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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 IIB-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 pattern 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 proteina extracelular
asociada a tejidos que presentan altas tasas de proliferacion celular y remodelacion de la
matriz. En este trabajo se muestra que las lineas celulares de melanoma humano IIB-MEL-
LES, IIB-MEL-IAN e IIB-MEL-J asi como varios melanomas humanos metastasicos
expresan altos niveles de la proteina y del ARNm de SPARC. Mediante analisis por
Western Blot, detectamos una tnica banda de 42 kDa secretada in vitro por fibroblastos
diploides humanos y un doblete de 40 a 45 kDa secretado por las tres lineas celulares de
melanoma y en todos los melanomas metastasicos testeados. Algunas de las muestras de
melanomas y de las lineas celulares mostraron un doblete adicional de 34-36 kDa. El ARNm
de SPARC fue detectado por ensayos de northern blot en las tres lineas de melanoma
estudiadas, en las 14 muestras de melanomas metastasicos y en los tumores inducidos en
ratones atimicos. El patron heterogéneo de SPARC secretado por las células de melanoma
humano es resultado de la glicosilacion post-traduccional y de un clivaje extracelular
especifico. A diferencia de lo que sucede con los fibroblastos humanos, las células de
melanoma no sobreexpresaron SPARC luego del agregado de TGF-B. El anilisis
inmunohistoquimico demostr6 que SPARC se expreso fuertemente en el 100% de los
melanomas primarios (7/7) y metastasicos (29/29), con moderacion en la mayoria de los
nevos displasicos positivos (13/14) y débilmente en los nevos benignos (4/25). No se detectd
expresion de SPARC en melanocitos normales. Los datos sugieren que la expresion de de
esta proteina esta asociada a la progresion neoplasica del melanoma humano. En el presente
trabajo también se describe la supresion parcial de la expresion de SPARC en 2 lineas de
melanoma humano utilizando un vector de expresion con la secuencia antisentido para
SPARC. La reduccion de los niveles de expresion de esta proteina dio como resultado una
reduccion en la capacidad adhesiva e invasiva in vitro de las células tumorales sobre
membranas basales reconstituidas, eliminando completamente su capacidad tumorigénica in
vivo. Esta es la primera evidencia de que SPARC desempefia un papel clave la progresion

del melanoma humano.
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INTRODUCCION

I-CANCER

I-1-Definicién y Clasificacion

El céncer es una enfermedad de origen genético que resulta de la acumulacién de
cambios heredables en una célula. Estos cambios llevan a una proliferacién
descontrolada y a la capacidad de invadir tejidos adyacentes y colonizar otros érganos.
La mayoria de las mutaciones que originan un cdncer son sométicas, sin embargo
aproximadamente el 1 % de todos los cénceres se dan en individuos que presentan una
predisposicién heredada a la enfermedad (Fearon ER., 1997). Se ha reconocido que
existen més de 100 tipos diferentes de céncer. Cada uno de ellos posee un desarrollo
caracteristico, 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 renovacién de los tejidos de un organismo estd homeostdticamente
controlado. Los diversos tipos celulares ya diferenciados se mantienen en cantidad y
posiciones relativas correctas. Cuando una célula pierde el control de la proliferacién se
origina un tumor o neoplasia. Sin embargo, esto no necesariamente constituye un
cincer. De acuerdo a su comportamiento los tumores pueden ser clasificados en
“benignos”y “malignos” :

En un tumor benigno, las células neoplésicas permanecen agrupadas en una Gnica masa
tumoral en su lugar de origen, sin invadir tejidos adyacentes y las células que los
componen estdn bastante diferenciadas. Estos tumores son generalmente de crecimiento
lento, pudiendo alcanzar volimenes muy grandes. El tejido normal circundante estd
siempre bien demarcado. Cominmente puede obtenerse una completa cura por
remocién quinirgica del tumor. Hablamos de tumor maligno o cancer, cuando las
células neoplédsicas se parecen menos a las del tejido de procedencia, proliferan
rapidamente invadiendo tejidos adyacentes y son capaces de migrar hacia otros 6rganos

produciendo “metastasis”.

La invasividad tumoral y las met4stasis son las mayores causas de fracasos en el

tratamiento de pacientes con cdncer
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Las neoplasias malignas se clasifican segin el tejido y tipo celular del cual se
originan:

e Carcinomas: neoplasias de origen epitelial. Estos representan més del 90% de los
cénceres humanos, siendo los méis frecuentes los carcinomas de pulmén, mama y
colon.

e  Sarcomas: neoplasias de origen mesenquimitico (hueso, miisculo, vasos
sanguineos, fibroblastos)

e Leucemias y Linfomas: neoplasias derivadas de células hematopoyéticas.

e Tumores originados en tejido nervioso.

Cada una de estas amplias categorias tiene a su vez miiltiples divisiones de acuerdo al
tipo celular especifico, la localizacién en el organismo y la estructura del tumor. El
valor de dicha clasificacién reside en que los diferentes tipos de céncer se comportan de

formas muy distintas.

Las transformaciones que convierten la proliferacién celular original (tumor primario)
en un tumor maligno e invasivo reciben la denominacién general de progresién
tumoral. Mientras que el proceso de transformacién ha sido ampliamente estudiado y se
sabe que requiere la activacién de oncogenes y/o la desactivacién de genes supresores
de tumores, los mecanismos mediante los cuales una célula transformada comienza a

invadir y luego metastatizar (progresién tumoral) permanecen ain poco claros.

I-2-Progresiéon Tumoral

La progresién neoplasica es un proceso de miiltiples etapas que depende de factores
propios de la célula tumoral y de factores del huésped. El primer paso de la cascada
metastésica 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 yla MEC inmediatamente adyacente, las células deben llegar a la
circulacién. Este paso es facilitado por el hecho de que las células tumorales pueden

secretar una serie de factores angiogénicos capaces de estimular la vascularizacién del



Introduccién

tumor (Folkman, J. y Klagsbrus, M., 1987). Como los nuevos vasos generados en el
tumor tienen generalmente paredes discontinuas, la penetracion de las células tumorales
en la circulacién es un evento altamente probable. Una vez en circulacién las células
tumorales pueden interactuar con plaquetas y leucocitos. Se postula que la interaccién
de las células tumorales con las plaquetas seria un paso importante en la metéstasis. El
rol de las plaquetas en el proceso metastisico seria proteger a las células tumorales que
se arrestan en los capilares de un determinado 6rgano y conferirles mecanismos de
adhesién adicionales (Languino, LR. y col.,, 1993). Las células tumorales también
pueden interactuar con leucocitos. Los leucocitos poseen mecanismos adhesivos los
cuales favorecerfan la localizacién (“homing”) de las células tumorales en ciertos
érganos blanco (Lasky, L., 1992). Evadiendo la respuesta inmunolégica la célula
tumoral sale de la circulacién y produce una metdstasis, a partir de una nueva

interaccién generada con su tejido blanco.

TUMOR PRIMARIO CIRCULACION METASTASIS

Figura 1: Esquema del proceso de invasion y metdstasis. T-Célula transformada invadiendo el
tejido adyacente, St- invasion del estroma, El-estroma intersticial con fibroblastos (F), Iv-
intravasacion, IV-transporte a través del aparato circulatorio, Ex-extravasacién, EP-epitelio
normal, BM-membrana basal, EC-células endoteliales. Dentro del limen vascular (LV),

células tumorales (T) interactuando con leucocitos (Leu) y plaquetas (P). Im: invasién desde el
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estroma perivascular al érgano blanco, Pa- parénquima en el sitio de metdstasis. 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 localizacién) su capacidad de prote6lisis y adhesién 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 metastdsico. Muchas células tumorales
metastatizan preferencialmente en ciertos 6rganos (Alby, L. y Auerbach, R., 1984).
Ademids de la anatomia del sistema circulatorio, existen otros factores involucrados en
la selectividad del 6rgano a invadir. Uno de ellos es el repertorio de moléculas de
adhesién expresado por las células metastésicas y el otro es la presencia de los factores
de crecimiento apropiados en el parénquima del 6rgano blanco. Durante la cascada
metastésica, las células tumorales deben presentar variaciones en la capacidad adhesiva
célula-célula y célula-matriz, dependiendo de la etapa del proceso metastasico.

Para describir los eventos bioquimicos que ocurren durante la invasién de la célula
tumoral a 1a MEC Poste y Fidler (1980) propusieron un proceso de 3 etapas.

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

2) El segundo paso consiste en la degradacién local de 1a MEC por proteasas asociadas

a la célula tumoral o0 a las células del estroma adyacente.

3) En la tercera etapa ocurre la migracién de la célula tumoral a través de la MEC
modificada por la protedlisis.

La invasién tumoral ocurriria por repeticién ciclica de estas 3 etapas.

El comportamiento invasivo también se ha descripto en procesos normales como
angiogénesis, desarrollo de tejidos embrionarios y extraembrionarios. La adquisicién de
la capacidad invasiva depende de alteraciones en el control temporal y espacial de la
expresién del fenotipo invasivo observado en procesos normales.

El proceso de progresién tumoral involucra tanto interacciones célula-célula, asi 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, ¢) Caderinas, d) Integrinas. Mientras que las moléculas involucradas en las
interacciones célula-matriz son fundamentalmente: a) las Integrinas, b) las proteasas y

¢) una nueva familia de proteinas recientemerite descripta como “anti-adhesivas”.

