varias proteínas de la MEC, entre ellas :

trombospondina (Sage, HE., 1984), vitronectina (Rosenblatt, S. y col., 1997) y distintos

tipos de colágeno, incluyendo el colágeno tipo I, III, IV y V y se localiza en membranas

basales especializadas durante el desarrollo.

La exposición de células endoteliales a SPARC exógena induce cambios en la síntesis

de proteínas asociadas a la matriz extracelular. Se ha observado que SPARC estimula la

producción del inhibidor del activador de plasrninógeno I (PAI-I) (Hasselaar, P. y col,

1991) y también está asociado a una disminución en la síntesis de fibronectina y

trombospondina durante procesos de angiogénesis (Lane TF y col, 1992). Kamihagi, K.

y col. (1994) han reportado que en líneas celulares de osteosarcoma, fibrosarcoma y

carcinoma de vejiga, SPARC regula negativamente la secreción de fibronectina y

laminina. También se ha descripto que en fibroblastos SPARC induce la expresión de

metaloproteasas involucradas en procesos de morfogénesis y remodelación de tejidos:

colagenasa, estromelisina y gelatinasa MMP-9 (Tremble PM y col, 1993). De esta

forma SPARC regularía la expresión de componentes de la matriz y la actividad de

enzimas que actuarían regulando las interacciones con la MEC.

III-4-SPARC y factores de crecimiento

Se ha descripto que SPARC es capaz de regular la respuesta celular a distintos

factores de crecimiento, como PDGF, bFGF y VEGF. Se ha observado que SPARC es

capaz de interactuar con dímeros de PDGF AB y BB con alta afinidad (Kd: 10'9M)

inhibiendo la unión de este factor a su receptor en fibroblastos por lo cual SPARC

regularía la actividad y distribución de PDGF (Raines, EW. y col., 1992; Floege, J. y

col, 1992). También ha sido reportado que SPARC antagoniza el efecto del bFGF

sobre la migración de células endoteliales (Hasselaar, P. y Sage, EH., 1992). En este

caso SPARC no interactúa con bFGF ni bolquea la unión de este a su receptor. Aún no

se conoce cuál sería su mecansimo de acción. Recientemente se ha descripto que

SPARC es capaz de inhibir el efecto mitogénico del factor de crecimiento vascular,
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VEGF, sobre células endoteliales. Este efecto sería mediado en parte, por la interacción

directa de VEGF con SPARC ( Kupprion, Ch. y col, 1998).

II-S-SPARC y proliferación celular

Trabajos recientes indican que SPARC funcionaría en forma directa o indirecta

regulando 1aproliferación celular (Funk, SE. y Sage, EH., 1991; Funk, SE. y Sage, EH.,

1993; Sage, EH., 1992). SPARC exógeno es capaz de inhibir la incorporación de 311

timidina en un 90 % en cultivos sincronizados de células endoteliales de aorta bovina.

Experimentos llevados a cabo con péptidos sintéticos que representan la primera región

catiónica del dominio II (aa 54-73) mostraron el mismo efecto inhibitorio (Funk SE y

Sage EH, 1991 ), mientras que un péptido correspondiente a la secuencia de aa 113-130

estimuló la proliferación de estas células (Funk SE y Sage EH, 1993), evidenciando que

la actividad proliferativa estan’aenmascarada en la proteína completa.

III-6-SPARC y cáncer.

Mediante el uso de bancos de cDNA substractivos preparados a partir de mRNA de

cáncer de mama, se clonó un cDNA cuya secuencia completa demostró ser codificante

para SPARC (Podhajcer OL y col, 1996). Utilizando técnicas de hibridación in situ e

inmunohistoquímica se observó que la expresión de SPARC estaba asociada a las

células tumorales localizadas en el frente de expansión de la masa tumoral y a los

fibroblastos en contacto directo con las células malignas del carcinoma mamario

humano y murino. Estos trabajos iniciados por el Dr. Podhajcer en 1992 junto con las

evidencias que indican la expresión de SPARC en los procesos de remodelación de

tejidos y durante el desarrollo embrionario, nos llevó a plantear el estudio de la

expresión de esta proteína en melanoma, uno de los cánceres cuya incidencia más se ha

incrementado en los últimos años.

23



Introducción

‘_':.":.'¡;

v..

.vI
",

Figura 4: Expresión de SPARC en cáncer de mama.

A y B) Carcinoma in situ; C y D) Carcinoma invasivo.

A y C)Tinción con hematoxilina-eosina, B y D) hibridización in situ utilizando una sonda de

CDNA de SPARC marcada SSS.

Reproducido de Podhajcer y col, 1996.
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III-MELANOMA CUTÁNEO

El melanoma resulta de la transformación maligna de las células pigmentadas de la

piel, los melanocitos y es uno de los tumores más intensamente estudiados en los

últimos años.

Históricamente, la descripción más temprana sobre el melanoma se remonta a los

escritos de Hipócrates en el siglo V a.c. y la enfermedad ha sido descripta en varias

momias incaicas. La figura 3 muestra un dibujo de un melanoma maligno, que data de

aproximadamente 1835 (Ehring F, 1995). Esta ilustración acompañaba a la descripción

del profesor de cirugía Cruveilhier(1797-1874): escición se vió seguida de una

recidiva. La subsiguiente amputación de la mano consiguió una curación local, pero

aparecieron metástasis en los pulmones, el corazón, estómago...” Sin embargo, el

término melanoma fue sugerido por primera vez por Carswell en 1938 en un trabajo que

describe las características malignas del tumor (Balch CH.M. y col., 1993).

Figura 5 : Melanoma maligno. Reproducido deBailliere, JB; 1829-1835)
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El melanoma cutáneo es considerado un tumor de comportamiento impredecible ya

que el pronóstico puede variar entre una remisión espontánea (en un porcentaje menor

al 2 % de los casos de los casos) a una rápida progresión y muerte del paciente.

El interés sobre la investigación en melanoma tanto por investigadores clínicos como

experimentales se ha desarrollado por una serie de razones:

l) El aumento de la incidencia de esta patología en los últimos 40 años.

2) La resistencia de los melanomas avanzados a las terapias convencionales, lo cual

resulta en una alta tasa de mortalidad.

3) La accesibilidad a nevos cutáneos o lunares y a los melanomas para llevar a cabo

estudios experimentales.

4) La facilidad de crecer células de melanoma metastásico in vitro.

III-Llncidencia del Melanoma

El melanoma representa aproximadamente el l % de los cánceres de los Estados

Unidos. Si bien corresponde al 3 % de los neoplasmas cutáneos, su potencial maligno se

refleja en el hecho de que resulta en el 65 % de las muertes por cáncer de piel. La

incidencia del melanoma es prácticamente igual entre hombres y mujeres. Sin embargo,

se observan diferencias en la distribución de las lesiones. Mientras que en las mujeres la

mayor parte de las lesiones se dan en las extremidades inferiores, en los hombres las

lesiones son mas frecuentes en el tronco. Aproximadamente el 50 % de los melanomas

se detectan en pacientes de menos de 55 años de edad y la aparición de melanoma en

niños es extremadamente baja.

La incidencia del melanoma está creciendo en mayor proporción que cualquier otro

tipo de cáncer, a excepción del cáncer de pulmón en mujeres, en los estados Unidos,

Australia, el norte de Europa y en Canadá (Herlyn, M., 1993). Afortunadamente, el

aumento en la incidencia de la enfermedad supera al aumento en la mortalidad como

consecuencia de la misma. La creciente diferencia entre la incidencia y la mortalidad

sugiere que las mejoras en el diagnóstico temprano y los protocolos de tratamientos han

logrado retrasar la mortalidad de los pacientes como consecuencia de esta enfermedad.
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Aún no se conocen los factores etiológicos que llevan al desanollo del melanoma, Sin

embargo hay 3 factores que deben ser considerados. l) La incidencia del melanoma es

mayor en la población blanca que en cualquier otra raza y es 10 veces mayor en

individuos blancos que en negros. Existe una correlación negativa entre el grado de

pigmentación de la piel y el melanoma (Crombie IK, 1979). 2) Estudios

epidemiológicos y clínicos señalan un rol fundamental de la irradiación solar sobre el

desarrollo del melanoma (Rigel DS, 1992). 3) El melanoma puede ser hereditario. La

suceptibilidad genética al melanoma fue descripta por primera vez en 1978 por Clark y

Green en 2 familias (Greene MH y Fraumeni JF, 1979). Actualmente los melanomas

familiares representan el 5-10% del total de casos de melanomas estudiados.

II-2-Progresión tumoral en el sistema melanocítico

El melanoma cutáneo resulta de la transformación maligna de los melanocitos. Los

melanocitos residen en la piel, en la capa basal de la epidermis y son los responsables de

la síntesis del pigmento “melanina”. La síntesis de melanina ocurre en los

“melanosomas”.

Embriológicamente los melanocitos derivan de una población troncal de

melanoblastos que se originan en la cresta neural inmediatamente luego del cierre del

tubo neural. Los melanoblastos son células precursoras inmaduras que no producen

pigmentos hasta el momento del nacimiento, con algunas excepciones como los

genitales. Ultraestructuralmente estas células poseen premelanosomas (organelas

precursoras de los melanosomas, que no poseen melanina) pero no presentan actividad

de tirosinasa (enzima involucrada en la síntesis de melanina). La migración de los

melanoblastos comienza muy temprano, entre la segunda y tercera semana de gestación

del embrión humano y migran hacia la derrnis embrionaria para alcanzar la epidermis a

las 8-10 semanas. Los melanoblastos ya están comprometidos a diferenciarse en

melanocitos antes o durante la migración desde el tubo neural. Los melanoblastos in

vivo comienzan a melanizarse justo antes de llegar a su destino (Nordlund, JJ., 1986;

Rawles, M., 1947; Weston, JA., 1970). La vía de maduración de los melanocitos no está

muy clara pero se cree que habn’a 2 estadios intermediarios entre melanoblastos y

melanocitos maduros. En el lugar de destino, los melanocitos son células

multidendríticas pigmentadas que se localizan principalmente en la base de la
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epidennis. Los melanocitos maduros son positivos para tirosinasa. La melanina, el

pigmento sintetizado por la enzima tirosinasa es transportada en melanosomas a través

de las prolongaciones dendríticas hasta los queratinocitos. En el adulto, los melanocitos

se dividen infrecuentemente, aproximadamente una vez al año (Pawelek, J., 1979). La

población de melanocitos en la piel es particularmente densa en los nevos, comúnmente

llamados lunares. También se encuentran en el ojo y otros epitelios, incluyendo

oreofaringe, esófago, intestino delgado y grueso, vejiga, ano y vagina. También se han

encontrado melanocitos en la cápsula de ganglios linfáticos dando lugar a la

especulación de que algunos melanomas de origen primario desconocido podrían

derivar de ganglios linfáticos.

Las células de melanoma crecen independientemente de los factores de crecimiento,

poseen anomalías cromosómicas numéricas y estructurales, son capaces de invadir otros

tejidos y de metastatizar. Avances recientes en técnicas de cultivo han pennitido

delinear cuales son los factores que controlan el crecimiento de melanocitos normales y

de células de melanoma. El estudio de los requerimientos para la proliferación in vitro

de los melanocitos normales ha ayudado a identificar factores que están activados en

células malignas y que serían potencialmente responsables de la independencia que

exiben las células malignas a factores exógenos de crecimiento y diferenciación. Se han

descripto cuatro grupos de factores que estimulan el crecimiento in vitro de melanocitos

normales humanos: l-hormonas peptídicas: b-FGF (factor básico de crecimiento de

fibroblastos), IGF-l (factor de crecimiento tipo insulina-1), insulina, EGF; 2- cationes y

proteínas que unen cationes: calcio, hierro, cobre, tirosinasa; 3-agentes que incrementan

los niveles intracelulares de CAMP:a-MSH (hormona estimulante de melanocitos alfa),

subunidad B de la toxina del cólera, toxina del tétanos y prostaglandina F2a; 4­

activadores de la proteína kinasa C: ésteres de forbol (Herlyn, M. y Houghton, AN.,

1992).

III-3-Evidencias clínicas y patológicas de la progresión tumoral

Las características clínicas e histopatológicas de la progresión tumoral en el sistema

de melanocitos humanos ha sido ampliamente descn'pto.

Los “nevos melanocíticos” (lunares) pueden ser considerados como neoplasias

benignas. Están presentes en casi todos los seres humanos, desde la infancia, alcanzando
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su mayor número en jóvenes adultos y declinando en la vejez. Las observaciones

histopatológicas sugieren que los nevos pueden regresar debido a una activa respuesta

inmune (Wayte DM y col, 1968) o debido a la diferenciación y senescencia o atrofia

(Goovaerts G y Buyssens N, 1988).

El término “nevo displásico” representa una lesión intermedia y está descripto como

un nevo con una disposición arquitectónica desordenada. Las características clínicas de

un nevo se describen en función de su tamaño, bordes y color. Los nevos displásicos

usualmente tienen un diámetro de al menos 5 mm, con bordes poco claros y color

irregular. Histológicamente, las lesiones contienen melanocitos atípicos distribuidos al

azar con núcleos grandes, y cambios arquitectónicos debido al irregular arreglo del

tejido conectivo que lo rodea (Clark, WH. Jr, 1991). Uno de los factores de riesgo que

mejor cor-relaciona con el melanoma son los nevos displásicos en individuos con

historia de melanoma familiar. Los nevos displásicos son considerados precursores de

melanoma ya que el 30 % de los melanomas espontáneos y el 70 % de los melanomas

familiares (Greene, MH y col, 1985 a y b) se desarrollan en la cercanía de nevos

displásicos. También se cree que los nevos congénitos gigantes pueden derivar en

melanomas.

En cuanto a los “melanomas primarios”, Clark (1991) ha distinguido entre los

melanomas in situ que poseen grandes células epiteloides con núcleos hipercromáticos y

los melanomas con fase de crecimiento radial (RGP). Estos tienen las mismas

características que los melanomas in situ, pero algunas células melanocíticas

individuales han invadido la dermis. Los melanomas RGP generalmente tienen más de

lO mm de diámetro y son asimétricos. Se pueden observar células en mitosis en la

epidermis, pero no en la dermis. Según Clark (1991), de 147 casos estudiados durante

más de lO años, ninguno recurrió ni metastatizó.