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

Durante muchos afios, la investigacién acerca de los mecanismos que contribuyen al
proceso de invasi6n y met4stasis se centraron en la capacidad proteolitica intrinseca de
las células tumorales. El paradigma subyacente consistia en aceptar que la célula
tumoral se “asienta” sobre una matriz extracelular “estdtica” que actia unicamente
como “barrera” que debe ser degradada para poder avanzar. Sin embargo, la falta de
correlacién estricta entre capacidad proteolitica e invasiva/metastasica sugiere que la
adquisicién de un fenotipo metastasico es el resultado de un complejo mecanismo que
involucra la regulacién de genes asociados con la interaccién global de 1a célula tumoral
con la matriz extracelular. Actualmente se reconoce que la matriz juega un rol mucho
mds activo y complejo en la regulacién del comportamiento de las células que se hallan
en contacto con ella, influyendo en su capacidad de adhesién, migracién, proliferacién,
morfogénesis y diferenciacién (Adams, JC. y Watt, FRM., 1993; Lelievre, S. y col,,
1996).

La matriz extracelular tiene una composicién tan compleja como corresponde a sus
funciones. Est4 formada por una serie de macromoléculas que incluyen distintos tipos
de coldgenos, proteoglicanos y glicoproteinas (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, estd compuesta fundamentalmente por
glicosaminoglicanos, glicoproteinas (fibronectina) y fibras (colageno, elastina). El
segundo tipo de MEC se denomina membrana basal, separa a las células endoteliales o
epiteliales del tejido conectivo y estd compuesto fundamentalmente por glicoproteinas
(laminina, coldgeno IV, entactina) y proteoglicanos. La composicién 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 1a MEC en el establecimiento de un fenotipo diferenciado en

distintos tejidos estd bien documentado, las evidencias mds 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 induciria el arresto del crecimiento, mientras que en otros
cénceres de mama, las células malignas no son capaces de reconocer a la MEC debido a
la expresién inadecuada de sus receptores (ver Integrinas). Las causas que subyacen a la
comunicacién alterada entre la célula tumoral y la MEC que la rodea, es una de las
pocas caracteristicas que tienen en comin (junto con la desregulacién del ciclo celular)
una amplia variedad de tumores. Existen evidencias que demuestran que la correcci6n
de las interacciones célula-MEC permiten restaurar las funciones normales
diferenciadas de la célula tumoral, independientemente de las alteraciones genéticas. Un
clasico ejemplo sobre el rol que juegan los componentes de la MEC sobre el fenotipo
neoplasico 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. Reciéntemente
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 metastasica de estas células in vivo.

Actualmente se acepta que ciertos niveles de adhesién al sustrato son requeridos para
la migracién. Mientras que una adhesién moderada a una MEC pobremente organizada
facilitaria la migracién, una fuerte interaccién con una matriz altamente organizada
mantendria a las células que interactdan con ella, inmovilizadas. Podemos decir que el
comportamiento de las células malignas invasivas y metastasicas depende tanto de
cambios en la composicién de la MEC que rodea al tumor primario, como de las
propiedades adhesivas de las células tumorales. El estroma intersticial, asi como la
membrana basal, sirven como barrera para las células tumorales; sin embargo, pueden
permitir la migracién celular a través de adhesiones transientes. Asi, la MEC puede
tanto obstruir como asistir el proceso de metastasis. Como sefialamos previamente, las
moléculas involucradas en la regulacién de la adhesién celular a las proteinas de la
MEC incluyen principalmente a la familia de las integrinas, las proteasas de la matriz y

a las proteinas anti-adhesivas.
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I-3.1. Integrinas

El término integrina indica que se trata de moléculas que integran las actividades de la
MEC vy el citoesqueleto. Estas moléculas no sélo estarfan involucradas en procesos de
adhesién celular sino también en los procesos de transduccién de seiiales.

Las integrinas constituyen una familia de receptores de superficie celular descriptos
por primera vez en 1987. Son heterodimeros de subunidades o y B unidas de forma no
covalente. Hasta el momento se han identificado 15 subunidades o y 8 subunidades f,
las cuales pueden combinarse para formar mas de 20 integrinas conocidas, cada una de
las cuales presenta un patrén de expresién especifico. Los diferentes tipos celulares
ensamblan y expresan distintos complejos off. La combinacién de subunidades o y {3
determina la especificidad de ligando (Giancotti, FG. y Mainiero F., 1994). Sin
embargo, algunas integrinas son capaces de unir varias glicoproteinas y muchas
glicoproteinas son capaces de unirse a distintas integrinas (ver anexo ). Si bien la
mayoria de los ligandos son proteinas de MEC, también participan en interacciones
célula-célula uniéndose a distintos miembros de la familia de inmunoglobulinas
(Springer, TA., 1990; Chuluyén, HE. e Issekutz, 1993; Ruegg, C. y col, 1992; Piali, L. y
col., 1995). Los cationes divalentes son esenciales para la funcién 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 adhesi6n.

Estas glicoproteinas pueden presentarse en estado activado o desactivado, los cuales
estdn dados por cambios conformacionales (Hynes, RO., 1992). De esta forma, las
células pueden regular su adhesividad a sustratos regulando el nivel de expresién y
activacién 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 organizacién del citoesqueleto, fosforilacién de proteinas y expresién de

genes especificos.
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I-3.1.1. Interaccion con el citoesqueleto

Las interacciones entre integrinas y los elementos del citoesqueleto lleva a la
formacién de estructuras especializadas como son las placas de adhesién focal y los
hemidesmosomas.

La cara citoplasmética de las placas de adhesién focal contienen enzimas y proteinas
estructurales o adaptadoras que establecen el vinculo entre el espacio extracelular y el
citoesqueleto. Las integrinas se concentran en las placas de adhesién focal en forma
dependiente del ligando. Mientras que en fibroblastos normales, las integrinas estin
agregadas en contactos focales, los fibroblastos transformados carecen de estas
estructuras y las integrinas se encuentran distribuidas en forma difusa en la superficie
celular (Keely y col, 1998).

Después de unirse al ligando extracelular, las integrinas sufren cambios
conformacionales que llevan a la interaccién de la porcién intracelular de la subunidad
B con el citoesqueleto. Inmediatamente asociado al dominio citoplasmitico de las
integrinas se encuentran otras proteinas como talina la cual interactia con otra proteina
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 estin mediados, al menos
en parte, por la capacidad de promover el ensamblado de complejos que contienen
elementos del citoesqueleto y de sefializacién. De esta forma, anormalidades en el
citoesqueleto perturbardn los procesos de adhesién y sefializacién 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 fen6émeno estaria dado por un aumento de la fosforilacién 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 contribucién del
citoesqueleto al fenotipo transformado ha sido evidenciada por estudios que muestran la
normalizacién in vitro de fibroblastos transformados luego de la expresién ectdpica de

a-actinina y vinculina (Gluck, U. y col., 1993; Fernandez, JLR. y col., 1993).
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I-3.1.2. Seiializacién por integrinas y diferenciacién

La matriz extracelular puede influir en la diferenciacién celular. Diversos estudios han
demostrado que la presencia de fibronectina puede inhibir la diferenciacién de
condrocitos (West, CM. y col., 1979) y la fusién de mioblastos (Podleski, TR. y col.,
1979) pero también promover la diferenciacién de eritroblastos (Patel, VP. y Lodish,
HF., 1987). En contraposicién, se ha descripto que laminina promueve la fusién de
mioblastos (Von der Mark, K. y Ocalan, M., 1989). En cuanto a la regulacién de la
expresién génica se ha observado que anticuerpos contra el receptor de fibronectina
o5PB1 inducen la expresién de proteasas en fibroblastos sinoviales (Werb, Z. y col,
1989). En monocitos, la adhesién al sustrato induce la expresién de genes que codifican
para citoquinas y factores transcripcionales entre los que se incluyen c-fos, c-jun e Ix-B
(Haskill, S. y col., 1988; Shaw, RJ. y col., 1990). El efecto de las integrinas en la
diferenciacién depende del tipo celular. Las células epiteliales de mama expresan
proteinas de la leche en respuesta a estimulos hormonales s6lo si estas células se
mantienen en la MEC adecuadas (Streuli, CH. y col., 1991); esto ha llevado a la
identificacién de “elementos respondedores a la interaccién con la MEC” en el
promotor del gen de la B caseina (Schmidhauser, C. y col., 1992). Otro ejemplo es la
expresion del gen de albimina en las células hepéticas que es inducido sélo si las

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

I-3.1.3. Integrinas y progresion tumoral

Varias lineas de evidencia indican que las integrinas juegan un rol clave en el
comportamiento maligno de las células neoplésicas. Existe una abundante literatura
dedicada a la comparacién de distintas integrinas en tejidos normales y tumorales (ver
anexo 2). En general las células tumorales pierden la expresién de integrinas que son
esenciales para el mantenimiento de las adhesiones estables y la organizaci6n tisular,

pero retienen la expresién de otras integrinas que estarian involucradas en la migracién.
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La integrina o5B1,el cldsico receptor de fibronectina, juega un rol complejo e
interesante en la regulacién del crecimiento tumoral. Los primeros estudios, realizados
sobre la linea celular CHO, demostraron una correlacion inversa entre los niveles de
expresién de o581 y la capacidad tumorigénica de estas células (Giancotti, FG. y
Ruoslahti, E., 1990). Este mismo resultado fue posteriormente descripto en células de
carcinoma de colon que sobreexpresan o5B1 (Varner, JA. y col., 1997). De esta forma
o5B1 actuaria como un regulador negativo del crecimiento celular.