El crecimiento del “melanoma invasivo” puede darse con 2 tipos de patrones :

0 Crecimiento bifásico

o Crecimiento monofásico

El patrón de crecimiento bifásíco se caracteriza porque el melanoma presenta fase de

crecimiento radial (RPG) yfase de crecimiento vertical (VPG). La fase de crecimiento

radial se caracteriza por el crecimiento intraepidérmico. La lesión crece en forma

autónoma e invade la dermis papilar, pero carece de potencial metastásico (Clark,

W.H.Jr, 1987; Elder D.E., 1984). La fase de crecimiento vertical difiere del crecimiento

radial desde el punto de vista citológico y arquitectónico. La fase de crecimiento vertical
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generalmente presenta células de mayor tamaño, con mayor grado de atipía y aumento

del tamaño nuclear, respecto de la fase de crecimiento radial. A diferencia de los

melanomas RGP, los melanomas que presentan fase de crecimiento vertical son capaces

de metastatizar. Las lesiones VPG crecen alrededor de un círculo imperfecto y se

expanden en la dennis. La fase de crecimiento vertical implica un cambio cualitativo

que resulta en la selección de una población de células que tiene ventajas proliferativas

respecto a las demás células. Las células que presentan fase vertical de crecimiento

pueden reducir o perder la síntesis de pigmentos, de allí que estos melanomas sean

frecuentemente amelanóticos. Los melanomas con crecimiento monofásico proceden

puramente en fase vertical, sin fase de crecimiento radial.

Los melanomas invasivos pueden dividirse en 4 subtipos de acuerdo a su patrón de

crecimiento (Bamhill RL y Mihm MC Jr., 1989). Cada uno de estos subtipos presentan

características clínicas únicas con diferente pronóstico (ver anexo 3). Los melanomas de

tipo extensivo superficial (SSM), lentigo maligno (LMM) y acral lentiginoso (ALM)

presentan un patrón de crecimiento bifásico. Este patrón de crecimiento se caracteriza

por la proliferación de melanocitos intraepidémiicos (fase de crecimiento radial),

seguida de un crecimiento del nódulo expansible en la dermis (fase de crecimiento

vertical). Los melanomas de tipo nodular (NM) presentan un patrón de crecimiento

monofásico, donde el crecimiento del melanoma se realiza puramente en fase vertical,

sin fase de crecimiento radial.

Como mencionamos previamente la metástasis es el paso final del proceso de

progresión tumoral. Los pacientes con metástasis sistémicas de melanoma, tienen un

pronóstico muy poco alentador con una sobrevida promedio de 6 meses (Balch CM y

col., 1992). Generalmente, el paciente con metástasis fallece por el compromiso

anatómico directo y las alteraciones fisiológicas causadas por las metástasis en los

órganos comprometidos. Pulmón, cerebro e hígado son los sitios más comunes donde se

encuentran metástasis de melanomas, sin embargo, estas pueden encontrarse en

cualquier sitio del cuerpo
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III-4-Mole’culasexpresadas por células de melanoma

Los antígenos de superficie están involucrados en las interacciones célula-célula o

célula-matriz. Estos receptores pueden ejercer múltiples funciones a través de su rol

como intermediarios de eventos de señalización.

Las células de melanoma expresan una serie de integrinas diferentes, y la expresión de

algunas integrinas es mayor en células de melanoma metastásico que células de

melanoma primario. Este aumento de la expresión de integrinas con la progresión

tumoral es una caracteríastica de los melanomas ya que los tumores derivados de células

epiteliales en general suprimen la expresión de los receptores de adhesión (Herlyn M y

col, 1991). Diversos ensayos in vitro e in vivo muestran que las integrinas juegan un rol

importante en la tumorigenicidad, invasión, angiogénesis y metástasis de melanoma

(Danen, El-I. y col, 1995). Cambios en el nivel de expresión de integrinas, tales como el

aumento en la expresión de avB3, avBl, (1461, así como la disminución en la

expresión de OLÓBIestán relacionados con la progresión del melanoma (Edward M,

1995). La integrina avB3 jugaría un rol muy importante durante los procesos de

invasión y metástasis de melanoma (Seftor REB y col, 1992 ; Nip J y col, 1992). El el

aumento de la expresión de esta integrina en el melanoma coincide con la transición de

fase de crecimiento radial a fase de crecimiento vertical y por lo tanto estaría

relacionado con la adquisición de un fenotipo maligno y la penetración de la membrana

basal por las células tumorales. Aún no están totalmente claros los mecanismos de

transducción de señales mediados por estas integrinas en melanoma. Es importante

investigar cómo ocurre esta señalización ya que los antagonistas de adhesión podrían

resultar en un nuevo punto de vista terapéutico para prevenir la formación de metástasis.

III-S-Melanoma y marcadores tumorales.

Algunos marcadores antigénicos han sido utilizados para investigar la diferenciación de

los melanocitos y la patogénesis del melanoma (Duray, P., 1988; Balch Ch.M., 1992).

Dos marcadores ampliamente usados son las proteínas S-lOO y HMB-45, las cuales

pueden ser detectadas por anticuerpos específicos sobre secciones de tejido embebidas

en parafina. S-lOO es expresada por casi todos los melanomas, pero es expresada
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además por sarcomas y un subgrupo de carcinomas. Por su parte HMB-45 es un

marcador más específico de células melanocíticas, pero no es siempre positivo en

melanomas metastáticos. Por lo general ambos marcadores son más efectivos cuando se

aplican formando parte de una batería de marcadores. Otros marcadores de superficie

celular pueden ser exitosos en el pronóstico de la enfermedad (ejemplo: propensión para

metástasis distantes), incluyendo la molécula-l de adhesión intercelular, el gangliósido

GD2 y la subunidad B3 de las integrinas (Purkel, CS. y col, 1982; Albelda, SM. Y col,

1990).

Los estudios del crecimiento, adhesión y diferenciación del melanoma pueden llevar

al desarrollo de nuevas herramientas farmacológicas y/o aproximaciones biológicas para

estrategias terapéuticas. Al respecto, el presente trabajo de tesis puede enmarcarse en

esta búsqueda, a través del estudio del rol de la proteína SPARC y la progresión del

melanoma humano.

III-6-Líneas celulares de melanoma

El comportamiento de las células neoplásicas puede ser estudiado mediante la

utilización de cultivos celulares. Los cultivos celulares “inmortalizados” constituyen

una “línea celular”. Estas representan un modelo simplificado para realizar estudios a

nivel celular, subcelular y/o molecular. Las líneas celulares son muy útiles como fuente

constante de células bien caracterizadas y de un tipo relativamente uniforme. Estas son

capaces de crecer en medios de cultivo definidos y permiten realizar experimentos para

medir las respuestas celulares a distintos factores externos. Las líneas de melanoma en

cultivo constituyen una herramienta muy importante en el estudio del melanoma. En

esta tesis se utilizaron diferentes líneas celulares, derivadas de metástasis de melanomas

humanos: IIB-MEL-LES, IIB-MEL-IAN (Kairiyama, C. y col., 1995) e IIB-MEL-J

(Guerra, L. y col, 1989). Estas 3 líneas fueron establecidas y caracterizadas en el

laboratorio del Dr. Mordoh de la Fundación Campomar.

Estudios previos, llevados a cabo por la Dra. Claudia Kairiyama con el objeto de

comparar la capacidad invasiva in vitro de las distintas líneas celulares mencionadas,

mostraron que la línea IIB-MEL-LES presentó una capacidad de atravesar membranas

basales reconstituídas (Matrigel) 5-10 veces mayor que las otras 2 líneas (Figura 6A).

Cuando los medios condicionados por estas células fueron analizados por zimografía se
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observó que la mayor capacidad invasiva observada in vitro correlacionaba con un

aumento en la expresión de la actividad de MMP-2 (72 kDa, metaloproteasa de matriz­

2, o gelatinasa A) (Figura. 6B y C). Además, se observó que el antisuero anti-MMP-2

fue capaz de bloquear completamente la actividad gelatinolítica de las células y redujo

su capacidad invasiva en un 50 %. Estas líneas también presentaron diferencias en la

tasa de crecimiento en ratones atímicos. Cuando los ratones fueron inyectados con un

inóculo tumorigénico de 3 x 106células, la aparición de tumores con un volumen medio

de 0,1 cm3se observó al cabo de 34 i 3,3 días (media i d.s.), 42,5 i 6,5 días y 51,5 i

5,7 días, en ratones inyectados con células IIB-MEL-LES, IIB-MEL-IAN e IIB-MEL-J,

respectivamente.

Estas 3 líneas fueron utilizadas en esta tesis para el estudio del rol de SPARC en

melanoma.

Células/campo
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Figura 6: Análisis de la capacidad invasiva in vitro de células de melanoma humano. A)

Ensayo de invasividad de membranas basales reconstituidas (Matrigel).

B y C) Expresión de MMP-2 en líneas de melanoma humano yfibroblastos HFL-I. B) Análisis

de la actividad gelatinolítica y C) análisis por western blot, de medio condicionado libre de

suero obtenido de las distintas líneas celulares.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fiJe determinar el rol de la proteína de matn'z

extracelular, SPARC, en el desarrollo y la progresión del melanoma humano. Para ello,

planteamos:

* Caracterizar la expresión de SPARC en muestras de melanoma humano y en distintas

líneas celulares de melanoma.

* Evaluar los niveles de expresión de SPARC en los distintos estadios que llevan al

desarrollo del melanoma maligno.

* Analizar el rol de SPARC en distintos procesos involucrados en el desarrollo y progresión

tumoral mediante la utilización de secuencias antisentido.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Expresión de SPARC recombinante en E. Coli

El cDNA de longitud completa que codifica para SPARC humana (-55 al +1704) fue

clonado en el sitio Sali I del vector pBlue Script II SK+. Por mutagénesis dirigida se generó

un codón de iniciación ATG, río arriba de Ala 18 en la secuencia codificante que fue

posteriormente subclonada en el vector de expresión pET-3b en los sitios Nde I-BamH I.

Células BL-2l (DE3) transformadas con el plásmido pET-3b o con el plásmido pET­

3b/SPARC fueron crecidas a 37 °C hasta una ODóooz0.5, inducidas con 1 mM de isopropil­

B-D-tiogalactopiranósido (IPTG) e incubadas a 28 °C durante 3 horas.

Figura 7: Inducción de la expresión de SPARCr dependiente de IPT G. Cultivos de la cepa de

E.coli BL-21 transformadas con el plásmido pET-3b/SPARCfueron crecidos a 37 °Ce inducidos o

no, con IPTG 1 mM Al cabo de 3 hrs. a 28 0C,alícuotas de 1 ml de cultivo fueron removidas,

centrifugadas a 16.000 x g durante 1 min, resuspendidas en bufler 50 mM Tris ClH, pH: 8 y

sonicados. Las muestrasfueron centrifugadas y 15 ug deproteína totalfueron sembradas en un gel

de poliacrilamida desnaturalizante al 10 % en condiciones reductoras. A) Tinción con azul de

Coomasie. B) Western blot. Se utilizaron anticuerpos específicos dirigidos contra SPARC humana

cedidos gentilmentepor el Dr. Paul Basset (Estrasburgo, Francia).



Materiales y Métodos

Purificación y caracterización de SPARCr

Los precipitados bacterianos fueron lisados y sonicados como se describió previamente

(Podhajcer y col, 1996). Los lisados celulares fueron centrifugados a 100.000 x g durante l

hr. y el sobrenadante fue precipitado con sulfato de amonio al 80%. Después de la

centrifugación el precipitado fue resuspendido en buffer 50 mM Tris ClH, pH: 8 en

presencia de 6 M de Urea y sembrado en una columna de DEAE-Sephacel (Pharmacia,

Suecia). La columna fue lavada con 3 volúmenes de 150 mM NaCl y la proteína eluída con

un gradiente continuo de NaCl (150-400 mM). SPARC recombinante (SPARCr) eluyó a

250-300 mM NaCl y fue dializada contra PBS en presencia de concentraciones decrecientes

de urea hasta que ésta fue completamente eliminada (Figura 8).
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Figura 8: Purificación de SPARCr.
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A) Patrón de elución de la columna de DEAE-Sephacel. La concentración de proteínas fue

ceterminada en cada fracción por el método de Bradford (1976). Felcha gris: indica el inicio del

lavado con 150 mM. de NaCl. Flecha negra." indica el inicio del gradiente continuo de NaCl (150­

400 mm. Se indica el pico de elución de SPARCr.

B) Análisis en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10 % . Las muestras fueron sometidas a

electroforesis en condiciones reductoras y el gel fue teñido con azul de Coomasie. El número de

fracción de la columna se indica en la parte superior de cada calle y los valores de los marcadores

de peso molecular se muestran en la columna de la izquierda.

Esta muestra fue utilizada para obtener el antisuero anti-SPARCr en conejo de acuerdo a

un protocolo estándar de inmunización (Harlow y Lane, 1988). Este suero es capaz de

reconocer una única banda de 42 kDa, correspondiente al peso molecular descripto para

SPARC humana nativa (Sage, EH. y col., 1989), en medio condicionado en ausencia de

suero, por fibroblastos HFL-l. No se observó inmunoreactividad cuando el suero fue

ensayado sobre medio condicionado por líneas celulares de mama como MCP-7 que no

expresan el mRNA de SPARC (Podhajcer, OL., 1996) (Figura 9). El suero pre-inmune n o

fue capaz de detectar la expresión de SPARC en el medio condicionado de células HFL-l.

La expresión de SPARC en tumores de mama fue analizada por la Dra. Inés Bravo

(Hospital Castex) utilizando este suero. La localización de la proteína fue detectada en los

fibroblastos vecinos a las células malignas, de acuerdo a lo descripto previamente por

Podhajcer y col (1996).
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Figura 9 :Inmunodeteccio'n de SPARC. 30 ,ug de proteína total obtenida a partir de medio

condicionado libre de suero (obtenido como se detalla a continuación) por las líneas celulares

indicadas fueron sembrados en cada calle. Las proteinas fueron separadas en un gel de
' 1 .1puliuu " ‘ uliauníc al 10 % en condiciones reductoras. El inmunoblotfue realizado de

acuerdo a lo descripto más adelante (Western blot, sección Materiales y Métodos) usando el suero

anti-SPARCr, dilución I : 1000. Los valores de los marcadores de peso molecular se muestran en

la columna de la izquierda)

Líneas celulares

Las líneas celulares IIB-MEL—LES, IIB-MEL-J e IIB-MEL-IAN fueron establecidas a

partir de melanomas metastásicos humanos (Guerra, L. y col., 1989; Kairiyama, C. y col.,

1995) y fueron crecidos en medio “melanoma”. Este consiste en una mezcla de medio

Eagle modificado por Dulbecco: medio F-l2 (DMEM : F-12, 1 :1) suplementado con lO %

suero fetal bovino (SFB) (Gibco), 20 nM de selenito de sodio, 100 “M de ácido ascórbico,

0,3 mg/ml de galactosa, 0,15 mg/ml de piruvato de sodio y 5 ¡ig/ml de insulina. Los

fibroblastos de pulmón humano de origen fetal, HFL-l (ATCC, CCL 153) y las células

mesoteliales IIB-FI (establecidas a partir de ascitis de mama humano en el laboratorio del
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Dr. J. Mordoh), fueron crecidas en medio DMEM en presencia de lO % SFB y antibióticos

(penicilina: 2,5 unidades/ml y estreptomicina: 2,5 pg/ml). La línea celular de cáncer de

mama humano, MCP-7 fue crecida en DMEM1F12 (l :1) suplementado con 2 mM de

glutarnina, lO ug/ml de insulina, 10 % SFB y antibióticos. Los cultivos fueron mantenidos

a37°Cy5%C02.