Observaciones similares se han llevado a cabo sobre la integrina a2f1, que es

expresada en bajos niveles en células poco diferenciadas, con alta capacidad invasiva,
de carcinomas de mama. La disminuci6n de los niveles de esta integrina en células de
mama frena la diferenciacién celular y aumenta la motilidad celular, mientras que la
sobreexpresién de 21 en células de carcinoma de mama invasivo, poco diferenciadas,
restaura la diferenciacién 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
progresion tumoral y angiogénesis. Se ha descripto que esta integrina estd 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 estarian involucradas
en la eleccién del 6rgano blanco (“homing”) de las células metastasicas (Abelda, SM. y

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

1-3.2. Proteasas

La composicién de la MEC y su recambio depende en parte de la concentracién,
expresion y activacién de enzimas capaces de degradar los distintos componentes de la
matriz y de la presencia de inhibidores de estas enzimas. Las enzimas proteoliticas
regulan el ensamblado de los componentes de 1a MEC, participan en la remodelacién de
su estructura y permiten la liberacién de fragmentos bioactivos y de factores de
crecimiento. Las principales enzimas involucradas en la degradacién de la MEC se

resumen en la Tabla 1.
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1-3.2.1. Proteasas e invasividad celular

La protedlisis de la MEC es un proceso que ocurre en tejidos normales, pero estd
limitada en duraci6n y estd sometida a una estricta regulacién a distintos niveles. Es un
evento comin que tiene lugar durante 1a implantaci6n del trofoblasto, la morfogénesis
embrionaria, la remodelaci6n tisular, la migracién controlada de monocitos (Moller,
1993), neutré6filos y linfocitos (Ossowski y col., 1979), la invasién por bacterias o
pardsitos, la angiogénesis, y en procesos patol6gicos como artritis reunatoidea y cancer
(Krane, SM., 1994, Birkedal-Hansen, H. 1987; Woessner JF., 1991). Un aspecto general
de los neoplasmas malignos es el desbalance de la protedlisis que favorece los procesos
invasivos. Esencialmente, las proteasas actian facilitando la progresién tumoral a través
de la degradacién de las barreras tisulares, permitiendo la liberacién de factores de
crecimiento e induciendo la desdiferenciacién celular (Coussens y Werb Z., 1996). Se
ha descripto que el bloqueo de la funcién de ciertas proteasas de la MEC puede
disminuir el crecimiento tumoral (Martin y col, 1997; Wilson y col, 1997), mientras que
su sobreexpresién aumenta la capacidad tumorigénica lo cual sugiere que estas
contribuyen al proceso neoplasico. Sin embargo, 1a produccién de enzimas proteoliticas
en el microambiente tumoral no es un proceso desenfrenado. La célula tumoral conjuga
la protedlisis y la adhesividad adquiriendo la capacidad para ejercer invasién en un
lugar y a un tiempo que para una célula normal seria inapropiado.

La pérdida de ciertos componentes de la MEC puede resultar en la pérdida de las
sefiales apropiadas, la morfologia y el fenotipo diferenciado. Trabajos llevados a cabo
por Talhouk y co0l.(1992) y Sympson, CJ. y col (1994) han demostrado que la
degradacién proteolitica de la membrana basal por MMPs resulta en la apoptosis de las
células epiteliales mamarias. Por otra parte se ha observado que la prote6lisis 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 proteoliticamente y otros componentes de la membrana basal pueden generar
sefiales que son distintas a las generadas por los componentes de la MEC intactos (Sage
HE y col., 1997). En algunos casos, el procesamiento proteolitico de la MEC resulta en
la exposici6n de sitios cripticos en las moléculas de MEC que resultan en cambios en la

especificidad de las integrinas que pueden unirse a ellos.
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Tabla 1: Proteasas y sus sustratos
Modificado de Werb, Z., 1997

f collagenasa-1 Col I, 1L, II1, VII, X, GL,EN,LP
| collagenasa-2 AG, TN, L-selectin, IGF-BP
collagenasa-3 Pro-MMP-2, -9, a2M, a.1Pl
g gelatinasa A GL,Col LIV, V. VIL, X, XI, EL
gelatinasa B FN, LN, LP, AG, galectin-3, IGF-BP, VN,
FGF receptor-1, Pro-MMP-1, -9, -13.
stromelisina-1 PG, LN, FN, GL, Col 1II, IV
stromelisina-2 V, IX, X, XI, LP, FB, EN, TN, VN.
matrilisina Pro-MMP-1, -8, -9, -13, alPl, o2M, L-
selectina.
metaloelastasa EL, FB, FN, LN, PG, MBP, PL, a.1P]
MT1-MMP Col L I, II1, GL, FN, LN, VN
MT2-MMP PG, Pro-MMP-2, -13, a1Pl, a2M.
stromelisina-3 LN, FN, AG, a1Pl, c2M
PL, FN, HGF

FB, FN, TN, LN, AG, PG, Pro-MMP-1, -3,
-9,-14,C1,C3,C5
FB, Pro-MMP-2,syndecan

Abreviaturas: Coldgeno tipo, Col; Agrecan, Ag; Tenascina, TN.; Gelatinas, GL.; entactina,
EN; Fibronectina, FN.; Laminina, LN;Vitronectina, VN.; Proteoglicanos, PG.; Elastina, EL ;
Fibrina/Fibrinégeno, FB; proteina bdsica de mielina, MBP ; factor de crecimiento de
hepatocitos, HGF.; al-inhibidor de proteasa, alPl ; a2-macroglobulina c2M.
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1-3.2.2. Metaloproteasas de matriz (MMPs)

Dentro de las proteasas se considera que las MMPs cumplen un rol clave en la
diseminaci6n de las células tumorales. Numerosos estudios han encontrado correlacién
entre la secrecién de MMPs por distintas lineas celulares y el potencial metastdsico de
estas células (Liotta, L.A., 1980b; 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 caracteristicas cataliticas 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; terminal 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 1). La actividad de las metaloproteasas est4
altamente regulada; esto apoya la idea de que estas proteinas cumplirian funciones
biolégicas importantes en procesos normales. En la MEC, la actividad de las MMPs esté
estrictamente regulada por una familia de inhibidores naturales conocidos como TIMPs
(Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). Hasta el dia de hoy se han identificado 3
miembros dentro de esta familia : TIMP-1 (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.I. y col, 1989) y TIMP-3 (Uria, 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 disminucién de la
capacidad invasiva de células tumorales in vitro y la capacidad de formar met4stasis in
vivo como consecuencia del agregado exdégeno o sobreexpresién 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 correlacion positiva entre la actividad de la MMP-2 y la capacidad invasiva celular.
Esta proteasa se caracteriza por la capacidad de clivar coldgeno IV, uno de los
principales componentes de las membranas basales. Nakajima y colaboradores (1993)
han descripto una correlacién directa entre la capacidad metastdsica y la actividad
gelatinolitica de MMP-2 en adenocarcinomas mamarios. Por otra parte, los andlisis
inmunohistoquimicos han demostrado una elevada expresién de MMP-2 en carcinomas

colorectales y géastricos (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 d¢ MMP-2
en plasma de pacientes con carcinoma de pulmén metastdsico.

Las células tumorales no serian las tnicas responsables del aumento de la produccién
de MMPs en el microambiente tumoral. Observaciones recientes sugieren que, en
algunos carcinomas, los fibroblastos peritumorales serfan los responsables de la
produccién de algunas MMPs, (Basset P. y col., 1990; Pyke, C. y col., 1993)

La activacion de MMP-2 estd asociada a la membrana plasmética 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 proteolitica. Otros autores sostienen que el activador de plasminégeno de tipo
uroquinasa (uPA) y el receptor de vitronectina tipo integrina, otv3 serian activadores
de esta metaloproteasa (Brooks, PC. y col., 1996). La presencia de estos activadores
sobre la membrana plasmatica permite localizar la digestién de la matriz en el frente de

invasion.

Figura 2: Esquema del proceso de protedlisis de la MEC mediado por células tumorales.
Modificado de Vassalli JD y Pepper MS, 1994
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1-3.3. Proteinas antiadhesivas

Como mencionamos previamente, las interacciones entre las células y la MEC son las
principales determinantes de procesos como proliferacién, migracién y diferenciacion.
La MEC permite la adhesi6n, el estiramiento y la formacién de contactos focales
principalmente a través de las integrinas. Alternativamente, algunos componentes de la
MEC pueden promover la desestabilizacién de los contactos focales e inducir el
redondeamiento celular. SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine) es el
prototipo de una familia de proteinas asociadas a la MEC con caracteristicas
antiadhesivas. Junto con trombospondina y tenascina constituyen un grupo funcional de
proteinas capaces de interactuar con receptores de la superficie celular, factores de
crecimiento y proteinas 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 modulacién de los receptores de moléculas de la matriz
extracelular, asi como también la secrecién alterada de proteinas antiadhesivas que
actuarian 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 proteinas ejercerian sus efectos antiadhesivos a través de distintos
mecanismos. Las posibilidades incluyen: 1) la activacién de vias de sefializacién
intracelulares (Janken, S. y col, 1989), 2) la interferencia con los procesos de adhesién 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) presentacién o
secuestro de factores de crecimiento y citoquinas (Lane, TF y col, 1991 ; Murphy-
Ullrich, JE y col., 1990) y 4) modulacién de la actividad de proteasas.

1-3.3.1.Tenascina

Tenascina (TN)-C fue el primer miembro de la familia de tenascinas en ser descripto y
es por lo tanto el més conocido y estudiado hasta el momento. Descripta por primera
vez, en forma independiente, por distintos laboratorios a principios de los afos 80

recibié distintas denominaciones: citotactina, hexabraquion, J1-200/220. Es una
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glicoproteina que se expresa durante el desarrollo embrionario en diferentes 4reas del
cerebro, en cartilago y en células mesenquimaticas. A pesar de que la expresién de esta
proteina en adultos estd restringida y es minima, se han descripto incrementos
transientes en la expresién de tenascina durante los procesos cicatrizacién 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 proteina 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 asi como también en la inhibicién de la migracin
celular y estiramiento sobre distintas proteinas de matriz extracelular (Chiquet-
Ehrismann, R., 1990).