Obtención de RNA y análisis por Northern blot

El RNA total de las líneas celulares fue preparado por el me’todo de Chomczynski y

Sacchi (1987). Los melanomas humanos o los inducidos en ratones atímicos fueron

limpiados, cortados en pequeños fragmentos, lavados con PBS y resuspendidos en buffer

en presencia de isotiocianato de guanidina. Después de homogeneizar los tejidos con un

Politron (Janke & Kunkel KGIKA-WERK, Staufen im Breisgau, Alemania), el RNA total

también fue extraído por el método de Chomczynski y Sacchi (1987). Este fue sometido a

electroforesis en geles de agarosa al l % y transferido a membranas de Nylon (Hybond N,

Amersharn, Arlington Heights, IL). Después de fijar el RNA a las membranas con radiación

UV, estas fueron hibridizadas con sondas de cDNA marcadas con 32P por la técnica de

“random priming” (l x lO6 cpm/ml) (Promega) en presencia de 50 % de forrnamida a 42

°C. Las membranas fueron lavadas 2 veces, 15 minutos cada lavado, con 2X SSC, 0,1 %

SDS a temperatura ambiente y 4 veces a 55° C, 15 minutos cada lavado, con 0,1X SSC y

0,1 % SDS. La cantidad e integridad del RNA fue confirmada después de la transferencia

por tinción de la membrana con azul de metileno y también mediante hibridización con un

cDNA correspondiente al gen 36B4 (Basset y col, 1990), el cual codifica para una

fosfoproteína ribosomal (Laborda, 1991). Para detectar la expresión de SPARC se usó un

cDNA de SPARC humano que se extiende desde el nucleótido (+) 110 al (+) 1150

(Podhajcer y col, 1996). La presencia del mRNA de MMP-2 fue detectada utilizando una

sonda que se extiende desde el nucleótido (+) 142 a (+) 2150 provisto gentilmente por el

Dr. P. Chambon (Estrasburgo, Francia). La expresión de fibronectina fue detectada usando

una sonda de cDNA cedida gentilmente por el Dr. Alberto Komblihtt (Bs.As., Argentina).
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Obtención de Medios Condicionados (MC)

Los medios condicionados (MC) se obtuvieron a partir de células semiconfluentes

mantenidas en ausencia de suero durante 24 hrs. Las células fueron lavadas 3 veces con

PBS y mantenidas en ausencia de suero durante 24 hrs. Luego de este periodo, el medio fue

centrifugado durante 10 minutos a 1.500 rpm en centrífuga clínica, para eliminar los restos

celulares. Los MC fueron precipitados con sulfato de amonio al 80% de saturación durante

l hr. a 4 °C y centrifugados a 10.000 x g durante 2 hrs. El precipitado se disolvió en PBS en

presencia de inhibidores de proteasas (PMSF lmM, EDTA l mM) y se dializó contra el

mismo buffer. Las muestras dializadas fueron alicuotadas y conservadas a -70 °C hasta ser

utilizadas.

Análisis por Western blot

La presencia de SPARC fue analizada en medios condicionados y en extractos proteicos de

líneas celulares y muestras de melanoma humano. Los extractos proteicos de lineas

celulares se obtuvieron a partir de monocapas de células confluentes. Después de lavar 2

veces con PBS, las células fileron lisadas con buffer 10 mM Tris-ClH, pH: 8.0; 150 mM

NaCl; 0,1 % NP-40 en presencia de inhibidores de proteasas (PMSF lmM, EDTA l mM).

Después de centrifugar a 10.000 x g durante lO minutos a 4 °C, los sobrenadantes fueron

recuperados y posteriormente utilizados en los ensayos de western blot. Las muestras de

melanomas humanos fueron cortados en pequeños fragmentos, pulverizadas en nitrógeno

líquido y resuspendidas en buffer 10 mM Tris-ClH, pH: 7.4; 0,5 mM DTT e inhibidores de

proteasas. Los lisados fiJeron homogeneizados con un Politron y centrifugados a 4 °C

durante 10 minutos a 1.000 x g. El sobrenadante fue recuperado y centrifugado a 100.000 x

g durante 2 horas para obtener la fracción soluble. Después de lavar, el precipitado fue

resuspendido en 50 mM Tris-ClH, pH: 8.0, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM

MgClz e inhibidores de proteasas. La concentración de proteinas presente en las distintas

muestras fue cuantificada por el método de Bradford (1976). Las muestras fueron separadas

en geles de poliacrilarnida desnaturalizantes al 10 % en condiciones reductoras y

transferidas a membranas de nitrocelulosa. Después de bloquear con leche descremada al
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3% en PBS, las membranas fueron incubadas durante 16 hrs. a 4 °C con el antisuero anti­

SPARC (dil 1/1000). Después de lavar con 0.05 % Tween-20 en PBS a temperatura

ambiente las membranas fueron incubadas durante 2 hrs. con IgGs de cabra anti IgG de

conejo acoplada a fosfatasa alcalina (Jackson immnuno Research Laboratories, West

Grove, PA). Las bandas fueron detectadas en presencia de Nitro-blue tetrazolium y 5­

bromo-4-chloro-3-indoil fosfato (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD).

Tratamiento con tunicamicina

Células IIB-MEL-LES en 80% de confluencia fueron lavadas 2 veces con PBS e

incubadas en medio melanoma libre de suero. Al cabo de 5 horas, este medio fue

descartado y reemplazado por medio fresco en presencia o no de 4 pg/ml de tunicamicina.

Después de una incubación de 16 hrs., los medios fueron recuperados, concentrados con

sulfato de amonio y analizados por Western blot.

Remoción de azúcares por tratamiento enzimática

El medio condicionado libre de suero obtenido a partir de células IIB-MEL-LES fue

concentrado con sulfato de amonio como ha sido descripto previamente. Treinta ug de

proteína total fueron tratados con endo H (endo-B-N-acetilglucosaminidasa H, Sigma

Chemical Co), PNGasa F (péptido: N-glucosidasa F, Biolabs, Beverly, MA) o con

Neuraminidasa (Biolabs). Las digestiones enzimáticas con endo H y PNGasa F fueron

realizadas bajo condiciones desnaturalizantes. Muestras control sin enzima fueron

incubadas en el mismo buffer que las muestras que contenían las glicosidasas. El

tratamiento con endo H (5 ul de 1.0 unidad/ml) fue llevada a cabo en 60 ul de 0,05 M de

citrato de sodio pH 5,3. La mezcla de reacción fue incubada durante 16 horas a 37° C. La

digestión enzimática con PNGasa F (3 unidades en un volúmen final de 60 ul) fue llevada a

cabo en 0,05 M fosfato de sodio, pH 7,5 en presencia de 1% NP-40. El tratamiento con

neurarninidasa se realizó en 0,15 M de acetato de sodio, pH 5,0; usando 10 mU de enzima a
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37 °C durante 16 horas. Las reacciones se frenaron por el agregado de buffer conteniendo

SDS y B-mercaptoetanol, y calentamiento. Las muestras fueron analizadas por western blot.

Como control de la actividad endo H y PNGasa F se utilizó RNAsa B. Como control de la

actividad de neuraminidasa utilizamos 2’-(4 methylumbelliferyl)-a-D-N-acetylneuraminic

acid (4 MU-NANA).

Tratamiento con inhibidores de proteasas

Células en 80 % de confluencia fueron lavadas con PBS e incubadas durante toda la

noche en presencia de diferentes inhibidores de proteasas. Las concentraciones finales de

los inhibidores de proteasas utilizados fueron: leupeptina, 0.01 mM; EDTA, 0.5 mM y

pepstatina A, 0.001 mM. Al terminar la incubación los medios condicionados fueron

concentrados con sulfato de amonio y dializados contra PBS en presencia de los inhibidores

correspondientes en presencia de PMSF y EDTA. Treinta ug de proteína total fueron

separados por SDS-PAGE lO % y transferidos a membranas de nitrocelulosa para ser

analizadas por western blot.

Regulación de la expresión del mRNA de SPARC por factores de crecimiento

Células de melanoma en 80% de confluencia fueron lavadas 2 veces con PBS y

mantenidas en medio sin suero. Al cabo de 24 horas las células fueron nuevamente lavadas

con PBS e incubadas en medio libre de suero suplementado con 5 ng/ml de TGF-B

recombinante (gentileza del Dr Santa Coloma, Bs As, Argentina), 5 ng/ml EGF o lO ng/ml

de TPA (phorbol 12 myristate 13-acetate, Sigma Chemical Co, San Diego ). Después de los

tiempos indicados, las células fueron lavadas 2 veces con PBS y resuspendidas en buffer en

presencia de isotiocianato de guanidina para la extracción de RNA. Un procedimiento

similar fue utilizado para las células HFL-l.
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Expresión de SPARC antisentido

El cDNA completo de 1,6 Kb (15-1698) codificante para SPARC humana fue inicialmente

aislado de un banco de cDNA de cáncer de mama y clonado en el sitio Sal I del plásmido

pBlue Script Il SK+, en orientación antisentido. Un clon conteniendo el cDNA de SPARC

en la orientación antisentido fire escindido con Hind III y Apa I y subclonado en la misma

orientación en los sitios Hind III/Apa I del vector de expresión de mamíferos Rc/CMV

(lnvitrogen), bajo el promotor de citomegalovirus para crear el plásmido pCMV/SPas

(Figura 10). Las células de melanoma fiieron transfectadas con pCMV/SPas por

coprecipitación del DNA con fosfato de calcio. Las transfectantes estables fiJeron

seleccionados con geneticina (0,5 mg/ml', GIBCO-BRL, Garthersberg, MD.) Los clones

fiJeron obtenidos por aislamiento de colonias (n'ng cloning) o por dilución límite.
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Figura 10 : Vectorde expresión en

mamíferos pCMV/SPas.

EI cDNA de SPARC antisentido fiJe

subclonado en eI sitioHindIII/Apa I.

Análisis por ELISA

30 ul de medio condicionado concentrado fueron sembrados por duplicado en placas de

96 pocillos y secados durante 16 hrs. a 37 °C. El pegado inespecífico fue bloqueado con

leche descremada al 5 % durante 2 hrs. a temperatura ambiente. Las muestras fueron

incubadas durante 16 hrs. a 4 °C con el suero anti-SPARC (dilución 1/250). Después de

lavar con PBS-BSA al 0,1 %, la presencia de SPARC fiJe detectada usando un suero de

cerdo anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a peroxidasa (Dako, Carpinteria, CA).

Después de lavar, la reacción se llevó a cabo en presencia de O-fenildiamina, y la

absorbancia se leyó a 415 nm. Los resultados se obtuvieron a partir de una curva estándar

usando SPARCr purificada (rango: 0-50 ug/ml). El ensayo se realizó por triplicado a partir

de distintos lotes de MC.
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Ensayos de Invasión y Migración

1. Células tumorales

La capacidad invasiva de las células tumorales parentales y de las células transfectadas fue

determinada utilizando “cámaras de Boyden” modificadas de 24 pocillos (Transwell,

Costar, Cambridge, MA). Filtros de policarbonato (Nucleopore) libres de

polivinilpirrolidona (PVP), de poro de 8 um de diámetro fueron cubiertos con 5 ug de

Matrigel (Collaborative Research Bedford, MA) y secados en flujo laminar. El medio

condicionado por fibroblastos HFL-l, libre de suero (DMEM : 0,1 % BSA) fue utilizado

como quimioatractante en los ensayos de invasión y migración. Las células utilizadas en

estos ensayos fueron cosechadas con buffer citrato (0,13 M citrato de sodio y 0,015 M

KCl), lavadas 2 veces con PBS y resuspendidas en DMEM: 0,1 % BSA (1 x 106

células/ml). Las células fueron mantenidas l hr. a temperatura ambiente y sembradas en el

interior del transwell (100.000 células por pocillo). Luego de ser incubadas durante 16-18

hrs. a 37 °C en 5% C02, las células de la fase superior del filtro fueron removidas con un

isopo de algodón, los filtros fueron fijados en metano] y teñidos con hematoxilina. Se contó

el número de células de por lo menos 10 áreas distintas en la superficie inferior del filtro

(aumento 400 X). Cada experimento se realizó por triplicado. Los experimentos fueron

repetidos 3 veces. El análisis estadístico se realizó utilizando ANOVA y el test de Tukey

Kramer.
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:1
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Figura II: A) Esquema de la cámara a'e Boydenempleada en los ensayos de

invasividad con matrigel. B) Microfotografia de un ensayo de invasívidad realizado en presencia

de Malrigel durante 24 hs. Las célulasfileron Ieñidas con hematoxilinayfotografiadas con objetivo

de 400 X

Los ensayos de migración se llevaron a cabo por un procedimiento similar al descripto

anteriormente, en ausencia de Matrigel y utilizando filtros embebidos en gelatina para

aumentar la adhesión de las células a filtros (Yabkowitz y col, 1993).

2.Leucocitos

La migración de PMNLs fue determinado utilizando “cámaras de Boyden” modificadas.

En este caso se utilizó como quimioatractante medio condicionado llibre de suero en

presencia de 0,5 % seroalbúmina humana (HAS) (Universidad de Cordoba, Córdoba,

Argentina). 100 ul de PMNLs a una densidad de 1,25 x lO6 células/ml en medio RPMI

1640 y 0,5 % HAS fueron sembrados sobre filtros de policarbonato (Nucleopore) libres de

PVP con poros de 3 um de diámetro y montados sobre la cámara. Luego de ser incubados

durante 45 minutos a 37 °C y 5 % C02, el número de células que migró hacia la cámara

inferior fue determinado por citometría de flujo (Cyton Absolute, Ortho Diagnostic System,

Raritan, NJ). Cada ensayo se realizó por triplicado y fueron repetidos 3 veces. Los datos

fueron analizados por ANOVA, y Test de Tuckey Kramer.

Ensayos de adhesión

En los ensayos de adhesión, placas de 96 pocillos fueron recubiertas con 5 ug de Matrigel,

secadas en flujo laminar durante 2 hrs. a temperatura ambiente. Las células fueron

cosechadas con buffer citrato, lavadas con PBS y resuspendidas en DMEM (2,5 x 105

células/ml). Se sembraron 25.000 células/pocillo. A distintos tiempos, las placas fueron
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lavadas con PBS para remover las células no adheridas y fijadas con paraformaldehido. Se

contó el número de células adheridas en 10 áreas diferentes en la superficie inferior del

filtro. Cada ensayo se realizó por triplicado y fue repetido 3 veces. El análisis estadístico se

realizó utilizando ANOVA y el test de Tukey Kramer.

lnmunofluorescencia indirecta sobre células en suspensión

Las células de melanoma fueron cultivadas en medio melanoma hasta confluencia. Las

células adheridas fueron lavadas con solución fisiológica (SF: 0,9 % NaCl) y despegadas

por incubación a 37 °C con SF/EDTA 0,05 %. La suspensión celular resultante fue diluída

y centrifugadas a 450 x g durante 8 minutos. El precipitado fue resuspendido en un

volúmen adecuado de PBS/ 0,5 % BSA/ ),01 % azida sódica (PBA) para obtener una

suspensión de 107 células/ml. 50 ul de la suspensión celular fueron incubados con el

anticuerpo monoclonal anti a5, (clon VC5, 6th Workshop on Human Leukocytes

Differentiation Antigens), dilución 1:100 durante 45 minutos en hielo. Las células fueron

lavadas dos veces con PBA e incubadas en 50 ul de F(ab’)2 de cabra anti-inmunoglobulinas

de ratón conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (DAKO A/S, Dinamarca)

dilución 1:50. Luego de 45 minutos, las células fueron lavadas con PBS frío y

resuspendidas en el mismo buffer frío.