I-3.3.2.Trombospondina

Trombospondina participa en la agregacién de plaquetas activadas (Mackie, EJ. y col,,
1988 ) pero también es secretada por células mesenquimdticas y epiteliales. La
naturaleza y las consecuencias de la interaccién de trombospondina con las células es
compleja y controvertida. Esta proteina ha sido descripta inicialmente como una
proteina de adhesi6én 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 Hook, 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 proteina es capaz de inducir la quimiotaxis de neutréfilos y células
endoteliales (Mansfield, PJ. y col.,, 1990; Taraboletti, G y col.,, 1990) e inhibir la
migracion de células endoteliales hacia factores angiogénicos, como bFGF (Good, DJ.
y col., 1990). En embriones murinos, trombospondina es expresada en 4reas de activa

organogénesis y morfogénesis tisular (O’Shea, KS. y Dixit, VM., 1988).
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1-3.3.3.SPARC

La proteina SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine), también
denominada Osteonectina, BM40 y 43 kDa, es una proteina de la MEC asociada con
procesos de morfogénesis, proliferacién y migracién celular (Lane, TF. y Sage, H.,
1994b). Esta proteina fue descripta por primera vez en 1981 por Termine y col.
Inicialmente fue caracterizada como la proteina mayoritaria de hueso exceptuando el
colédgeno. Aunque su rol especifico sigue siendo dificil 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 presién evolutiva para

conservar intacta la funcién de esta proteina.
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II-SPARC
I1-1.Propiedades bioquimicas de SPARC

El peso molecular de la proteina madura deducida a partir del cDNA es de 32.517 Da,
con un PI de 4.7. Las modificaciones postraduccionales resultan en una glicoproteina
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 Ca** y Cu2+, asi como
también varios tipos de coldgenos (Termine, J. y col, 1981; Sage, H. y col, 1984, Lane,
TF. y Sage, EH., 1990; Mayer, U. y col, 1991), albimina, 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 fosforilacién de SPARC, existen controversias sobre la
existencia de fosforilacién fisiol6gicamente relevante de SPARC. Esta modificacién
pareceria ser especifica de tejido. SPARC secretada por células bovinas y por
fibroblastos no esté 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 especificas pueden influir en la afinidad de SPARC por la
MEC. Se ha descripto que la protedlisis parcial de SPARC en hueso resulta en un
aumento de la capacidad de unién de la proteina a fibras de col4dgeno tipo I (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 proteina aislada de hueso contiene principalmente
azicares con alta manosa (Kelm, RJ. y col, 1991).

El cDNA de SPARC de vertebrados codifica para una proteina de 298-304 aa, donde
los primeros 17 aa constituyen el péptido sefial. La proteina estd compuesta por 3
dominios estructurales con distintas funciones. (Maurer, P. y col.,1995).

Dominio I (aa 3-51): codificado por los exones 3 y 4, es altamente 4cido y une Ca®*
con baja afinidad (Kd 10°-10°M), lo cual le confiere sensibilidad a cambios en la

concentracién de Ca®* (Mayer, U. y col, 1991)
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Dominio II: codificado por los exones 5 y 6, contiene 10 Cisteinas (Cys). Este dominio
contiene sitios de unién a Cu**y la secuencia GHK. Este dominio est4 involucrado en
la regulaci6n de la proliferacién celular y de procesos angiogénicos (Funk, SE. y Sage,
EH., 1993; Funk, SE. y Sage, EH., 1993; Lane, TF. y col, 1994), asi como también en la
disociacién 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 estdn involucrados en la regulacién de la produccién de
metaloproteasas en células endoteliales y/o fibroblastos sinoviales de conejo (Tremble,
PM. y col.,, 1993). Contiene un motivo “EF-hand” y une Ca®>* con un Kd de
aproximadamente 10”7 M. Esta estructura esté estabilizada por uniones puente disulfuro
y estarfa involucrada en la unién a coldgeno dependiente de Ca®*, en la disociacién de
los contactos focales (Murphy-Ullrich, JF. y col, 1995) y en la inhibicién de la
proliferacién de células endoteliales (Sage, EM. y col., 1995).

2+
Unién a Caz’ ! Unién a Cu Unién a Caz'
4 1
1 50 130 281
7 - arubll
* Inhibe el estiramiento celular Sk
* Induce sintesis de PAI-1 :
* Disminuye FN y TSP % ((
55-130 e I I
* Inhibe la proliferacién C f - i
*Pérdida de contactos !
focales E: | |
255274
114-130 el ‘3 U . :nhbo estiramiento
- Liberacién | *Inhibe proliferacién
: m angiogénesis ! 154-173 | *Pérdida de contactos
- i j *induce MMPs | | Tocales

Figura 3 : Representacién esquemdtica de la proteina SPARC.
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II-2.Expresion de SPARC

Tanto en vertebrados como en gusanos nematodes, SPARC ha sido descripto como
un gen de copia tnica. 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 poliadenilacién alternativa (Lane, TF. y Sage, EH., 1994).

La localizacién de SPARC por técnicas de inmunohistoquimica y por hibridizaci6n in
situ ha demostrado que la expresién de SPARC estd espacial y temporalmente regulada
durante el desarrollo (Nomura, S. y col, 1988; Holland, PWH. y col, 1987)

En ratones se observé una elevada expresién de SPARC al dia gestacional 9 (G9) del
desarrollo y esta se localiza en el primordio del corazén, en los somitos y en las
membranas extraembrionarias (Holland, PWH. y col, 1987; Sage, EH. y col, 1989). Al
dia G14, la expresién de SPARC se asocia a huesos en desarrollo, epitelios (piel e
intestino) y vasos sanguineos. En el adulto, la expresién se limita a gldndulas, intestino
y hueso, lo cual indica que SPARC estaria asociado a la remodelacién tisular, al
movimiento celular y a la proliferacién en ciertos 6rganos (Lane, TF. y Sage, EH.,
1994).

Durante los procesos de osteogénesis la expresion de SPARC es mayor en la region
adyacente al “collar 6seo” que rodea al cartilago 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 mayoria de las células hematopoyéticas no expresan
SPARC, los megacariocitos (Kelm, RJJ. y col, 1992) y ciertas poblaciones de
macréfagos involucrados en procesos de reparacién (Raines, EW. y col, 1992; Reed,
MI. y col, 1993) contienen a dicha proteina. En el sistema nervioso central, SPARC ha
sido detectada en ciertas células neuroenddcrinas 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
expresién en neuronas corticales ni cereberales (Holland, PW. y col., 1987, Sage, EH.
y col., 1989). La sobreexpresién de SPARC en vertebrados e invertebrados resulta en
trastornos en el desarrollo del eje corporal que son consistentes con el rol de la proteina
en los procesos de morfogénesis de estructuras (Schwarzbauer y Spencer, 1993). La
perturbacion de la expresion de SPARC en Xenopus y C. elegans result6 en anomalias

durante el desarrollo y en algunos casos en la muerte del embrién (Purcell, L. y col.,
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1993; Schwarzbauer, J. y Spencer, CS., 1993). La expresién de SPARC es inducida en
células endoteliales durante la formacién 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 morfologia celular, en la sintesis proteica y en la proliferacion (Sage, EH.
y Bornstein, 1991) indicando que esta proteina cumple un rol importante sobre las
funciones endoteliales.

En cuanto a la regulacién de la expresion de SPARC, varios factores han sido
descriptos como inductores especificos durante el desarrollo. Entre ellos el mas
estudiado ha sido TGF-f, dado que este factor estd involucrado en la regulacién de
varias proteinas de MEC. Existen evidencias de regulacién positiva de la expresién de
esta proteina por TGF- en fibroblastos humanos (Wrana, JL. y col, 1991; Lankat-
Buttgereit, B. y col, 1991).

III-3-SPARC y MEC

SPARC, junto con otras glicoproteinas de secrecién 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 pareceria
ser diferente ya que mientras trombospondina y tenascina tienen propiedades adhesivas
y antiadhesivas (Sage, EH. y Bornstein, 1991; Chiquet-Ehrismann, R., 1991), SPARC
no ha demostrado tener caracteristicas adhesivas para células. La actividad anti-
adhesiva de SPARC residiria en elementos de los dominio I y IV (Lane, TF. y Sage,
EH., 1990).

SPARC inhibe el estiramiento celular sobre coldgeno 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 rearreglo del
citoesqueleto (Goldblum, SE. y col, 1994). Estudios con la linea celular de carcinoma
embrionario murino, F9, transfectada en forma estable con el cDNA codificante para
SPARC en orientacién sentido o antisentido evidencian que SPARC estaria involucrado
en la morfologia celular (Everitt, EA. y Sage, EH., 1993; Everitt, EA. y Sage, EH,,
1992).
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SPARC es liberada durante la degranulacién de plaquetas y es sintetizada por
fibroblastos y macréfagos en los sitios de reparaci6n de heridas (Kelm RJJ y col, 1992 ;
Reed MIJ y col, 1993). La expresién transiente de la proteina en este proceso indicaria
que SPARC podria actuar regulando la deposicién o el ensamblado de las proteinas de
MEC. Se ha descripto que SPARC se une a varias proteinas de la MEC, entre ellas :
trombospondina (Sage, HE., 1984), vitronectina (Rosenblatt, S. y col., 1997) y distintos
tipos de coldgeno, incluyendo el coldgeno tipo I, III, IV y V y se localiza en membranas
basales especializadas durante el desarrollo.

La exposici6n de células endoteliales a SPARC exdgena induce cambios en la sintesis
de proteinas asociadas a la matriz extracelular. Se ha observado que SPARC estimula la
produccién del inhibidor del activador de plasminégeno I (PAI-I) (Hasselaar, P. y col,
1991) y también estd asociado a una disminucién en la sintesis de fibronectina y
trombospondina durante procesos de angiogénesis (Lane TF y col, 1992). Kamihagi, K.
y col. (1994) han reportado que en lineas celulares de osteosarcoma, fibrosarcoma y
carcinoma de vejiga, SPARC regula negativamente la secrecién de fibronectina y
laminina. También se ha descripto que en fibroblastos SPARC induce la expresion de
metaloproteasas involucradas en procesos de morfogénesis y remodelacién de tejidos:
colagenasa, estromelisina y gelatinasa MMP-9 (Tremble PM y col, 1993). De esta
forma SPARC regularia la expresién de componentes de la matriz y la actividad de

enzimas que actuarian regulando las interacciones con la MEC.