La intensidad de fluorescencia fue cuantificada, sobre células vivas, con un citómetro de

flujo (FAC-Star Plus, Becton Dickinson, Mountain View, CA). Los resultados fueron

analizados con el software WínMDI V2.3 (Trotter J, 1996).

Zimografía

El análisis de la actividad gelatinolítica se llevó a cabo en geles de poliacrílamida al 10

% en presencia de SDS al 10 % copolimerizados con 0,2 % de gelatina (Sigma, St. Louis,

MO). Una parte del medio condicionado libre de suero obtenido como se describió

anteriormente fue mezclado con una parte de buffer de Laemmli (sin B-Mercaptoetanol) e

47



Materiales y Métodos

incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de ser sembrado en el gel.

Después de la electroforesis, los geles fueron lavados durante 30 minutos con cada uno de

las siguientes soluciones:

l) 50 mM Tris-HCl pH 7.5; 2.5% Tritón X-lOO.

2) 50 mM Tris-HCl pH 7.5; 2.5% Tritón X-100, 5 mM CaClz; 1 uM ZnClz

3) 50 mM Tris-HCl pH 7.5; 5 mM CaClz; l uM ZnClz.

Finalmente los geles fueron incubados a 37 °C durante 16 hr. en el último buffer. La

tinción de los geles fue realizada con una solución de azul de Coomasie R-250 l % en

metanol 40 % y ácido acético 10 %. El exceso de colorante fue eliminado con una solución

de metano] 40 % y ácido acético 10%. La actividad gelatinolítica de las enzimas fue

detectada como bandas transparentes sobre un fondo azul.

Como control de expresión de la enzima MMP-2 se uso medio condicionado de la línea de

fibroblastos fetales HFL-l. Para una mejor caracterización de las bandas gelatinolíticas, el

ensayo se realizó en forma paralela en ausencia de CaClz y ZnClz, y en presencia del agente

quelante EDTA (20 mM).

Aislamiento de PMNLs

Los leucocitos utilizados en los ensayos de migración y adhesión, fueron aislados a partir

de sangre perisférica de donantes sanos. La sangre fue extraída en presencia de heparina

(3,4 U/ml). Los eritrocitos fueron separados por sedimentación con dextrán 6 % en solución

salina (1:5 de sangre) durante l hr. a temperatura ambiente. Posteriormente el sobrenadante

fue centrifugado a 200 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El pellet fue

resuspendido en buffer Tl(0,8 % NaCl; 0,02 % KCl; 0,005 % Na2P04 - HZO; 0,1 %

Glucosa) conteniendo plasma pobre en plaquetas (PPP) lO % y sembrado sobre un

gradiente de percoll (Sigma, St. Louis, MO) discontinuo, 62 %- 77 % para obtener

fracciones enriquecidas en PMNLs y MNLs (leucocitos mononucleares). El gradiente fue

centrifugado a 200 x g durante 15 minutos a temperatura ambiente. La banda ubicada en la

interfase Percoll 62 %-77 % enriquecida en PMNLs fue recuperada, diluída en buffer Tl y

centrifugada a 200 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el
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precipitado fue resuspendido en medio RPMI 1640 y 0,5 % HAS y las células fueron

cuantificadas en cámara de Neubauer. Se utilizó azul tripán 0,5 % para determinar

viabilidad celular y cristal violeta para diferenciar PMNLs de MNLs. Los ensayos se

llevaron a cabo con preparaciones de PMNLs con un 95 % de pureza.

Análisis histológicos

Para la detección de SPARC por inmunohitoquímica, se utilizaron fragmentos de tejido

incluídos en bloques de parafina. La detección inmunohistoquímica de SPARC fue

realizada sobre cortes de 5 um. La peroxidasa endógena fue eliminada con 2 % H202 en

metanol. La eliminación melanina se hizo por procedimientos descriptos previamente

(Luna, 1960) y fue chequeada usando un control de PBS en lugar del primer anticuerpo.

Después de bloquear con 10 % de suero normal de cabra, durante 15 min. a temperatura

ambiente, los cortes fueron incubados durante 16 hrs. a 4 °C con el suero policlonal de

conejo anti-SPARC o con suero no inmune (dilución 1/750 en PBS). Después de lavar, los

cortes fueron incubados con suero de cabra anti-conejo biotinilado. Se utilizó un complejo

avidina-biotina-peroxidasa siguiendo las instrucciones del fabricante (Vectastain, Vector

Laboratories, Burlingame, CA). La reacción de revelado fue desarrollada en presencia de

0,02 % diaminobenzidina y H202.

Experimentos in vivo

Ratones Balb/c nu-nu de 8-12 semanas de edad fueron utilizados para llevar a cabo los

experimentos in vivo. Todos los animales fueron provistos por el bioterio de 1a Comisión

Nacional de Energía Atómica (CONEA). Se utilizaron 6-10 ratones por grupo

experimental.
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RESULTADOS

Inmunodetección de SPARC en melanoma humano.

Con el objeto de estudiar la expresión de SPARC, 6 extractos de melanoma

metastásico humano de distintos orígenes fueron analizados por ensayos de western

blot. En todas las muestras estudiadas se observó un doblete de 40-45 kDa, mientras que

2 de los casos estudiados presentaron un doblete de menor peso molecular que la

proteína recombinante (Figura 12A). No se detectó inmunoreactividad cuando las

mismas muestras fueron enfrentadas a un suero preinmune.
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Melanomas Metastásicos
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Figura 12: Inmunodetección de SPARC en melanomas metastásicos y líneas celulares de

melanoma.

A) 100 ug de proteína total obtenida a partir de extractos tumoralesfueron sembrados en cada

calle. Sitio de orígen de metástasis: nódulo linfático: muestras 1, 2, 4 y 5; dermis: muestra 6;

víceras: muestra 3. B) Cada calle fue sembrada con 30 ,ug de proteína total obtenida a partir

50



Resultados

de medio condicionado libre de suero (ver Materiales y Métodos). Se muestra la movilidad de

SPARC recombiname (SPARCr). Las proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida

desnaturalizante al 10 % en condiciones reductoras. El inmunoblo!fue realizado de acuerdo a

los descripto en Materiales y Métodos usando el suero anti-rSPARC (dil I : 1000). Los valores

de los marcadores de peso molecular se muestran en la columna de la derecha. Se indica la

migración de láctico deshidrogenasa y triosafosfato isomerasa.

Cuando se estudió la expresión de SPARC en líneas de melanoma humano se observó

que la proteína era principalmente secretada. Las 3 líneas de melanoma estudiadas

mostraron una forma mayoritaria de 40-45 kDa. En 2 de las líneas analizadas (IIB­

MEL-LES, IIB-MEL-IAN) se observó un segundo doblete de 34-36 kDa (Figura 12B).

Como control positivo se com'ó medio condicionado por fibroblastos humanos HFL-l

que secretan una forma de 42 kDa correspondiente al tamaño descripto SPARC

glicosilada (Sage, EH. y col. 1984). En la figura 12 B también se observa la expresión

de SPARC en células mesoteliales obtenidas a partir de ascitis humano (IIB-FI). Como

control negativo se corrió medio condicionado por células de cáncer de mama MCF-7

que no expresan mRNA de SPARC (Podhajcer y col, 1996).

Expresión del mRNA de SPARC en melanoma humano

Con el objeto de confirmar que las distintas formas de SPARC observadas por

ensayos de western no eran resultado de “splicing alternativo”, analizamos la expresión

del mRNA de SPARC por northern blot.

En la figura 13 se muestra que las tres líneas de melanoma humano estudiadas

expresan constitutivamente altos niveles de mRNA de SPARC, asi como también los

tumores obtenidos a partir de estas líneas en ratones atímicos. Solo se observaron las 2

formas del mRNA de SPARC humana descriptas previamente de 3.0 y 2.2 Kb (Howe

CC. y col, 1990; Podhajcer y col, 1996). No se observaron variantes resultado de

splicing alternativo en ninguna de las muestras testeadas.
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Figura 13: Análisis por northern blot de la expresión de SPARC en líneas de melanoma

humano y en tumores experimentales. 12 ,ug de RNA total correspondiente a las líneas

celulares indicadas 0 a tumores obtenidos por inyección de estas líneas en ratones atímicos

fueron sembrados en cada calle. Las membranas fiteron hibridizadas utilizando como sonda

CDNAde SPARC marcado con 32P,deshibridízadas y rehibrídizadas con el cDNA a'e 3684. Las

placas autorradiográficas fueron expuestas durante 72 y 24 hrs. respectivamente a -70° C.

La expresión del mRNA de SPARC fue estudiada en 14 melanomas metastásicos

humanos de distinto origen. Como se observa en la figura 14, el 100% de los tumores

analizados mostró niveles variables de expresión del transcripto de SPARC de 2.2 Kb.

No se observaron variantes resultado de splicing alternativo en ninguna de las muestras

testeadas. Las diferencias en los niveles de expresión no están relacionados con el sitio

de orígen de las metástasis (Figura 14).



Resultados

Melanomas Metastásicos

1234567891011121314

+28s
+18 s

Figura 14: Análisis por northern blot de la expresión de SPARC en melanomas metastásicos:

8 ug de RNAtotal obtenido a partir de diferentes melanomas metastásicos fueron sembrados en

cada calle. Sitio de orígen de la metástasis: pulmón: muestra I; nódulo linfático: muestras 3, 4,

6, 8, II, 12 y 14; dermis: muestras 2, 5, 7 y 13; cerebro: muestra 10; víceras, muestra 9. Panel

superior: La membrana fue hibridizada utilizando como sonda CDNAde SPARC marcado con

32P. Tiempo de exposición de la placa autorradiográfica: 72 horas a -70° C. Panel inferior:

Tinción con azul de metileno.

Las distintas formas de SPARC son producto de una glicosilación y clivaje

diferencial

Los resultados obtenidos en los ensayos de northern nos llevaron a plantear que las

distintas formas de SPARC secretadas por células de melanoma humano serían

resultado de distintas modificaciones post-traduccionales. En base a evidencias previas

que indican que SPARC es una glicoproteína N-glicosilada, determinamos inicialmente

si las diferencias en el peso molecular de las diferentes bandas de SPARC secretada por

líneas de melanoma humano se debían a una glicosilación diferencial. La incubación de

las células IIB-MEL-LES con tunicamicina dio lugar a la detección en el medio

condicionado de especies de menor peso molecular : 40-37-33 y 31 kDa (Figura 15A),

sugiriendo que todas las formas están glicosiladas. La banda de SPARC de mayor peso
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molecular, luego del tratamiento con tunicamicina, cornigró con SPARCr sugiriendo

que aquellas bandas de menor peso molecular serían producto de un clivaje proteolítico.

Con el objeto de caracterizar el tipo de glicosilación que presenta SPARC utilizamos

2 endoglicosidasas con distintas especificidad de sustrato. Las endoglicosidasas

utilizadas fueron: endoglicosidasa H (endo-H) y N-glicosidasa F (PNGasa F). Estas

enzimas clivan oligosacáridos unidos a asparagina; sin embargo difieren en la

especificidad del oligosacárido. Mientras PNGasa-F cataliza la hidrólisis de

oligosacáridos de alta manosa, híbridos o complejos; endo-H cliva exclusivamente

oligosacáridos de alta manosa y algunos oligosacáridos híbridos. Cuando el medio

condicionado de IIB-MEL-LES fue tratado con PNGasa-F se observó la misma

disminución del peso molecular que la observada después del tratamiento con

tunicamicina (Figura 15B), lo cual confirma que las distintas formas secretadas por las

células de melanoma están glicosiladas. Sin embargo, SPARC secretada al medio

condicionado resultó ser resistente al clivaje por endo-H y neuraminidasa, ya que no se

observaron diferencias en la movilidad electroforética de las diferentes formas de

SPARC después del tratamiento con estas enzimas (Figura 15B).
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Figura 15: Deglicosilación de SPARCen células de melanoma humano

El medio condicionado fue obtenido como se describe en la sección Materiales y Métodos. A)

Calles I, 2 y 4 contienen 12 ug de proteína total; calle 3 contiene 0,25 ug de SPARCr. El medio

condicionado file obtenido a partir de células de melanoma tratadas sin (calle I) o con (calle 2)

tunicamicina; calle 4: medio condicionado por células HFL-I. Las proteínas se separaron en

un gel de poliacrilamida desnaturalizante 10 % en condiciones reductoras B) Cada calle

contiene 30 ug de proteína total obtenida a partir del medio condicionado por células IIB­

MEL-LES en ausencia de suero. Calle 1." células no tratadas; calle 2: tratadas con

neuraminidasa; calle 3: incubadas en bufler de neuraminidasa, calle 4: tratadas con PNGasa
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F,' calle 5: incubadas en buffer de PNGasa F; calle 6: tratadas con endo H; calle 7: incubadas

en bufler de endo H. Las proteínas se separaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante

en gradiente (8-18 %) en condiciones reductoras. Los valores de los marcadores de peso

molecular se muestran en la columna de la izquierda.

El clivaje de SPARC es específico de algunas células de melanoma, ya que no se

observaron diferentes formas en los medios condicionados por HFL-l e IIB-FI. Para

determinar que tipo de proteasa sería la responsable del clivaje de la proteína se testeó

el efecto de diferentes inhibidores de proteasas: EDTA (inhibidor de metaloproteasas),

Leupeptina (inhibidor de proteasas de tipo serina y cisteina) y Pepstatina A (inhibidor

de aspartil proteasas). Como se muestra en la figura 16 sólo leupeptina, fue capaz de

inhibir la aparición del dobelte de menor peso molecular de SPARC. Debido a las

distintas funciones asignadas a los diferentes dominios de SPARC y con el objeto de

identificar se el clivaje mediado por estas proteasas corresponde a la región N-terminal

o C-terminal, utilizamos anticuerpos específicos dirigidos contra el péptido M42 que

corresponde a los aa: 254-273 de la región C-terminal de la proteína. Como se observa

en la figura 16 estos anticuerpos fueron capaces de detectar tanto las formas de mayor

movilidad como las de menor movilidad, sugiriendo que como consecuencia del clivaje

sería liberado un péptido correspondiente a la región NHz de la proteína. Esto fue

observado tanto en la línea IIB-MEL-LES como en la línea IIB-MEL-IAN.
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Figura 16 : Clivaje específico de SPARC en células de melanoma humano : A) Cada calle

contiene 30 [1gde proteína proveniente de medio condicionado por células IIB-MEL-LESlibre

de suero en presencia de diferentes inhibidores de proteasas, como se describe en la sección

Materiales y Métodos. Calle 1: en ausencia de inhibidores de proteasas; calle 2: en presencia

de EDTA (0.5 mM); calle 3: en presencia de leupeptina (0.01 mM); calle 4: en presencia de
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pepstatina A (0.001 mM). B) 30 ug de proteína total obtenida a partir de medio condicionado

libre de suero fiteron sembrados en cada calle. El inmunoblot fue revelado con distintos

anticuerpos. Calle]: suero anti-SPARCr (dil 1/500), calle 2 y 3: suero anti-péptído M4.2

(aa .‘254-273, dll 1/400.) Las proteínas fueron separadas en geles de políacrilamida

desnaturalizantes al 10 % en condiciones reductoras. Los valores de los marcadores de peso

molecular se muestran en la columna de la izquierda.

Detección inmunohistoquímica de SPARC

Estudios previos en carcinoma de mama demostraron que SPARC es expresada sólo

por los fibroblastos que rodean a las células malignas (Podhajcer y col, 1996). La

expresión de SPARC por las líneas de melanoma demuestran que en este tipo de cáncer

son las células neoplásicas las responsables de la expresión. Con el objeto de detenninar

si la expresión de SPARC está relacionada con la progresión del melanoma se

compararon los niveles de expresiónde esta proteína en nevos benignos, nevos

displásicos y melanomas primarios e invasivos.Como se describe en la tabla 2, SPARC

fue detectada por inmunohistoquímica en el 100% (29/29) de los melanomas

metastásicos (Figura 19) y en todos los tumores primarios analizados (14/14). No se

observaron diferencias entre los melanomas primarios con fase de crecimiento radial y

aquellos que presentaron crecimiento vertical.

Tabla 2: Detección inmunohistoquímica de SPARC

Patología Número de casos ï-po'sitivos‘l:

1¡Numerodecas'os
Nevo benigno 4/25 4

Nevo displásico 16/16

Tumor primario 14/14

Metástasis 29/29
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Se observó que SPARC está principalmente localizada en el citoplasma de las células

malignas, asociado con microgránulos y vesículas localizadas cerca de la membrana

plasmática. También se observó tinción en el estroma, lo cual indica que SPARC es

secretada y estaría asociada con componentes de la matriz extracelular. Se observó

positividad en fibroblastos cercanos al tumor, en células endoteliales, en glándulas

sebáceas y sudoríparas, mientras que no se observó reactividad en los linfocitos

infiltrantes (Figura 19). Se observó positividad en el 93.3 % de los nevos displásicos

analizados (Figura 18). En contraste el 84 % (21/25) de los nevos benignos analizados

fueron negativos y sólo el 16 % de las muestras analizadas mostraron una baja

inmunoreactividad con el suero anti-SPARC (Figura l7). Los melanocitos normales y

foliculares no reaccionaron con el antisuero. Estos resultados evidencian que la

expresión de SPARC por células de melanoma está asociado con la progresión maligna

del melanoma humano.
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Figura 17: Inmunoreactividad de SPARC en nevos benignos. La expresión de SPARC se

determinó por inmunohistoquímica como se describe en la sección Materiales y Métodos. En la

figura se muestran nidos de melanocitos normales negativospara SPARC.Aumento: 1000X



Resultados

Figura 18: Detección de SPARC en nevos displásicos. La expresión de SPARC se determinó

por inmunohistoquímica como se describe en la sección Materiales y Métodos. Se observa

tinción en melanocitos displásicos basales (D) y fibroblastos circundantes (F), intensa

positividad en células endoteliales (E) y estroma (S) negativo. Aumento : A) 400 X, B, C, y D)

1000 X.
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Figura 19: Detección de SPARC en melanomas metastásicos. La expresión de SPARC se

determinó por inmunohistoquímica como se describe en la sección Materiales y Métodos. A)

Nido metastásico (Y), endotelio (E) positivo y estroma (S) negativo. (Aumento: 200 X). B)

Células tumorales (T)y endotelio (E)positivos. (Aumento: 400 X). C) Metástasis de melanoma

maligno epiteloia'e, infiltrado unicelular positivo (Aumento: 400 X). D) Detalle del tumor C,

pero en un campo distinto. Se observan células atípicas multinucleadas fiecha), fibroblastos

(F) positivos, linfocitos (L) negativos y matrizfibrosa (S) con baja positividad (Aumento: 1000

X).
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Regulación de la expresión del mRNA de SPARC por TGF-B en líneas celulares de

melanoma humano

Evidencias previas indican que la expresión de SPARC estaría regulada por TGF-B en

ñbroblastos humanos (Wrana y col, 1991; Lankat-Butlgereit y col, 1991; Reed y col,

1994). El análisis densitométrico de los ensayos de northern demostró que en las células

HFL-l, la expresión del mRNA de SPARC fue estimulada 5.2 veces al cabo de 24 horas

en presencia de TGF-B. Estudios similares se realizaron en las 3 líneas de melanoma

humano, demostrando que el agregado de TGF-B no tiene efecto sobre los niveles de

expresión del mRNA de SPARC (Figura.l9). La membrana correspondiente a la línea

IIB-MEL-LES fue rehibridizada con la sonda correspondiente a la metaloproteasa

MMP-9 (92 kDa). Se observó que TGF-B induce un incremento en la expresión de la

gelatinasa MMP-9, mostrando que las células de melanoma responden a TGF-B. No se

observaron efectos en la regulación de SPARC por el agregado de EGF o TPA en las

concentraciones estudiadas.
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Figura 20: Regulación de la expresión del mRNA de SPARC en células de melanoma

humano por TGF-fi. Células de melanoma y HFL-I semiconfluentes fi4er0n incubados en
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presencia o ausencia de 5 ng/ml de TGF-Bdurante los tiempos indicados y el RNAse extrajo de

acuerdo a lo descripto en la sección Materiales y Métodos. 10 ¡tg de RNA total fueron

sembrados en cada calle. La membrana file hibridizada con una sonda de cDNA de SPARC

marcado con J2P, deshibridizada y rehibridizada con una sonda de cDNA de 3634. Las placas

autorradiográflcasfueron expuestas 72 horas a -70° C.

Disminución de la expresion de SPARC en líneas de melanoma humano

transfectadas con secuencias antisentido

Con el objeto de comprender el rol de SPARC en el desarrollo y progresión del

melanoma, dos de las 3 líneas de melanoma estudiadas, la línea mas agresiva: IIB­

MEL-LES y la menos agresiva IlB-MEL-IAN fueron transfectadas con el plásmido

pCMV/SPas mediante coprecipitación de DNA plasmídico con fosfato de calcio. Los

clones celulares fueron seleccionados en presencia de G418 (0.5 mg/ml) y aislados

mediante las técnicas de “aislamiento de colonias” (“ring cloning”) o por “dilución

límite”. Posteriormente se analizó la expresión del mRNA de SPARC en doce clones

derivados de la primera línea celular y 16 clones derivados de la segunda (Figura 21 y

22). Se seleccionaron 3 clones derivados de la línea lIB-MEL-LES (denominados L-lG,

L-lE, L-lD) que mostraron una disminución del 27 %, 52 % y 87 % respectivamente en

los niveles de expresión del mRNA de SPARC con respecto a las células control, L­

CMV, transfectadas con el vector pCMV (Figura 21). En forma similar, 4 clones

derivados de la línea IIB-MEL-IAN (denominados I-lH, I-lN, I-lT y I-lV) mostraron

una disminución del 73 %, 82 %, 66 % y 61 % respectivamente en la expresión del

mRNA de SPARC comparado con las células control I-CMV (Figura 21).

Cuando se analizaron los niveles de SPARC secretados al medio se observó que las

celulas parentales y las L-CMV secretaron O,l3-O,2 ¡ig/ml x 106 células de SPARC

mientras que los clones L-lG, L-lE y L-lD secretaron 0,07-0.08; 0,03-0,05 y 0,01-0,03

¡ig/ml x 106células de SPARC, correspondiente a una disminución de la secreción de

SPARC de 54 %, 76,5 % y 88,5 % , respectivamente.
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Figura 21: Disminución en los niveles de SPARC en los clones de IIB-MEL-LES

transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. A) Análisis por northern blot. 10 ug de

RNA total fiieron sembrados en cada calle. La membrana fue hibridizada con una sonda de

cDNA de SPARC marcado con 32P,deshibridizado y rehibridizado con una sonda de cDNA de

3634. B) Análisis densitométrico (Ultroscan XL densitometer, Pharmacia) de la expresión del

mRNA de SPARC por los diferentes clones con respecto al control (L-CMV) normalizada

respecto de la señal de 3634 en cada muestra. C) Análisis por western blot. 15 ug de proteína

total, obtenido a partir de medio condicionado en ausencia de suero por células L-CMVy de

cada uno de los diferentes clonesfile sembrado en cada calle. Las proteínas fueron separadas

en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10 % en condiciones reductoras. La

inmunodetección fue realizada de acuerdo a lo descripto en la sección Materiales y Métodos

utilizando el suero anti-SPARCr (dilución 1/1000). En la columna de la izquierda se indican

los marcadores de peso molecular.

Como describimos previamente SPARC es secretado al medio condicionado de células

normales y migra como una única banda de aproximadamente 42 kDa. En contraste, las

células IIB-MEL-LES y las IIB-MEL-IAN, así como muestras de melanomas,

producen hasta 4 formas diferentes de la proteína como resultado de un clivaje
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postraduccional inhibible por leupeptina. Los ensayos de western blot de los medios

condicionados por los 3 clones derivados de IIB-MEL-LES revelaron la desaparición

completa de las bandas de menor peso molecular y una disminución gradual en los

niveles de expresión de la banda principal (Figura 22).
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Figura 22 : Disminución en los niveles de SPARC en los clones de IIB-MEL-IAN

transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. A) Análisis por northern blot. 10 ,ug de

RNA total fiieron sembrados en cada calle. La membrana fue hibridizada con una sonda de

cDNA de SPARC marcado con 32P,deshibridizado y rehibridizado con una sonda de CDNAde

3684. B) Análisis densitométrico (Ultroscan XL densitometer, Pharmacia) de la expresión del

mRNA de SPARC por los diferentes clones con respecto al control (I-CMV) normalizada

respecto de la señal de 3634 en cada muestra.
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Caracterización de la línea IIB-MEL-LES transfectada con la secuencia

antisentido de SPARC

Como se muestra en la figura 23, los 3 clones derivados de la línea IIB-MEL-LES,

mostraron ciertas alteraciones morfológicas, en particular el clon L-1D, que exhibió una

morfología más estirada indicando una mayor adhesividad al plástico. También se

observaron diferencias morfológicas en los clones derivados de la línea de melanoma

IIB-MEL-IAN. i

Figura 23: Características morfológicas de los clones IIB-MEL-LES transfectados con el

cDNA de SPARC antisentido. Las células fi4eron fotografiadas bajo contraste de

fases.Aumento: 400 X
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Figura 24 : Características morfológicas del clon I-IT derivado de la línea IIB-MEL-IAN

transfectado con el cDNA de SPARC antisentido. A y B) I-CMV, Cy D) I-I T. Las células

fueron fotografiadas bajo contraste defase. Aumento : A y C) 200 X. B y D) 400 X.

La mayor adhesividad al plástico observada en los clones derivados de las dos líneas

estudiadas podría deberse a un efecto directo de SPARC así como también a la

regulación de la expresión de otras proteínas de MEC o de sus receptores. Trabajos

previos señalan que el agregado exógeno de SPARC disminuye la expresión de

fibronectina en células endoteliales aórticas bovinas, fibrosarcomas, osteosarcomas y

carcinomas humanos (Lane, TF. y col., 1992; Kamihagi, K. y col., 1994). Estas

evidencias nos llevaron a estudiar la expresión de fibronectina en las células de

melanoma que presentan una disminución de la expresión de SPARC. Ensayos de

northern blot mostraron que la disminución de la expresión de SPARC en la línea IIB­

MEL-LES estaría asociada a un aumento en la expresión de mRNA de fibronectina

(Figura 25). También estudiamos la expresión de la subunidad a5 del receptor de FN

tipo integrina, OLSBI.Observamos un aumento de la expresión de esta subunidad en los
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clones transfectados con la secuencia antisentido respecto de las células control (L­

CMV), aun en el clon L-lG, que no muestra aumento en los niveles de expresión del

mRNA de fibronectina. La expresión de la subunidad BI, resultó ser similar en todos los

clones. Actualmente nos encontramos analizando los niveles de secreción de

fibronectina, asi como también la funcionalidad de estos receptores en su capacidad de

adhesiva a matrices de fibronectina.

(FN

288)

188)

L-CMV/ L-1G L-CMV/ L-1E L-CMV/L-1D
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Figura 25 : Detección de fibronectina y de la subunidad 055del receptor de fibronectina en

células de melanoma transfectadas con la secuencia antisentido de SPARC. A) Análisis por

northern blot. 10 ug de RNA total fueron sembrados en cada calle. La membrana fiie

hibridizada utilizando como sonda fragmentos defibronectina humana marcados con 32P.En el

panel inferior se muestra una tinción de la membrana con azul de metileno. B) Detección de la

subunidad a5 por inmunofluorescencia indirecta sobre células L-CMV( ), L-I G, L-IE y L-ID

( ) ensuspensión cuantificada mediante citometría deflujo.
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Estudio del comportamiento in vitro de las células transfectadas con la secuencia

antisentido de SPARC

l. Cinética de crecimiento

En comparación con la línea parental, la cinética de crecimiento in vitro de los

distintos clones de la línea IlB-MEL-IAN no se vio afectada por la disminución en los

niveles de expresión de SPARC (Figura 26B). Sin embargo, cuando los clones

derivados de la línea IIB-MEL-LES fueron plaqueados a baja densidad (l x 104

células/pocillo en placas de 24 pocillos) se observó un leve retraso en el inicio de la fase

de crecimiento logaritmico de los clones transfectados con SPARC antisentido. Una vez

que los distintos tipos celulares alcanzaron la fase logaritmica no se observaron

diferenicas Cuando estas células fueron plaqueadas a densidades mayores (2-4 x 104

células/pocillo en placas de 24 pocillos) no se observaron diferencias de crecimiento

respecto de las células L-CMV.
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Figura 26: Curvas de crecimiento de los clones A) llB-MEL-LES y B) IIB-MEL-IAN

transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. Las células fiieron tripsinizadas, lavados y

I x 104células fueron plaqueadas por triplicado en placas de 24 pocillos. Las células fileron

cuantificadas en los tiempos indicados.