ITI-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 dimeros de PDGF AB y BB con alta afinidad (Kd : 10°M)
inhibiendo la unién de este factor a su receptor en fibroblastos por lo cual SPARC
regularia la actividad y distribucién 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 migracién de células endoteliales (Hasselaar, P. y Sage, EH., 1992). En este
caso SPARC no interactiia con bFGF ni bolquea la unién de este a su receptor. Ain no
se conoce cudl seria su mecansimo de accién. Recientemente se ha descripto que

SPARC es capaz de inhibir el efecto mitogénico del factor de crecimiento vascular,
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VEGEF, sobre células endoteliales. Este efecto seria mediado en parte, por la interaccion
directa de VEGF con SPARC ( Kupprion, Ch. y col, 1998).

I1-5-SPARC y proliferacion celular

Trabajos recientes indican que SPARC funcionaria en forma directa o indirecta
regulando la proliferacién celular (Funk, SE. y Sage, EH., 1991; Funk, SE. y Sage, EH.,
1993; Sage, EH., 1992). SPARC exégeno es capaz de inhibir la incorporacién de *H
timidina en un 90 % en cultivos sincronizados de células endoteliales de aorta bovina.
Experimentos llevados a cabo con péptidos sintéticos que representan la primera region
catiénica 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
estimul6 la proliferacién de estas células (Funk SE y Sage EH, 1993), evidenciando que

la actividad proliferativa estaria enmascarada en la proteina completa.

II1-6-SPARC y cancer.

Mediante el uso de bancos de cDNA substractivos preparados a partir de mRNA de
cancer de mama, se clon6 un cDNA cuya secuencia completa demostré ser codificante
para SPARC (Podhajcer OL y col, 1996). Utilizando técnicas de hibridacién in situ e
inmunohistoquimica se observé que la expresién de SPARC estaba asociada a las
células tumorales localizadas en el frente de expansién 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 expresién de SPARC en los procesos de remodelacién de
tejidos y durante el desarrollo embrionario, nos llevé a plantear el estudio de la
expresion de esta proteina en melanoma, uno de los canceres cuya incidencia més se ha

incrementado en los Gltimos afios.
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Figura 4: Expresion de SPARC en cdncer de mama.

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

A y C)Tincién con hematoxilina-eosina, B y D) hibridizacién in situ utilizando una sonda de
cDNA de SPARC marcada *’S.
Reproducido de Podhajcer y col, 1996.
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III-MELANOMA CUTANEO

El melanoma resulta de la transformacién maligna de las células pigmentadas de la
piel, los melanocitos y es uno de los tumores mds intensamente estudiados en los
dltimos afos.

Histéricamente, la descripcién mds temprana sobre el melanoma se remonta a los
escritos de Hipdcrates 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 ilustracién acompafiaba a la descripcion
del profesor de cirugia Cruveilhier (1797-1874) : “...La escicion se vié seguida de una
recidiva. La subsiguiente amputacion de la mano consiguié una curacion local, pero
aparecieron metdstasis en los pulmones, el corazén, estomago...” Sin embargo, el
término melanoma fue sugerido por primera vez por Carswell en 1938 en un trabajo que

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

Figura 5 : Melanoma maligno. Reproducido deBailliere, JB; 1829-1835)
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El melanoma cutdneo es considerado un tumor de comportamiento impredecible ya
que el pronéstico puede variar entre una remisién espontdnea (en un porcentaje menor
al 2 % de los casos de los casos) a una répida progresién y muerte del paciente.

El interés sobre la investigacién en melanoma tanto por investigadores clinicos como
experimentales se ha desarrollado por una serie de razones:

1) El aumento de la incidencia de esta patologia en los Gltimos 40 afios.

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 cutdneos o lunares y a los melanomas para llevar a cabo
estudios experimentales.

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

II1-1.Incidencia del Melanoma

El melanoma representa aproximadamente el 1 % de los cdnceres de los Estados
Unidos. Si bien corresponde al 3 % de los neoplasmas cuténeos, su potencial maligno se
refleja en el hecho de que resulta en el 65 % de las muertes por céncer de piel. La
incidencia del melanoma es practicamente igual entre hombres y mujeres. Sin embargo,
se observan diferencias en la distribucién 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 afios de edad y la aparicién de melanoma en
nifios es extremadamente baja.

La incidencia del melanoma est4 creciendo en mayor proporcién que cualquier otro
tipo de céncer, a excepcién del cdncer de pulmén en mujeres, en los estados Unidos,
Australia, el norte de Europa y en Canadd (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 diagndstico temprano y los protocolos de tratamientos han

logrado retrasar la mortalidad de los pacientes como consecuencia de esta enfermedad.
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Aiin no se conocen los factores etiol6gicos que llevan al desarrollo del melanoma, Sin
embargo hay 3 factores que deben ser considerados. 1) La incidencia del melanoma es
mayor en la poblaci6n blanca que en cualquier otra raza y es 10 veces mayor en
individuos blancos que en negros. Existe una correlacién negativa entre el grado de
pigmentacién de la piel y el melanoma (Crombie IK, 1979). 2) Estudios
epidemiol6gicos y clinicos sefialan un rol fundamental de la irradiacién 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-Progresion tumoral en el sistema melanocitico

El melanoma cutaneo resulta de la transformacién maligna de los melanocitos. Los
melanocitos residen en la piel, en la capa basal de la epidermis y son los responsables de
la sintesis del pigmento “melanina”. La sintesis de melanina ocurre en los
“melanosomas”.

Embriolégicamente los melanocitos derivan de una poblacién 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 sintesis de melanina). La migracién de los
melanoblastos comienza muy temprano, entre la segunda y tercera semana de gestacién
del embrién humano y migran hacia la dermis embrionaria para alcanzar la epidermis a
las 8-10 semanas. Los melanoblastos ya estdn comprometidos a diferenciarse en
melanocitos antes o durante la migracién 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 via de maduracién de los melanocitos no esta
muy clara pero se cree que habria 2 estadios intermediarios entre melanoblastos y
melanocitos maduros. En el lugar de destino, los melanocitos son células

multidendriticas pigmentadas que se localizan principalmente en la base de la
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epidermis. 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 dendriticas hasta los queratinocitos. En el adulto, los melanocitos
se dividen infrecuentemente, aproximadamente una vez al afio (Pawelek, J., 1979). La
poblacién de melanocitos en la piel es particularmente densa en los nevos, cominmente
llamados lunares. También se encuentran en el ojo y otros epitelios, incluyendo
oreofaringe, eséfago, intestino delgado y grueso, vejiga, ano y vagina. También se han
encontrado melanocitos en la cipsula de ganglios linfiticos dando lugar a la
especulacién de que algunos melanomas de origen primario desconocido podrian
derivar de ganglios linféticos.

Las células de melanoma crecen independientemente de los factores de crecimiento,
poseen anomalias cromos6micas numéricas y estructurales, son capaces de invadir otros
tejidos y de metastatizar. Avances recientes en técnicas de cultivo han permitido
delinear cuales son los factores que controlan el crecimiento de melanocitos normales y
de células de melanoma. El estudio de los requerimientos para la proliferacién in vitro
de los melanocitos normales ha ayudado a identificar factores que estdn activados en
células malignas y que serian potencialmente responsables de la independencia que
exiben las células malignas a factores ex6genos de crecimiento y diferenciacién. Se han
descripto cuatro grupos de factores que estimulan el crecimiento in vitro de melanocitos
normales humanos: 1-hormonas peptidicas: b-FGF (factor basico de crecimiento de
fibroblastos), IGF-1 (factor de crecimiento tipo insulina-1), insulina, EGF; 2- cationes y
proteinas 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 célera, toxina del tétanos y prostaglandina Fa; 4-
activadores de la proteina kinasa C: ésteres de forbol (Herlyn, M. y Houghton, AN.,
1992).

III-3-Evidencias clinicas y patologicas de la progresion tumoral

Las caracteristicas clinicas e histopatolégicas de la progresién tumoral en el sistema
de melanocitos humanos ha sido ampliamente descripto.
Los ‘“nevos melanociticos” (lunares) pueden ser considerados como neoplasias

benignas. Estdn presentes en casi todos los seres humanos, desde la infancia, alcanzando
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su mayor nimero en j6évenes adultos y declinando en la vejez. Las observaciones
histopatolégicas sugieren que los nevos pueden regresar debido a una activa respuesta
inmune (Wayte DM y col, 1968) o debido a la diferenciacién y senescencia o atrofia
(Goovaerts G y Buyssens N, 1988).

El término “nevo displasico” representa una lesién intermedia y estd descripto como
un nevo con una disposici6n arquitecténica desordenada. Las caracteristicas clinicas de
un nevo se describen en funcién de su tamaiio, bordes y color. Los nevos displdsicos
usualmente tienen un didmetro de al menos 5 mm, con bordes poco claros y color
irregular. Histolégicamente, las lesiones contienen melanocitos atipicos distribuidos al
azar con nicleos grandes, y cambios arquitecténicos debido al irregular arreglo del
tejido conectivo que lo rodea (Clark, WH. Jr, 1991). Uno de los factores de riesgo que
mejor correlaciona con el melanoma son los nevos displdsicos en individuos con
historia de melanoma familiar. Los nevos displdsicos son considerados precursores de
melanoma ya que el 30 % de los melanomas espontdneos y el 70 % de los melanomas
familiares (Greene, MH y col, 1985 a y b) se desarrollan en la cercania de nevos
displasicos. 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 niicleos hipercrométicos y
los melanomas con fase de crecimiento radial (RGP). Estos tienen las mismas
caracteristicas que los melanomas in situ, pero algunas células melanociticas
individuales han invadido la dermis. Los melanomas RGP generalmente tienen més de
10 mm de didmetro y son asimétricos. Se pueden observar células en mitosis en la
epidermis, pero no en la dermis. Segin Clark (1991), de 147 casos estudiados durante
mas de 10 anos, ninguno recurrié ni metastatizé.

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

e Crecimiento bifasico
e Crecimiento monofésico

El patr6n de crecimiento bifésico se caracteriza porque el melanoma presenta fase de
crecimiento radial (RPG) y fase de crecimiento vertical (VPG). La fase de crecimiento
radial se caracteriza por el crecimiento intraepidérmico. La lesi6n crece en forma
auténoma e invade la dermis papilar, pero carece de potencial metastdsico (Clark,
W.H.Jr, 1987, Elder D.E., 1984). La fase de crecimiento vertical difiere del crecimiento

radial desde el punto de vista citolégico y arquitecténico. La fase de crecimiento vertical
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generalmente presenta células de mayor tamafio, con mayor grado de atipia y aumento
del tamafio 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 circulo imperfecto y se
expanden en la dermis. La fase de crecimiento vertical implica un cambio cualitativo
que resulta en la seleccién de una poblacién de células que tiene ventajas proliferativas
respecto a las demés células. Las células que presentan fase vertical de crecimiento
pueden reducir o perder la sintesis de pigmentos, de alli que estos melanomas sean
frecuentemente amelanéticos. Los melanomas con crecimiento monofésico proceden
puramente en fase vertical, sin fase de crecimiento radial.

Los melanomas invasivos pueden dividirse en 4 subtipos de acuerdo a su patrén de
crecimiento (Barnhill RL y Mihm MC Jr., 1989). Cada uno de estos subtipos presentan
caracteristicas clinicas tnicas con diferente prondstico (ver anexo 3). Los melanomas de
tipo extensivo superficial (SSM), lentigo maligno (LMM) y acral lentiginoso (ALM)
presentan un patrén de crecimiento bifasico. Este patrén de crecimiento se caracteriza
por la proliferacién de melanocitos intraepidérmicos (fase de crecimiento radial),
seguida de un crecimiento del nédulo expansible en la dermis (fase de crecimiento
vertical). Los melanomas de tipo nodular (NM) presentan un patrén de crecimiento
monofésico, donde el crecimiento del melanoma se realiza puramente en fase vertical,
sin fase de crecimiento radial.

Como mencionamos previamente la metéstasis es el paso final del proceso de
progresién tumoral. Los pacientes con metéstasis sistémicas de melanoma, tienen un
pron6stico muy poco alentador con una sobrevida promedio de 6 meses (Balch CM y
col,, 1992). Generalmente, el paciente con metéstasis fallece por el compromiso
anatémico directo y las alteraciones fisiol6gicas causadas por las metdstasis en los
6rganos comprometidos. Pulmén, cerebro e higado son los sitios mas comunes donde se
encuentran metastasis de melanomas, sin embargo, estas pueden encontrarse en

cualquier sitio del cuerpo

30



Introduccién

I11-4-Moléculas expresadas por células de melanoma

Los antigenos de superficie estdn involucrados en las interacciones célula-célula o
célula-matriz. Estos receptores pueden ejercer miltiples funciones a través de su rol
como intermediarios de eventos de sefializaci6n.

Las células de melanoma expresan una serie de integrinas diferentes, y la expresion de
algunas integrinas es mayor en células de melanoma metastisico que células de
melanoma primario. Este aumento de la expresién de integrinas con la progresion
tumoral es una caracteriastica de los melanomas ya que los tumores derivados de células
epiteliales en general suprimen la expresién de los receptores de adhesion (Herlyn M y
col, 1991). Diversos ensayos in vitro e in vivo muestran que las integrinas juegan un rol
importante en la tumorigenicidad, invasién, angiogénesis y metéstasis de melanoma
(Danen, EH. y col, 1995). Cambios en el nivel de expresién de integrinas, tales como el
aumento en la expresi6én de ovp3, avBl, a4fl, asi como la disminucién en la
expresién de a6f1 estdn relacionados con la progresién del melanoma (Edward M,
1995). La integrina owvp3 jugaria un rol muy importante durante los procesos de
invasién y metéistasis de melanoma (Seftor REB y col, 1992 ; Nip J y col, 1992). El el
aumento de la expresién de esta integrina en el melanoma coincide con la transicién de
fase de crecimiento radial a fase de crecimiento vertical y por lo tanto estaria
relacionado con la adquisicién de un fenotipo maligno y la penetracién de la membrana
basal por las células tumorales. Alin no estdn totalmente claros los mecanismos de
transduccién de sefiales mediados por estas integrinas en melanoma. Es importante
investigar cémo ocurre esta sefializacién ya que los antagonistas de adhesién podrian

resultar en un nuevo punto de vista terapéutico para prevenir la formacién de metéstasis.

ITI-5-Melanoma y marcadores tumorales.

Algunos marcadores antigénicos han sido utilizados para investigar la diferenciacién de
los melanocitos y la patogénesis del melanoma (Duray, P., 1988; Balch Ch.M., 1992).
Dos marcadores ampliamente usados son las proteinas S-100 y HMB-45, las cuales
pueden ser detectadas por anticuerpos especificos sobre secciones de tejido embebidas

en parafina. S-100 es expresada por casi todos los melanomas, pero es expresada
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ademds por sarcomas y un subgrupo de carcinomas. Por su parte HMB-45 es un
marcador m4s especifico de células melanociticas, pero no es siempre positivo en
melanomas metastéticos. Por lo general ambos marcadores son més efectivos cuando se
aplican formando parte de una bateria de marcadores. Otros marcadores de superficie
celular pueden ser exitosos en el pronéstico de la enfermedad (ejemplo: propensién para
met4stasis distantes), incluyendo la molécula-1 de adhesién intercelular, el gangliésido
GD?2 y la subunidad B3 de las integrinas (Purkel, CS. y col, 1982; Albelda, SM. Y col,
1990).

Los estudios del crecimiento, adhesi6én y diferenciacién del melanoma pueden llevar
al desarrollo de nuevas herramientas farmacol6gicas y/o aproximaciones biol6gicas para
estrategias terapéuticas. Al respecto, el presente trabajo de tesis puede enmarcarse en
esta bisqueda, a través del estudio del rol de la proteina SPARC y la progresion del

melanoma humano.

I11-6-Lineas celulares de melanoma

El comportamiento de las células neoplasicas puede ser estudiado mediante la
utilizacién de cultivos celulares. Los cultivos celulares “inmortalizados™ constituyen
una “linea celular’. Estas representan un modelo simplificado para realizar estudios a
nivel celular, subcelular y/o molecular. Las lineas celulares son muy itiles 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 lineas de melanoma en
cultivo constituyen una herramienta muy importante en el estudio del melanoma. En
esta tesis se utilizaron diferentes lineas celulares, derivadas de metdstasis 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 lineas fueron establecidas y caracterizadas en el
laboratorio del Dr. Mordoh de 1a Fundacién Campomar.

Estudios previos, llevados a cabo por la Dra. Claudia Kairiyama con el objeto de
comparar la capacidad invasiva in vitro de las distintas lineas celulares mencionadas,
mostraron que la linea IIB-MEL-LES present6 una capacidad de atravesar membranas
basales reconstituidas (Matrigel) 5-10 veces mayor que las otras 2 lineas (Figura 6A).

Cuando los medios condicionados por estas células fueron analizados por zimografia se
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observé que la mayor capacidad invasiva observada in vitro correlacionaba con un
aumento en la expresi6n de la actividad de MMP-2 (72 kDa, metaloproteasa de matriz-
2, o gelatinasa A) (Figura. 6B y C). Ademds, se observé que el antisuero anti-MMP-2
fue capaz de bloquear completamente la actividad gelatinolitica de las células y redujo
su capacidad invasiva en un 50 %. Estas lineas también presentaron diferencias en la
tasa de crecimiento en ratones atimicos. Cuando los ratones fueron inyectados con un
inéculo tumorigénico de 3 x 10° células, la aparicién de tumores con un volumen medio
de 0,1 cm’ se observé al cabo de 34 + 3,3 dias (media + d.s.), 42,5 + 6,5 dias y 51,5 +
5,7 dias, en ratones inyectados con células [IB-MEL-LES, IIB-MEL-IAN e IIB-MEL-J,
respectivamente.

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

melanoma.
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Figura 6: Andlisis de la capacidad invasiva in vitro de células de melanoma humano. A)
Ensayo de invasividad de membranas basales reconstituidas (Matrigel).

B y C) Expresién de MMP-2 en lineas de melanoma humano y fibroblastos HFL-1. B) Andlisis
de la actividad gelatinolitica y C) andlisis por western blot, de medio condicionado libre de

suero obtenido de las distintas lineas celulares.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue determinar el rol de la proteina de matriz
extracelular, SPARC, en el desarrollo y la progresion del melanoma humano. Para ello,

planteamos:

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

lineas celulares de melanoma.

* Evaluar los niveles de expresion 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 progresion

tumoral mediante la utilizacion de secuencias antisentido.
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MATERIALES Y METODOS

Expresion 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 gener6
un codén de iniciacion ATG, rio arriba de Ala 18 en la secuencia codificante que fue
posteriormente subclonada en el vector de expresion pET-3b en los sitios Nde I-BamH 1.
Células BL-21 (DE3) transformadas con el plasmido pET-3b o con el pldsmido pET-
3b/SPARC fueron crecidas a 37 °C hasta una ODggp: 0.5, inducidas con 1 mM de isopropil-
B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) e incubadas a 28 °C durante 3 horas.