2. Capacidad invasiva

Cuando se ensayó la capacidad de las células transfectadas de invadir membranas

cubiertas con Matrigel, los clones L-lG y L-lE mostraron una disminución del 70-80 %

de la capacidad invasiva, mientras que el clon L-lD fue esencialmente no invasivo

(Figura 27). En forma similar los clones I-lH, I-lN, I-lT e l-lV mostraron una

reducción estadísticamente significativa (p<0,01) del 55 %, 88 %, 88 % y 81 %

respectivamente de su capacidad invasiva in vitro comparado con las células I-CMV .

Células/campo

Z‘n

L-CMV L-1E L-1G L-1D

Figura 27: Capacidad invasiva de los clones IIB-MEL-LES transfectados con el cDNA de

SPARC antisentido. Las barras representan la medía i' SD. Cada ensayo se realizó de acuerdo

al procedimiento descripto en la sección Materiales y Métodos. El análisis estadístico se realizó

utilizando ANOVAy el test de Tukey-Kramer. *p<0,001,' **p<0,01 ; ***p<0,05.
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En función de la correlación observada previamente entre la actividad de MMP-2 y la

capacidad invasiva de las células IIB-MEL-LES, se estudiaron los niveles de MMP-2 en

los diferentes clones derivados de esta línea. Estudios de northern demostraron una

correlación directa entre los niveles de mRNA de SPARC y la disminución en los

niveles de mRNA de MMP-2 en los clones de melanoma derivados de la línea IIB­

MEL-LES (Figura 28A). La reducción observada en los niveles de mRNA fue

acompañada por una disminución en la actividad de MMP-2 (Figura 28 C).
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Figura 28: Disminución en los niveles de MMP-2 (72 kDa, gelatinasa A) en los clones IIB­

MEL-LES transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. A) Análisis por northern blot

para el mRNA de SPARC, MMP-2 y 3634. B) Expresión del mRNAde SPARC, MMP-2 y 36B4

por los diferentes clones respecto al control (L-CMV).C) Actividad gelatinolítica de MMP-2 y

de MMP-9. La zimografía se realizó a pH neutro a partir de medio condicionado en ausencia

de suero obtenido a partir de células L-CMVy de los distintos clones. En la figura se muestra

la migración de las proteasas MMP-2 y MMP-9. D) Inhibición de la actividad gelatinolética de

MMP por el agregado de EDTA 20 mM. La zimografía fue realizada en ausencia de CaClg y

ZnClz y en presencia de EDTA.
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3. Capacidad adhesiva y migratoria

La adhesión de las células tumorales a la matriz que las rodea es el paso inicial que

lleva a la degradación de la matriz pericelular. En forma similar la adhesión a matrigel

debe preceder a la invasión. Los tres clones derivados de la linea IIB-MEL-LES

mostraron una reducción en la capacidad de adherirse a Matrigel, sugiriendo que la

disminución en la capacidad invasiva in vitro estaría asociada, al menos en parte, con

una disminución en la capacidad adhesiva (Figura 29A). Los 4 clones derivados de la

línea IIB-MEL-IAN también mostraron una disminución estadísticamente significativa

(p<0,001) en la capacidad de adherirse a Matrigel (I-lH, 50%; I-lT, 0%; I-lV, 0% e I­

lN, 8%, comparado con las células control I-CMV). También analizamos la capacidad

migratoria de estas células en ausencia de Matrigel. Mientras que no se observaron

diferencias en los clones derivados de la línea IlB-MEL-IAN, se observó una pequeña,

aunque estadísticamente significativa, disminución en la migración de los 3 clones

derivados de la línea IIB-MEL-LES comparado con las células L-CMV(Figura 29B).
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Figura 29: Capacidad adhesiva y migratoria de los clones IIB-MEL-LES transfectados con el

cDNA de SPARC antisentido. Ensayos de A) Adhesión y B) Migración. Las barras representan

la media i SD. Cada ensayo se realizó por triplicado de acuerdo a lo descripto en la sección

Materiales y Métodos. El análisis estadístico se realizó utilizando ANOVAy el test de Tukey­

Kramer. *p<0,001 ; **p<0,01 ,' ***p<0,05.
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La expresión de SPARC antisentido suprime la capacidad tumorigénica en ratones

atímicos.

Los resultados obtenidos in vitro sugirieron fuertemente que la disminución en la

expresión de SPARC podría jugar un rol preponderante en la capacidad tumorigénica de

las células de melanoma. Con este propósito 3 x106 células correspondientes a cada uno

de los clones L-lG. L-lE y L-lD y a las células control L-CMV. fueron inoculadas en

ratones atímicos en forma subcutánea. En un primer experimento se observó que en un

lapso de 240 días todos los ratones inyectados con las células control desarrollaron

tumores y mun'eron. Sin embargo ninguno de los ratones inyectados con células

provenientes de alguno de los 3 clones desarrolló tumor (Tabla 3). En un segundo

experimento, utilizando 7 ratones por grupo, se observó que al cabo de 210 días todos

los controles habían desarrollado tumor y muerto, mientras que ninguno de los ratones

inyectados con células provenientes de los clones había desarrollado tumor.

L-CMV L-lG L-lE L- 1D

Experimento l 6/6 0/6 0/6 0/6

Experimento 2 7/7 0/7 0/7 0/7

Tabla 3: Capacidad tumorigénica in vivode los clones transfectados con el cDNA antisentido

de SPARC. Ratones machos atímícos Balb/c nu-nufueron inyectados en forma subcutánea con

3 x 106 células (en un volúmen de 0.1 ml) y fireron examinados durante 240 (experimento I) y

210 (experimento 2) días. Los datos se expresan como la cantidad de ratones que desarrollaron

tumores de 1,5 ch/total de ratones inoculadas

A los efectos de poder dilucidar el mecanismo por el cual la disminución en los niveles

de SPARC evitaría el crecimiento tumoral, las células tumorales fueron inyectadas en

forma subcutánea y se tomaron muestras de la zona de inyección a las 24 y 72 horas. El

análisis histológico del sitio de inyección de las células L-lD, 24 horas después de la
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inyección mostró un incremento, estadísticamente significativo, de polimorfonucleares

(PMNLs) comparado con el sitio de inyección de células L-CMV (Figura 30) y una

masiva necrosis tumoral. A las 72 horas la imágen histológica del sitio de inyección de

células L-lD mostró pocas células tumorales viables y se mantuvo el proceso

inflamatorio observado a las 24 horas, mientras que en el sitio de inyección de células

L-CMV sólo se observaron pocos neutrófilos. Al cabo de 5 días, en el sitio de inyección

de células L-lD no se observaron células tumorales viables, mientras que en el sitio de

inyección de células L-CMV apenas se observó una necrosis central.
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Figura 30 : Infiltrado de neutrófilos en el sitio de inyección de las células tumorales. Las

células se inyectaron en forma sc. en el flanco izquierdo de ratones atímícos. Los sitios de

inyección fiteron removidos luego de 24 y 72 hs, embebídos en parafina, cortados y teñidos con

hematoxilina.A) Cuantificación del infiltrado de neutrófilos en el sitio de inyección de L-CMVy

L-I D. Las barras representan la media i‘ SD, *p<0,001). Se contó el número de neutrófilos en
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en 5-10 campos diferentes de cada corte sobre fotografias (aumento 1000 X). B) Micrografia

del sitio de inyección (1000X) de L-CMV y L-1D 72 hs. post-inyección. En la figura se señala

la presencia de T: células Tumorales y N: neutrófilos

El análisis histológico file repetido utilizando como control células IIB-MEL-LES

transfectadas con el gen codificante para B-galactosidasa (L-Bgal.), obteniéndose

resultados similares (Figura 31).
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Figura 31: Análisis histológico del sitio de inyección. En la figura se muestran

micrografias de los sitios de inyección de células L-flGal y L-1D removidos a distintos

tiempos : 24, 72 hrs y 5 días. Los sitios de inyecciónfueron removidos, embebidos en parafina,

cortados y teñidos con hematoxilina. A, C, E, G, I, K (200 X);B, D, H (1000X) F, J, L (400

X). En lafigura se señala la presencia de T: células tumoralesy N: neutrófilos.

Una imágen similar en el reclutamiento de neutrófilos se observó en el sitio de

inyección de células I-lT e I-lN comparado con las células I-CMV (Figura 32). En el

caso de las células I-lN, no se hallaron células tumorales viables en los sitios de

inyección luego de 72 hrs, mientras que la ausencia de células viables en los sitios de

inyección de células I-1T se evidenció transcurridos 7 días.
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Figura 32: Micrografía del sitio de inyección de células I-CMV (A y C) e I-1T (B y D)

removidos luego de 72 hrs. N, neutrófilos; T, células tumorales. Aumento : A y B, 400 X, C y

D, 1000X En lafigura se señala la presencia de T : células tumoralesyN :neutrófilos.

Análisis de factores quimiotácticos para leucocitos por células tumorales

Con el objeto de analizar el mecanismo por el cual los neutrófilos observados en los

cortes histológicos, son atraídos al sitio de inyección analizamos la. actividad

quimiotáctica de los sobrenadantes de las células L-CMV y de dos clones transfectados

con la secuencia antisentido de SPARC: L-lG y L-lD sobre polimorfonucleares

humanos. Los ensayos de migración in vitro de PMNLs usando el sistema de transwells

mostró un aumento de 7,1 i 1,6 (p<0,0001) en la migración inducida por el

sobrenadante libre de suero de las células L-CMV respecto del control. La migración fue

inhibida por el agregado de medio condicionado en la cámara superior. De acuerdo a lo

observado in vivo, las células L-lG y L-lD indujeron un aumento significativo en la

migración de PMNLs respecto de las células L-CMV. Ensayos preliminares indican que

cuando el mismo experimento fue repetido utilizando PMNLs de ratones nude se

obtuvieron resultados similares.
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Figura 31: Migración de PMNLS‘in vitro.en respuesta a los medios condicionadas por los

distintos clones derivados de la línea de melanoma IIB-MEL-LES. Se indica el porcentaje de

células que migraron respecto del total de PMNLs sembrados en cada ensayo. Se utilizó FMLP

(10 mM) como control positivo del ensayo. Las barras represenran la media i' SD de

triplicados. *p< 0,001, **p<0,01, ***p<0,05.





DISCUSION

La cascada de eventos metastásicos e invasivos involucra complejas interacciones

célula-célula y célula-MEC. Proteasas. factores de crecimiento y' proteínas con

características adhesivas y anti-adhesivas han sido implicadas como reguladores de la

degradación de componentes de la MEC y la morfología celular.

SPARC es un miembro de una pequeña familia de genes implicadas en la

morfogénesis de tejidos normales. Funcionalmente ha sido agrupada, junto con

tenascina y trombospondina, como una proteína anti-adhesiva. SPARC es una

glicoproteína de secreción altamente conservada en la evolución y se expresa durante el

desarrollo embrionario y en forma restringida en algunos tejidos adultos. La expresión

de SPARC está asociada a procesos que implican remodelación de la matriz. Estas

observaciones sugieren que SPARC jugaría un rol clave en la remodelación de la

matriz. La interacción entre las células tumorales y la MEC es un componente

importante en los procesos tumorigénicos y metastásicos. En función de lo aquí

expuesto y de evidencias previas sobre la participacion de SPARC en los procesos

invasivos en carcinomas mamar-ios (Podhajcer y col., 1996) decidimos investigar la

participación de la proteína SPARC en el desarrollo y progresión del melanoma

humano.

La expresión de SPARC está asociada a la progresión del melanoma humano

En este trabajo se describe la producción de un suero policlonal dirigido contra

SPARC humana recombinante y la utilización de este suero en el estudio de la

expresión de esta proteína en melanoma humano. Si bien la expresión de SPARC en

melanoma ha sido sugerida por algunos autores (Howe, Ch. y col, 1990) no se había

demostrado hasta el momento la asociación de la proteína con esta patología. En este

trabajo se demuestra que la expresión de SPARC está asociada a la progresión de

melanoma humano. Todos los melanomas primarios y metastásicos analizados

expresaron altos niveles de SPARC, mientras que la mayoría de los nevos displásicos

mostraron niveles moderados de expresión. Un bajo porcentaje de nevos benignos (16

%) presentaron bajos niveles de SPARC, mientras que en los melanocitos normales no
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se detectó la presencia de la proteína. Estos resultados sugieren que la proteína estaría

asociada al desarrollo y progresión del melanoma humano (Ledda y col, 1997)

En forma paralela a la realización de este trabajo, el grupo de Porte y col. (1995)

describió la asociación entre SPARC y la progresión tumoral en carcinomas de colon,

mama, pulmón, riñón, corteza adrenal, de cerebro (glioma) y ovario. Los resultados en

glioma, mama y colon fueron posteriormente confirmados por van'os

autores.(Bellahcene, A. y Castronovo, V., 1995; Porter, PL y col, 1996; Podhajcer OL.

y col, 1996, Rempel y col., 1998). En estos últimos, la expresión de SPARC fue

asociada a los fibroblastos que rodean a las células tumorales (Porte y col, 1995;

Podhajcer y col., 1996). Estas observaciones sugieren que las señales originadas a partir

de las células tumorales serían capaces de regular los niveles de SPARC en los

fibroblastos que se encuentran en el frente de invasión. A diferencia de lo que sucede

con las células de cáncer de mama y colon, las células de melanoma por sí solas

expresan altos niveles de SPARC. Estos niveles no fueron incrementados por TGF-B.

Estos datos indican que la alta expresión constitutiva de SPARC podría conferir a las

células de melanoma la capacidad por sí mismas de remodelar la matriz que las rodea

durante el proceso de progresión tumoral.

Trabajos recientes, posteriores a la publicación de los resultados descriptos en esta

tesis demostraron un aumento en la expresión de SPARC y el desarrollo de cáncer de

esófago (Porte H, 1998) y meningiomas (Rempel, 1999). Recientemente Kato y col

(1998) han descripto una mayor expresión de SPARC en líneas de melanoma murino

altamente metastásicas (BL-6 y BFlO) respecto de células con baja capacidad

metastásica (B16).