Figura 7: Induccion de la expresion de SPARCr dependiente de IPTG. Cultivos de la cepa de
E.coli BL-21 transformadas con el plasmido pET-3b/SPARC fueron crecidos a 37 °C e inducidos o
no, con IPTG 1 mM. Al cabo de 3 hrs. a 28 C, alicuotas de 1 ml de cultivo fueron removidas,
centrifugadas a 16.000 x g durante 1 min, resuspendidas en buffer 50 mM Tris CIH, pH: 8 y
sonicados. Las muestras fueron centrifugadas y 15 ug de proteina total fueron sembradas en un gel
de poliacrilamida desnaturalizante al 10 % en condiciones reductoras. A) Tincion con azul de
Coomasie. B) Western blot. Se utilizaron anticuerpos especificos dirigidos contra SPARC humana

cedidos gentilmente por el Dr. Paul Basset (Estrasburgo, Francia).
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Purificacion y caracterizacion de SPARCr

Los precipitados bacterianos fueron lisados y sonicados como se describié previamente
(Podhajcer y col, 1996). Los lisados celulares fueron centrifugados a 100.000 x g durante 1
hr. y el sobrenadante fue precipitado con sulfato de amonio al 80%. Después de la
centrifugaciéon el precipitado fue resuspendido en buffer 50 mM Tris CIH, 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 volumenes de 150 mM NaCl y la proteina eluida con
un gradiente continuo de NaCl (150-400 mM). SPARC recombinante (SPARCr) eluyé 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: Purificacion de SPARCr.
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A) Patréon de elucion de la columna de DEAE-Sephacel. La concentracion de proteinas fue
ceterminada en cada fraccion 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 elucion de SPARCr.

B) Andlisis en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10 % . Las muestras fueron sometidas a
electroforesis en condiciones reductoras y el gel fue tefiido con azul de Coomasie. El niumero de
Jfraccion 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 estandar de inmunizacién (Harlow y Lane, 1988). Este suero es capaz de
reconocer una unica 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-1. No se observé inmunoreactividad cuando el suero fue
ensayado sobre medio condicionado por lineas celulares de mama como MCF-7 que no
expresan el mRNA de SPARC (Podhajcer, OL., 1996) (Figura 9). El suero pre-inmune n o
fue capaz de detectar la expresion de SPARC en el medio condicionado de células HFL-1.
La expresion de SPARC en tumores de mama fue analizada por la Dra. Inés Bravo
(Hospital Castex) utilizando este suero. La localizacion de la proteina 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 :Inmunodeteccion de SPARC. 30 ug de proteina total obtenida a partir de medio
condicionado libre de suero (obtenido como se detalla a continuacion) por las lineas celulares
indicadas fueron sembrados en cada calle. Las proteinas fueron separadas en un gel de
poliacrilamidadesnaturalizante al 10 % en condiciones reductoras. El inmunoblot fue realizado de
acuerdo a lo descripto mas adelante (Western blot, seccion Materiales y Métodos) usando el suero
anti-SPARCr, dilucion 1 : 1000. Los valores de los marcadores de peso molecular se muestran en

la columna de la izquierda)

Lineas celulares

Las lineas celulares IIB-MEL-LES, IIB-MEL-] e IIB-MEL-IAN fueron establecidas a
partir de melanomas metastasicos 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-12 (DMEM : F-12, 1 :1) suplementado con 10 %
suero fetal bovino (SFB) (Gibco), 20 nM de selenito de sodio, 100 pM de acido ascorbico,
0.3 mg/ml de galactosa, 0,15 mg/ml de piruvato de sodio y 5 pg/ml de insulina. Los
fibroblastos de pulmén humano de origen fetal, HFL-1 (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 10 % SFB y antibidticos
(penicilina: 2,5 unidades/ml y estreptomicina: 2,5 pg/ml). La linea celular de cancer de
mama humano, MCF-7 fue crecida en DMEM :FI12 (1 :1) suplementado con 2 mM de
glutamina, 10 pg/ml de insulina, 10 % SFB y antibioticos. Los cultivos fueron mantenidos

a37°Cy 5% CO,

Obtenciéon de RNA y andlisis por Northern blot

El RNA total de las lineas celulares fue preparado por el método de Chomczynski y
Sacchi (1987). Los melanomas humanos o los inducidos en ratones atimicos fueron
limpiados, cortados en pequefios 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 extraido por el método de Chomczynski y Sacchi (1987). Este fue sometido a
electroforesis en geles de agarosa al 1 % y transferido a membranas de Nylon (Hybond N,
Amersham, Arlington Heights, IL). Después de fijar el RNA a las membranas con radiacién
UV, estas fueron hibridizadas con sondas de cDNA marcadas con 3p por la técnica de
“random priming” (1 x 10° cpm/ml) (Promega) en presencia de 50 % de formamida 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 tincion de la membrana con azul de metileno y también mediante hibridizacién con un
cDNA correspondiente al gen 36B4 (Basset y col, 1990), el cual codifica para una
fosfoproteina ribosomal (Laborda, 1991). Para detectar la expresion de SPARC se usé un
cDNA de SPARC humano que se extiende desde el nucledtido (+) 110 al (+) 1150
(Podhajcer y col, 1996). La presencia del mRNA de MMP-2 fue detectada utilizando una
sonda que se extiende desde el nucleétido (+) 142 a (+) 2150 provisto gentilmente por el
Dr. P. Chambon (Estrasburgo, Francia). La expresion de fibronectina fue detectada usando

una sonda de cDNA cedida gentilmente por el Dr. Alberto Kornblihtt (Bs.As., Argentina).
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Obtenciéon 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 centrifuga clinica, para eliminar los restos
celulares. Los MC fueron precipitados con sulfato de amonio al 80% de saturacién durante
1 hr. a4 °C y centrifugados a 10.000 x g durante 2 hrs. El precipitado se disolvié en PBS en
presencia de inhibidores de proteasas (PMSF 1mM, EDTA 1 mM) y se dializ6 contra el
mismo buffer. Las muestras dializadas fueron alicuotadas y conservadas a -70 °C hasta ser

utilizadas.

Anadlisis por Western blot

La presencia de SPARC fue analizada en medios condicionados y en extractos proteicos de
lineas 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 fueron lisadas con buffer 10 mM Tris-CiH, pH: 8.0; 150 mM
NaCl; 0,1 % NP-40 en presencia de inhibidores de proteasas (PMSF 1mM, EDTA 1 mM).
Después de centrifugar a 10.000 x g durante 10 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 pequefios fragmentos, pulverizadas en nitrégeno
liquido y resuspendidas en buffer 10 mM Tris-CIH, pH: 7.4; 0,5 mM DTT e inhibidores de
proteasas. Los lisados fueron 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 fraccion soluble. Después de lavar, el precipitado fue
resuspendido en 50 mM Tris-CIH, pH: 8.0, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 5 mM KCIl, § mM
MgCl; e inhibidores de proteasas. La concentracion de proteinas presente en las distintas
muestras fue cuantificada por el método de Bradford (1976). Las muestras fueron separadas
en geles de poliacrilamida 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 incubacion de 16 hrs., los medios fueron recuperados, concentrados con

sulfato de amonio y analizados por Western blot.

Remociéon de azucares por tratamiento enzimatico

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 pg de
proteina 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 enzimaticas 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 contenian las glicosidasas. El
tratamiento con endo H (5 pl de 1.0 unidad/ml) fue llevada a cabo en 60 pl de 0,05 M de
citrato de sodio pH 5,3. La mezcla de reaccion fue incubada durante 16 horas a 37° C. La
digestion enzimatica con PNGasa F (3 unidades en un volumen final de 60 pl) fue llevada a
cabo en 0,05 M fosfato de sodio, pH 7,5 en presencia de 1% NP-40. El tratamiento con

neuraminidasa se realizé 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 utiliz0 RNAsa B. Como control de la
actividad de neuraminidasa utilizamos 2’-(4 methylumbelliferyl)-o-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 incubacién 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 pug de proteina total fueron
separados por SDS-PAGE 10 % y transferidos a membranas de nitrocelulosa para ser

analizadas por western blot.

Regulacién de la expresién 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 10 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 extraccion de RNA. Un procedimiento

similar fue utilizado para las células HFL-1.
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Expresion 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 cancer de mama y clonado en el sitio Sal I del plasmido
pBlue Script 11 SK+, en orientacion antisentido. Un clon conteniendo el cDNA de SPARC
en la orientacion antisentido fue escindido con Hind III y Apa I y subclonado en la misma
orientacion en los sitios Hind III/Apa I del vector de expresion de mamiferos Rc/CMV
(Invitrogen), bajo el promotor de citomegalovirus para crear el plasmido pCMV/SPas
(Figura 10). Las células de melanoma fueron transfectadas con pCMV/SPas por
coprecipitacion del DNA con fosfato de calcio. Las transfectantes estables fueron
seleccionados con geneticina (0,5 mg/ml; GIBCO-BRL, Garthersberg, MD.) Los clones

fueron obtenidos por aislamiento de colonias (ring cloning) o por dilucion limite.
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Figura 10 : Vector de expresion en
mamiferos pCMV/SPas.

El ¢cDNA de SPARC antisentido fue
subclonado en el sitioHindIll/Apa I.

Analisis por ELISA

30 pl de medio condicionado concentrado fueron sembrados por duplicado en placas de
96 pocillos y secados durante 16 hrs. a 37 °C. El pegado inespecifico 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 (dilucion 1/250). Después de
lavar con PBS-BSA al 0,1 %, la presencia de SPARC fue detectada usando un suero de
cerdo anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a peroxidasa (Dako, Carpinteria, CA).
Después de lavar, la reacciéon se llevé a cabo en presencia de O-fenildiamina, y la
absorbancia se ley6 a 415 nm. Los resultados se obtuvieron a partir de una curva estandar
usando SPARCr purificada (rango: 0-50 pg/ml). El ensayo se realizé por triplicado a partir
de distintos lotes de MC.
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Ensayos de Invasion y Migracién

1. Células tumorales

La capacidad invasiva de las células tumorales parentales y de las células transfectadas fue
determinada utilizando “camaras de Boyden” modificadas de 24 pocillos (Transwell,
Costar, Cambridge, MA). Filtros de policarbonato (Nucleopore) libres de
polivinilpirrolidona (PVP), de poro de 8 pm de diametro fueron cubiertos con 5 pg de
Matrigel (Collaborative Research Bedford, MA) y secados en flujo laminar. El medio
condicionado por fibroblastos HFL-1, libre de suero (DMEM : 0,1 % BSA) fue utilizado
como quimioatractante en los ensayos de invasion y migracion. 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 10°
células/ml). Las células fueron mantenidas 1 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% CO,, las células de la fase superior del filtro fueron removidas con un
isopo de algodoén, los filtros fueron fijados en metanol y tefiidos con hematoxilina. Se conté
el nimero de células de por lo menos 10 areas distintas en la superficie inferior del filtro
(aumento 400 X). Cada experimento se realizé por triplicado. Los experimentos fueron

repetidos 3 veces. El analisis estadistico se realizé utilizando ANOVA y el test de Tukey

Kramer.
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Figura 11: A) Esquema de la camara de Boyden empleada en los ensayos de

invasividad con matrigel. B) Microfotografia de un ensayo de invasividad realizado en presencia
de Matrigel durante 24 hs. Las células fueron teriidas con hematoxilina y fotografiadas con objetivo
de 400 X.