Con el objeto de detemiinar si la expresión de SPARC puede ser utilizada como un

marcador pronóstico de melanoma actualmente nos encontrarnos analizando, por

técnicas de inmunohistoquímica, la expresión de la proteína en un mayor número de

muestras de nevos benignos, displásicos y melanomas en distintos estadios. Este trabajo

se está llevando a cabo en colaboración con la Dra Inés Bravo del hospital Castex. Un

trabajo publicado en febrero de este año propone a SPARC como un marcador

pronóstico de meningiomas invasivos (Rempel y col, 1999).
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Modificaciones post-traduccionales de SPARC expresada en melanoma

Con el objeto de comprender el rol de SPARC en la progresión del melanoma y

debido a las distintas funciones asignadas a los diferentes dominios de esta proteína

realizamos una caracterización parcial de la proteína expresada por células de

melanoma. En este trabajo describimos que SPARC es sintetizada por células de

melanoma como una glicoproteína que en algunos casos sufre un clivaje extracelular

mediado por proteasas de tipo serina o cisteína. Aunque la glicosilación de SPARC no

parece ser necesaria para la inhibición del estiramiento celular (Yost y col, 1994), Kelm

y Mann (1991) demostraron recientemente que la diferente glicosilación de la proteína

resulta en diferencias en la capacidad de la misma de interactuar con distintos tipos de

colágeno. Mientras que SPARC expresada por células óseas posee una estructura

oligosacárida de alta manosa y se une a colágeno de tipo I, III y V, la proteína derivada

de plaquetas, que poseee oligosacáridos de tipo complejo no parece tener afinidad por

estos tipos de colágenos. Estas observaciones sugieren que la diferente glicosilación se

refleja en funciones diferentes. Sin embargo, existen controversias en la literatura dado

que Sage y col. han descripto que SPARC secretada por células endoteliales y

fibroblastos bovinos contienen carbohidratos complejos y muestra afinidad por

colágenos (Sage y col, 1989). Por otra parte el grupo de Pottgiesser (1994) demostró

que SPARC deglicosilada es indistinguible de la molécula nativa en su capacidad para

unirse a colágeno tipo IV. En la presente tesis se muestra que la proteína secretada al

medio condicionado por células de melanoma, es suceptible a la endoglicosidasa

PNGasa F, pero no a endo H y neuraminidasa, sugiriendo que posee una estructura de

oligosacáridos de tipo complejo. Esta sería diferente al tipo de glicosilación observada

en SPARC secretada por plaquetas, ya que esta última fue suceptible al tratamiento con

neuraminidasa ( Kelm RJ. y Mann KG., 1991). Estas diferencias pueden conferir a la

proteína producida por los melanomas una capacidad de unión específica a

componentes de la matriz, distinta a las descriptas para la proteína secretada por otros

tipos celulares.

La naturaleza y el rol de los fragmentos obtenidos luego del clivaje de SPARC por

parte de las células de melanoma no están claros. Es razonable pensar que el clivaje de

SPARC y la liberación de dominios especificos pueden alterar de manera importante el

rol funcional de esta molécula y en consecuencia, la interacción de las células de
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melanoma con la matriz. Los fragmentos de SPARC liberados por las células de

melanoma podrían actuar bloqueando la interacción normal de SPARC nativa con un

receptor de superficie celular o uniéndose a un receptor de manera diferente a como lo

hace SPARC nativa, provocando de esta manera, cambios en la transducción de señales.

Estos fragmentos también podn’an interferir en las interacciones de SPARC con otros

componentes de la matriz, alterando el ensamblado de la misma, la distribución de

elementos del citoesqueleto y la adhesividad de las células. Si bien se conoce poco

sobre los mecanismos a través de los cuales SPARC ejerce diversos efectos,

recientemente Young y col. (1998) han descripto que el agregado exógeno de SPARC a

células endoteliales induce la fosforilación en tirosina de B-catenina y paxilina.

Sólo algunos de los melanomas metastásicos analizados presentaron la capacidad de

clivar a la proteína para dar origen a formas de menor peso molecular. Este mismo

resultado se reflejó en las líneas de melanoma estudiadas. De acuerdo a los resultados

obtenidos, el clivaje que daría origen al doblete de menor peso moleclar (34-36 kDa)

estaría mediado por proteasas de tipo serina-cisteína que se encuentran presentes en los

medios condicionados de estas líneas de melanoma (Podhajcer, 1995). El resultado del

clivaje sería la liberación de un fragmento correspondiente al dominio acídico I ya que

anticuerpos dirigidos contra el péptido M 4.2 (aa 254-273), cedidos por la Dra. Helene

Sage (University of Washington, Seattle, USA) reconocieron todas las formas de

SPARC liberadas por las 2 líneas de melanoma estudiadas. Distintos grupos han

demostrado que SPARC es sustrato de proteasas de tipo serina. Mauer y col (1992) han

demostrado que SPARC puede ser clivada por quimotripsina liberando el extremo C­

tenninal de la proteína. También se ha descripto que SPARC posee sitios de clivaje para

elastasa, que resultan en la liberación de un polipéptido correspondiente a parte del

dominio I. Recientemente Kato Y. y col. (1998) han reportado la expresión de 3 formas

de SPARC de distinto peso molecular secretadas por células de melanoma murino.

Según los autores la aparición de estas distintas especies no fue inhibible por el

agregado de inhibidores de MMPs, a pesar de la alta actividad de MMPs en el medio

condicionado por dichas células (comunicación personal).

La aparición de funciones biológicas crípticas diferentes a las observadas en la

proteína intacta no es exclusivo de SPARC. La adhesión de células tumorales a

fibronectina está asociado a una reducción del fenotipo maligno (Giancotti, FG. y

Ruoslathi, E., 1990). Por el contrario, una forma truncada de esta proteína, GPS
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(Growth Promoting Substance o sustancia promotora del crecimiento) indujo la

proliferación de células de carcinoma renal (Kochevar y col, 1992). Un ejemplo de la

importancia de estos procesamientos lo constituyen 2 polipéptidos recientemente

descriptos como inhibidores del proceso angiogénico y supresores del proceso

metastásico: Angiostatina (O’Reilly MS., 1994) y Endostatina ( O’Reilly MS, 1997). El

primero es un péptido de 38 kDa y corresponde a un fragmento interno del

plasminógeno, mientras que endostatina es un péptido de 20 kDa que corresponde al

extremo C-terminal del colágeno tipo XVIII. La actividad antiangiogénica y

antimetastásica es una característica de los productos derivados de la proteólisis de las

proteínas nativas, pero está ausente en plasminógeno y colágeno XVIII. La

disponibilidad o activación de la proteasa o proteasas que median el procesamiento de

plasminógeno o colágeno XVIII serían los principales puntos de control. En cuanto a

SPARC, resulta importante mencionar que mientras la proteína completa ha sido

descripta como un inhibidor de la angiogénesís in vitro e in vivo (Lane TF. y Sage EH.,

1994), fragmentos derivados de la proteína que contienen la secuencia Lys-Gly-His-Lys

(KGHK) o GHK , correspondiente al dominio II de la proteína estimulan la

proliferación de células endoteliales e inducen la formación de cordones de endotelio in

vitro y aumenta la angiogénesis in vivo. (Iruela-Arispe ML. y col., 1995; Lane, TF. Y

col., 1994; Funk, SE. y Sage, EH., 1993). Dada la importancia de la proteólisis

endógena de las proteínas y la liberación de fragmentos polipeptídicos que tienen

funciones biológicas diferentes a las proteínas de las cuales derivan, hemos iniciado

estudios tendientes a detemiinar el efecto de péptidos diseñados a partir de diferentes

dominios de la proteína sobre procesos involucrados en la progresión tumoral tales

como: proliferación, adhesión e invasión de distintas matrices. Este trabajo se llevará a

cabo en colaboración con la Dra. Helene Sage (University of Washington, Seattle,

USA).

SPARC no afecta el crecimiento celular de las líneas de melanoma estudiadas.

Con el objeto de determinar si la inhibición de la expresión de SPARC en forma

crónica afecta el comportamiento de las células de melanoma, dos líneas de melanoma

(IIB-MEL-LES e IIB-MEL-IAN) fueron transfectadas con la secuencia de SPARC en
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orientación inversa. La reducción en los niveles de expresión del mensajero y de la

proteína fueron verificados mediante ensayos de northern y western blot (Figura 21).

No se observaron diferencias significativas en las curvas de crecimiento de los distintos

clones con diferentes niveles de expresión de SPARC. Si bien los datos del presente

trabajo muestran la ausencia de un efecto de SPARC en el crecimiento de células de

melanoma, el análisis del rol de SPARC en el crecimiento celular es difícil de

establecer. Trabajos iniciales de Sage y col. (1991) demostraron que SPARC es capaz

de inhibir la proliferación celular de células endoteliales. Posteriormente se describió

que péptidos correspondientes al dominio II de SPARC pueden estimular la

proliferación celular (Funk y Sage, 1993), lo cual sugiere que el clivaje de SPARC

puede tener consecuencias importantes sobre la capacidad de SPARC de modular el

crecimiento celular. Kamihagi y col (1994) describieron que SPARC obtenida de hueso

bovino, no tuvo efecto sobre el crecimiento de diferentes líneas de células malignas

humanas. Resulta interesante que tanto la sobrexpresión como la reducción de la

expresión de SPARC en células de carcinoma embrionario murino F9, no afectó la

cinética de crecimiento de estas células (Everitt y Sage, 1992). Sin embargo, Mok y col

(1996) demostraron que la sobreexpresión estable de SPARC en células de cáncer de

ovario redujo su capacidad de crecimiento in vitro e in vivo. En general, la interacción

de SPARC con los componentes de la matriz y la regulación de los niveles de expresión

de los mismos, parecen ocurrir en ausencia de todo efecto significativo sobre el

crecimiento celular (Lane y Sage, 1994). Recientemente Motamed y Sage (1998) han

descripto que el efecto anti-adhesivo, pero no el antiproliferativo, descripto para

SPARC sobre células endoteliales, estaría mediado a través de una vía dependiente de la

fosforilación de tirosina (Tyr) mientras que el efecto antiproliferativo depender-ía en

parte de la transducción de señales vía un receptor acoplado a proteína G. Tomados en

conjunto, los datos de la literatura y del presente trabajo sugieren que la inhibición del

crecimiento celular mediada por SPARC se limita a detenninados tipos celulares y es

necesario estudiar el modo de acción de los diferentes dominios de SPARC sobre

diferentes tipos celulares.
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SPARC como modulador de la capacidad adhesiva.

Cierto grado de adhesión es necesario para que una célula sea capaz de invadir el tejido

conectivo. Nuestros resultados indican que células que tienen una expresión reducida de

la proteína presentan una morfología mas estirada en superficies plásticas, lo que

coincide con el hecho que SPARC ha sido descripta como una proteína antiadhesiva.

Esta observación fue evidente en los clones derivados de la línea IIB-MEL-LES (Figura

23), y en aquellos derivados de la línea IIB-MEL-IAN Figura 24). Similares cambios

morfológicos fueron descriptos por Everit y col (1992) en células F9 transfectadas con

una secuencia antisentido para SPARC. Contrariamente a lo esperado, dado que SPARC

es considerada una proteína con efectos antiadhesivos, las células de melanoma con

niveles de expresión de SPARC reducidos, permanecieron redondeadas sobre matrices

basales reconstituídas (Matn'gel), lo cual indica que SPARC podría estar regulando el

repertorio de integrinas u otros receptores de MEC que reconocen componentes

específicos de la matriz. Dado que matrigel es una matriz cuyos principales

componentes son laminina, colágeno IV y entactina, actualmente estamos estudiando

los niveles de expresión de los receptores para estas proteínas. Resultados recientes

indican que la reducción en la capacidad adhesiva a matrigel podría estar dada por una

reducción en la capacidad de adhesión a laminina mediada por una disminución de los

receptores de laminina de tipo integrina.

Nuestros resultados indican que las células que presentan una reducción en los

niveles de SPARC muestran un incremento en la expresión de la subunidad 0L5del

principal receptor de fibronectina ((1561) acompañado por un aumento en los niveles de

mRNA de fibronectina. Este resultado confirma observaciones previas que muestran

una regulación negativa de SPARC sobre la expresión de fibronectina (Figura 25) en

células endoteliales aórticas bovinas, fibrosarcomas, osteosarcomas y carcinomas

humanos. Es importante señalar que SPARC no solo regula la producción de distintas

proteínas de MEC sino que la expresión de ésta también está regulada por uno de sus

ligandos de MEC como es colágeno I (Iruela -Arispe, ML. Y col, 1996). En ratones

mov 13, que carecen de colágeno intersticial se ha observado una disminución de los

niveles de SPARC. De la misma forma los ratones “knockout”para SPARC producen

niveles significativamente menores de colágeno I comparado con los ratones normales

(Gilmour y col., 1998). Resulta importante el estudio del rol de SPARC en la
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modulación de componentes de MEC y sus receptores ya que las interacciones de las

células con la MEC juegan un rol fundamental sobre el comportamiento celular,

disparando señales intracelulares que regulan la expresión génica.

SPARC modula la capacidad invasiva de las líneas de melanoma estudiadas.

En este trabajo se estudió el rol de SPARC sobre la capacidad invasiva de las células

de melanoma. Confinnando estudios de otros laboratorios, hemos descripto que la

capacidad invasiva de las células de melanoma está asociada al aumento de los niveles

de MMP-Z (Stetler-Stevenson, WG. y col, 1993). Los resultados obtenidos indican que

la disminución de la expresión de SPARC en las 2 líneas de melanoma estudiadas

redujeron la capacidad invasiva de estas células sobre membranas basales reconstituídas

(Matrigel) (Figura 27). Esta reducción en la capacidad invasiva podría deberse, al

menos en parte, a una disminución en la capacidad de migratoria o adhesiva de estas

céluas. En cuanto a la capacidad migratoria no se observaron diferencias entre los

clones derivados de la línea IIB-MEL-IAN y su control. Solo se observaró una pequeña,

aunque estadísticamente significativa, disminución de la migración de los 3 clones

derivados de la línea IIB-MEL-LES comparados con su control (Figura 29). En cuanto a

la capacidad de adhesión de estas células a membranas basales reconstituídas,

resultados posteriores mostraron que cuando los ensayos de invasión y adhesión se

hicieron en presencia de suero fetal bovino o suero proveniente de ratones, las células

con expresión reducida de SPARC aumentaron su adhesión a matrigel, pero

mantuvieron la reducción en la capacidad invasiva. Estos experimentos sugieren que el

efecto de SPARC sobre la capacidad invasiva no estaría dado por una disminución en la

adhesividad a la matriz.

En este trabajo se muestra que la disminución de los niveles de SPARC está

acompañada por una reducción en los niveles de mRNA de MMP-2 que se refleja en

una menor secreción de la enzima (Figura 28). La identificación de MMP-2 se llevó a

cabo por inmunodetección mediante ensayos de western blot y la utilización de la línea

HFL-l como control positivo de expresión y actividad (Figura 28). La ausencia de

actividad gelatinolítica observada en los zimogramas, cuando estos fueron incubados en

ausencia de cationes divalentes y en presencia de un agente quelante (EDTA) nos

permitió verificar que la actividad detectada correspondía a una MMP. MMP-2 en su
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forma activa cliva colágeno IV, el principal componente de la membrana basal. Estos

datos sugieren que la reducción de los niveles de expresión de MMP-2 sería la

responsable de la disminución de la capacidad invasiva observada in vitro. Dado que se

ha descripto que la activación de MMP-2 ocurre en la superficie celular, se puede

postular sugieren que la activación de esta enzima ocurriría en forma localizada en el

frente invasivo, en cantidades que no pueden ser detectadas en los ensayos de actividad

en geles. Ensayos de zimografía in situ combinados con inmunohistoquímica permitirán

determinar en nuestro sistema si la activación de MMP-2 ocurre en la superficie celular.

Trabajos in vitro sugieren que MMP-2 cumple un rol importante en la invasión de

células de melanoma y recientemente Vaisanen y col (1998) han propuesto que la

expresión de MMP-2 sería un evento temprano en la progresión tumoral del melanoma

y un marcador pronóstico desfavorable de la enfermedad. La mayor expresión de

SPARC en melanoma, así como lo regulación de la expresión de MMP-2 por SPARC

sugiere que el aumetno de SPARC podría conferir a las células de melanoma un

fenotipo invasivo. La regulación de la expresión de metaloproteasas de matriz por

SPARC ha sido demostrada por varios grupos. Tremble y col (1993) describieron la

inducción de MMP-l, MMP-9 y MMP-3 en fibroblastos sinoviales de conejo cultivados

en presencia de SPARC. En forma similar, Shankavaram y col. (1997) encontraron que

SPARC induce MMP-9 y MMP-l en monocitos humanos. Recientemente, Gilles y

col.(l998) describieron que SPARC regula la actividad de MMP-2 en células de cáncer

de mama, en este caso a través de la disminución de los niveles de TIMP-2 secretados.

Distintos fragmentos de SPARC estarían involucrados en la regulación de MMPS.

Tremble y col (1993) han descripto que un péptido correspondiente a la secuencia de aa

154-173 sería el responsable del mayor aumento en la síntesis de MMP-l por los

fibroblastos sinoviales de conejo. Shankavaraum y col. (1997) también encontraron que

este mismo péptido sería el principal inductor de la producción de MMP-l y MMP-9 en

monocitos humanos, mientras que los resultados de Gilles y col. (1998) muestran que el

péptido correspondiente a los aa 5-23, de la región N-terminal (dominio acídico) sería el

responsable de la activación de MMP-2 en células tumorales de mama.
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La secuencia antisentido de SPARC suprime la capacidad tumorigénica in vivo

Los resultados de los ensayos in vitro y la asociación entre la expresión de SPARC y

el desarrollo del melanoma humano, descripto previamente, nos llevaron a estudiar si la

disminución de los niveles de expresión de SPARC en las líneas de melanoma humano

podrían afectar la capacidad tumorigénica de las mismas. Para ello se evaluó el

crecimiento tumoral de estas células en ratones atímicos. La ausencia de formación

inicial del tumor y el desarrollo de una rápida necrosis de las células tumorales, indican

que SPARC o algún factor cuya expresión está mediada por esta proteína jugarían un

rol clave en el rechazo tumoral. Componentes de la matriz, tales como laminina, han

demostrado ser capaces de modular la disponibilidad de citoquinas y quimoquinas

(Gilat y col, 1996), indicando que cambios en la composición de la matriz o en las

interacciones entre células tumorales y componentes de la matriz pueden alterar las

señales inmunológicas. Los resultados presentados en el presente trabajo muestran que

el rechazo de las células tumorales está asociado a un masivo y localizado infiltrado

inflamatorio de polimorfonucleares (PMNLs), sugiriendo una mayor disponibilidad de

factores quimiotácticos de PMNLs (Figuras 30, 31. 32). La evaluación histológica sobre

cortes teñidos con hematoxilina no permitió identificar claramente la presencia de otras

poblaciones de leucocitos en el sitio de inyección

Los ensayos de migración de neutrófilos in vitro, realizados con los clones derivados

de la línea IIB-MEL-LES, mostraron una mayor atracción por parte de los clones

transfectados con la secuencia antisentido de SPARC indicando que la disminución de

los niveles de la proteína dispararía la síntesis de factores quimiotácticos para

neutrófilos. Ensayos posteriores mostraron que células L-CMV, L-lD y L-lG no fueron

capaces de inducir la migración de poblaciones de mononucleares humanos. Es

importante señalar que los resultados in vitro de quirniotaxis presentados en este trabajo

corresponden a leucocitos humanos, sin embargo, ensayos preliminares utilizando

PMNLs murinos aislados a partir de sangre perisférica de ratones atírnicos mostraron un

comportamiento similar. La producción de proteínas con efecto quimiotáctico sobre

PMNLs por parte de las células de melanoma ha sido descripto por varios autores,

siendo lL-8 y GRO-a las quimoquinas más citadas (Norgauer y col, 1996; Shattuck RL.

Y col, 1994; Scheibenbogen, C. y col., 1995; Ciotti, P. y col, 1995; Singh, RK. Y col,

1994; Scadendorf, D. y col, 1993).
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Los datos presentados en este trabajo sugieren que los neutrófilos sen'an los responsables

de la actividad antitumoral. Sólo ensayos de depleción in vivo de células NK, macrófagos

y PMNLs en el modelo utilizado de ratones atímicos permitirá demostrar que son estos

últimos o no, los responsables del rechazo tumoral mediado por SPARC.

Ensayos posteriores a los presentados en esta tesis mostraron que los clones derivados

de la línea IIB-MEL-LES transfectados con la secuencia de SPARC antisentido

inhibieron el crecimiento tumoral de la línea parental cuando fiJeron coinyectados con

células control no modificadas genéticamente. El análisis histológico de los sitios de

inyección mostró una imágen similar a la observada en el sitio de inyección de células L­

lD (Figura 28, 29) con un masivo infiltrado inflamatorio. Recientemente, el grupo de

Seino K y col (1997) describieron por primera vez que la expresión de CD95-L (ligando

de Fas, Fas-L) induce el rechazo tumoral mediado por PMNLs. Resultados similares han

sido reportados posten'onnente por van'os autores (Allison, J. y col., 1997; Chen y col,

1998). También se ha descripto que una forma recombinante soluble del ligando de Fas

humano (sFasL) tiene actividad quimiotáctica sobre neutrófilos humanos y mun'nos

(Seino y col, 1998). Actualmente nos encontramos estudiando la expresión de Fas-L y

sFas-L en nuestro sistema experimental.

Consideraciones Finales

A pesar de la gran información que se tiene sobre la expresión, propiedades bioquímicas

y actividades celulares de SPARC, poco se conoce acerca de la función de la proteína.

Con el objeto de analizar la función de SPARC in vivo, el grupo de Gilmur y col. (1998)

intenumpieron por recombinación homóga el locus de SPARC y obtuvieron ratones

deficientes en la proteína. En base a los estudios previos se esperaba que los animales

deficientes en esta proteína presentaran alteraciones durante el desarrollo. Estos animales

no mostraron alteraciones durante el desarrollo hasta los 6 meses. A partir de esta edad

desarrollaron patologías oculares caracterizadas por la formación de cataratas y ruptura

del cristalino. Hasta el momento no se ha descripto otra alteración en estos animales,

pero constituyen una herramienta importante para llevar a cabo estudios más detallados

que pennitan entender el rol de SPARC en el comportamiento celular in vivo. Este

resultado plantea también la posibilidad de existencia de otras proteínas que podn'an
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compensar las fiJnciones de SPARC en los ratones “knockout” para este gen. Hasta el

momento se conoce muy poco acerca del sobre el mecanismo de acción de SPARC en la

función celular a través de cascadas bioquímicas. Uno de los objetivos planteados por

nuestro laboratorio consiste en la identificación y caracterización de los receptores de

superficie y vías de señalización intracelulares de SPARC, y la interacción con otras

proteínas como factores de crecimiento y/o proteínas de matriz extracelular que pueden

regular actividades específicas durante la progresión del melanoma.

Las estrategias antisentido que comprenden el uso de oligodeoxinucleótidos y RNA

derivados de plásmidos son un modo atractivo de terapia génica antitumoral (Mercola y

Cohen, 1995). La expresión constitutiva de RNA antisentido codificante para oncogenes

y factores de crecimiento demostró ser efectiva para inducir la reducción de la

tumon'genicidad y las características malignas (Trojan y col., 1993; Laird y col., 1994;

Aoki y col,m 1995; Harlow y Lane, 1988). Sin embargo, salvo unas pocas excepciones,

no se ha llegado a la supresión total de la formación del tumor (Mercola y Cohen, 1995).

El presente estudio demuestra que la inhibición de SPARC en células de melanoma

eliminó su capacidad tumorigénica, proporcionando un marco terapéutico potencial para

el ‘ïargeting”genético de SPARC en la terapia antisentido del melanoma humano.





CONCLUSIONES

A partir de este trabajo pueden extraerse las siguientes conclusiones :

1) Se demuestra que la expresión de la proteína SPARC están asociados al desarrollo y

progresión del melanoma humano.

2) Los datos aportados en el presente estudio proporcionan la primera evidencia de que

SPARC desempeña un rol clave en la capacidad tumon'génica de lineas de melanoma

humano.

3) La reducción de los niveles de expresión de SPARC en las 2 líneas de melanoma

estudiadas resultó en cambios morfológicos, acompañados de una reducción en la

capacidad adhesiva e invasiva de membranas basales reconstituidas. En los clones

den'vados de la línea IIB-MEL-LES, se observó una disminución en los niveles de MMP­

2.

4) Los clones den'vados de la línea lIB-MEL-LES transfectados con la secuencia de SPARC

antisentido mostraron un aumento en la expresión de la integrina a5 y del mRNA de

fibronectina.





Referencias 91

REFERENCIAS

-Adams, JC y Watt FM (l993).Regulation of development and diflerentiation by the extracellular
matrix. Development ll7, ll83-l 198.

-Albelda, S.M., Mette, S.A., Elder, D.E., Stewart, R.M., Damjanovich, L., Herlyn, M. y Buck, C.A.
(l990).1ntegrin distribution in malignant melanoma .' association of the beta 3 subunit with tumor
progression. Cancer Res. 5, 6757-6764.

-Albelda, S.M. (l993). Role of integrins and other cell adhesion molecules in tumor progression
and metastasis. Lab. Invest. 68, 4-17

-Alberts B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M ;, Roberts, K y Watson, JD. (1994) Molecular Biology of
the Cell, 3rdEdition, Garland Publishing, lnc., pp. 1269.

-Albini, A., Melchiori, A., Santi, L., Liotta, LA., Brown, PD.y Stetler-Stevenson, WG. (199]).
Tumor cell invasion inhibited by TIMP-Z. J,Natl. Cancer lnst. 83, 775-779.

-Alby, L. y Auerbach, R. (l984).Diflerential adhesion of tumor cells to capillary endothelial cells
in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 5739-5743.

-Alvarez, OA. Cannichael DF., y DeClerck YA. (1990). Inhibition of collagenolytic activity and
metastasis of tumor cells by a recombinant human tissue inhibitor of metalloproteinases. J.Natl.
Cnacer lnst. 82, 589-595.

-Asch, AS. y Nachman, RL. (1989). Thrombospondin .' Phenomenology to fimction. Prog. Hemost
Thromb. 9, 157-176.

-Ba|ch, Ch.M., l-loughton, AN.y Peters, L. (1992). Cutaneous Melanoma. En : Cancer Principles
and Practice of Oncology IV edition. HB.Lippincot, pp11612-1631.

-Bamhill, RL. y Mihm, MC.Jr (1989) Pigmented spindle cell naevus and its variants .' Distinction
from melanoma. Br.J. Dennatoi 21 : 7l7.

—Basset,P., Bellocq, JP., Wolf, C., Stoll, J. y Hutin, P., Limacher, JM., Podhajcer, OL., Chenard,
MP., Rio, MC., Chambon, P. (1990). A novel metalloproteinase genes specifically expressed in
stromal cells of breast carcinomas. Nature 348, 699-704.

-Bellahcene, A. y Castronovo, V. (1995). lncreased expressionofosteonectin and osteopontin, two
bone matrix proteins in human breast cancer. Amer. J. Pathol., 146: 95-100.

-Bergson, C., Zhao, H., Saijoh, K., Duman, RS. y Nester, EJ (1993) Ezrin and osteonectin, two
proteins associated with cell shape and growth, are enriched in the locus coeruleus. Mol.
Cell.Neurosci. 4, 64-73.

—Birkedal-Hansen H. (1987). Catabolism and turnover of collagens : Collagenases. Meth.
Enzymol. 144, l40-l7l.



Referencias 92

-Birkedal-Hansen H. (1995). Proteolytic remodelling of extracellular matrix. Current Opinion in
Cell Biology 7, 728-735.

-Bradford, MM. (1976) A rapid and sensitive method for the quantijïcation of microgram
quantities ofprotein utilizing theprinciple ofprotein dye binding. Annal Biochem. 72, 248-254.

-Breton-Gorius, J., Clezardin, P., Guichard, J., Debili, N., Malaval, L., Vainchenker, W., Cramer,
EM. y Delmas, PD. (1992). Localization of platelet osteonectin at the internal face of the alpha­
granule membranes inplatelets and megakaryocytes. Blood 79, 936-94].

-Brooks, PC., Stromblad, S., Sanders, LC., von Schalscha, TL., Aimes, RT., Stetler-Stevenson,
WG., Quigley, JP. And Cheresh, DA. (1996) Localization of Matrix Metalloproteinase MMP-2 to
the surface of invasive cells by interaction with integrin avfl3. Cell 85, 683-693.

-Burridge, K.y Chizanowska-Wodnicka, M. (1986). Focal adhesions, contractility and signaling.
Cancer Rev. 4, 18-78.

-Cawston, TE., Galloway, WA., Mercer, E., Murphy, G. y Reynolds, JJ. (1981). Purification of
rabbit bone inhibitor ofcollagenase. Biochem.]. 195, 159-165.

-Chan, BM., Matsuura, N., Takada, Y., Zetter, BR. y Hemler, ME. (1991) Science 251, ¡600-1602.

-Chen, WT., Wang, J., Hasegawa, T., Yamada, SS. y Yamada, KM. (1986) J. Cell Biol. 103, 1649­
¡661.

-Chiquet-Ehrismann R. (¡990). What distinguishes tenascin fiom fibronectin ? FASEB J.4, 2598­
25604.

-Chiquet-Ehrismann R. (1991) Anti-adhesive molecules of the extracellular matrix interactions.
Curr. Opin. Cell. Biol. 3, 800-804.

-Chomczynski P. y Sacchí N. (1987). Single step method of ARN isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem 162,156-159.

-Chu|uyan, H.E. e Issekutz (1993). VLA-4 integrin can mediate CDII/CD18 independent
transendothelial migration of human monocytes. J.Clin. Invest 92, 2768-2777.

-Ciotti, P., Rainiero, ML, Nicolo, G., Spina, B., Garre,C., Casabona, F., Santi, PL y Bianchi­
Scarra, g. (1995). Cytokine expression in human primary and metastatic melanoma cells .' analysis
infresh bioptic specimens. Melanoma Res 5, 41-47.

-Clark , WH. Jr. Y Fraumeni, JF. The hereditary varian! of malignant melanoma. En : Clark WH,
Goldman L, Mastrangelo, MJ. Eds. Human malignant melanoma. New York: Grune y Stratton
(1979), pp ¡39-166.

-Clark, W.H. Jr. (l99l). Tumorprogression and the nature of cancer. Br. J. Cancer, 64, 631-344.

-Clark, WH. Jr., Elder, DE., y Van Horn, M.(l987) The biologic forms of malignant melanoma.
Hum. Pathol. 17, 443.




















































	Portada
	Abstract
	Resumen
	Índice
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Anexo
	Agradecimientos