Los ensayos de migracion se llevaron a cabo por un procedimiento similar al descripto
anteriormente, en ausencia de Matrigel y utilizando filtros embebidos en gelatina para

aumentar la adhesion de las células a filtros (Yabkowitz y col, 1993).

2.Leucocitos

La migracion de PMNLs fue determinado utilizando “camaras de Boyden” modificadas.
En este caso se utilizd como quimioatractante medio condicionado llibre de suero en
presencia de 0,5 % seroalbumina humana (HAS) (Universidad de Cordoba, Coérdoba,
Argentina). 100 pl de PMNLs a una densidad de 1,25 x 10° 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 diametro y montados sobre la camara. Luego de ser incubados
durante 45 minutos a 37 °C y 5 % CO,, el nimero de células que migré hacia la camara
inferior fue determinado por citometria de flujo (Cyton Absolute, Ortho Diagnostic System,
Raritan, NJ). Cada ensayo se realiz6 por triplicado y fueron repetidos 3 veces. Los datos

fueron analizados por ANOVA, y Test de Tuckey Kramer.

Ensayos de adhesion

En los ensayos de adhesion, placas de 96 pocillos fueron recubiertas con 5 pg 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 10°

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
conté el nimero de células adheridas en 10 areas diferentes en la superficie inferior del
filtro. Cada ensayo se realiz6 por triplicado y fue repetido 3 veces. El analisis estadistico se

realizo utilizando ANOVA vy el test de Tukey Kramer.

Inmunofluorescencia indirecta sobre células en suspension

Las células de melanoma fueron cultivadas en medio melanoma hasta confluencia. Las
células adheridas fueron lavadas con solucion fisiologica (SF: 0,9 % NaCl) y despegadas
por incubacién a 37 °C con SF/EDTA 0,05 %. La suspensién celular resultante fue diluida
y centrifugadas a 450 x g durante 8 minutos. El precipitado fue resuspendido en un
volimen adecuado de PBS/ 0,5 % BSA/ ),01 % azida sédica (PBA) para obtener una
suspension de 107 células/ml. 50 pl de la suspensidn celular fueron incubados con el
anticuerpo monoclonal anti a5, (clon VC5, 6™ Workshop on Human Leukocytes
Differentiation Antigens), dilucion 1:100 durante 45 minutos en hielo. Las células fueron
lavadas dos veces con PBA e incubadas en 50 pul de F(ab’), de cabra anti-inmunoglobulinas
de ratén conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (DAKO A/S, Dinamarca)
dilucién 1:50. Luego de 45 minutos, las células fueron lavadas con PBS frio y
resuspendidas en el mismo buffer frio.

La intensidad de fluorescencia fue cuantificada, sobre células vivas, con un citometro de
flujo (FAC-Star Plus, Becton Dickinson, Mountain View, CA). Los resultados fueron
analizados con el software WinMDI V2.3 (Trotter J, 1996).

Zimografia

El andlisis de la actividad gelatinolitica se llevo a cabo en geles de poliacrilamida 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 describié

anteriormente fue mezclado con una parte de buffer de Laemmli (sin B-Mercaptoetanol) e
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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:

1) 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 2.5% Trit6n X-100.

2) 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 2.5% Tritén X-100, 5 mM CaCl,; 1 uM ZnCl,

3) 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 5 mM CaCly; 1 uM ZnCl,.

Finalmente los geles fueron incubados a 37 °C durante 16 hr. en el dltimo buffer. La
tincién de los geles fue realizada con una solucién de azul de Coomasie R-250 1 % en
metanol 40 % y acido acético 10 %. El exceso de colorante fue eliminado con una solucién
de metanol 40 % y acido acético 10%. La actividad gelatinolitica de las enzimas fue
detectada como bandas transparentes sobre un fondo azul.

Como control de expresion de la enzima MMP-2 se uso medio condicionado de la linea de
fibroblastos fetales HFL-1. Para una mejor caracterizacion de las bandas gelatinoliticas, el

ensayo se realizo en forma paralela en ausencia de CaCl, y ZnCl,, y en presencia del agente
quelante EDTA (20 mM).

Aislamiento de PMNLs

Los leucocitos utilizados en los ensayos de migracién y adhesion, fueron aislados a partir
de sangre perisférica de donantes sanos. La sangre fue extraida en presencia de heparina
(3,4 U/ml). Los eritrocitos fueron separados por sedimentacion con dextran 6 % en solucion
salina (1:5 de sangre) durante 1 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 T1(0,8 % NaCl; 0,02 % KCI; 0,005 % Na,PO, - H,0; 0,1 %
Glucosa) conteniendo plasma pobre en plaquetas (PPP) 10 % 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, diluida en buffer T1 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 cdmara de Neubauer. Se utilizo azul tripan 0,5 % para determinar
viabilidad celular y cristal violeta para diferenciar PMNLs de MNLs. Los ensayos se

llevaron a cabo con preparaciones de PMNLSs con un 95 % de pureza.

Andlisis histolégicos

Para la deteccion de SPARC por inmunohitoquimica, se utilizaron fragmentos de tejido
incluidos en bloques de parafina. La deteccion inmunohistoquimica de SPARC fue
realizada sobre cortes de 5 um. La peroxidasa endogena fue eliminada con 2 % H,O, en
metanol. La eliminacién 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 (dilucién 1/750 en PBS). Después de lavar, los
cortes fueron incubados con suero de cabra anti-conejo biotinilado. Se utilizé un complejo
avidina-biotina-peroxidasa siguiendo las instrucciones del fabricante (Vectastain, Vector |
Laboratories, Burlingame, CA). La reaccion de revelado fue desarrollada en presencia de

0,02 % diaminobenzidina y H,O»

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 la Comision
Nacional de Energia Atomica (CONEA). Se utilizaron 6-10 ratones por grupo

experimental.
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RESULTADOS

Inmunodeteccion de SPARC en melanoma humano.

Con el objeto de estudiar la expresion de SPARC, 6 extractos de melanoma
metastdsico humano de distintos origenes fueron analizados por ensayos de western
blot. En todas las muestras estudiadas se observé un doblete de 40-45 kDa, mientras que
2 de los casos estudiados presentaron un doblete de menor peso molecular que la
proteina recombinante (Figura 12A). No se detecté inmunoreactividad cuando las

mismas muestras fueron enfrentadas a un suero preinmune.
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Figura 12: Inmunodeteccion de SPARC en melanomas metastdsicos y lineas celulares de

melanoma.

A) 100 ug de proteina total obtenida a partir de extractos tumorales fueron sembrados en cada
calle. Sitio de origen de metdstasis: nédulo linfdtico: muestras 1, 2, 4 y 5; dermis: muestra 6;

viceras: muestra 3. B) Cada calle fue sembrada con 30 ug de proteina total obtenida a partir
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de medio condicionado libre de suero (ver Materiales y Métodos). Se muestra la movilidad de
SPARC recombinante (SPARCT). Las proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 10 % en condiciones reductoras. El inmunoblot fue realizado de acuerdo a
los descripto en Materiales y Métodos usando el suero anti-rSPARC (dil 1 : 1000). Los valores
de los marcadores de peso molecular se muestran en la columna de la derecha. Se indica la

migracion de ldctico deshidrogenasa y triosafosfato isomerasa.

Cuando se estudi6 la expresién de SPARC en lineas de melanoma humano se observo
que la proteina era principalmente secretada. Las 3 lineas de melanoma estudiadas
mostraron una forma mayoritaria de 40-45 kDa. En 2 de las lineas analizadas (IIB-
MEL-LES, [IB-MEL-IAN) se observé un segundo doblete de 34-36 kDa (Figura 12B).
Como control positivo se corri6 medio condicionado por fibroblastos humanos HFL-1
que secretan una forma de 42 kDa correspondiente al tamaifio descripto SPARC
glicosilada (Sage, EH. y col. 1984). En la figura 12 B también se observa la expresién
de SPARC en células mesoteliales obtenidas a partir de ascitis humano (IIB-FI). Como
control negativo se corri6 medio condicionado por células de cidncer de mama MCF-7

que no expresan mRNA de SPARC (Podhajcer y col, 1996).

Expresion 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 expresién
del mRNA de SPARC por northemn blot.

En la figura 13 se muestra que las tres lineas de melanoma humano estudiadas
expresan constitutivamente altos niveles d¢ mRNA de SPARC, asi como también los
tumores obtenidos a partir de estas lineas en ratones atimicos. 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: Andlisis por northern blot de la expresion de SPARC en lineas de melanoma
humano y en tumores experimentales. 12 lg de RNA total correspondiente a las lineas
celulares indicadas o a tumores obtenidos por inyeccion de estas lineas en ratones atimicos
fueron sembrados en cada calle. Las membranas fueron hibridizadas utilizando como sonda
¢DNA de SPARC marcado con **P, deshibridizadas y rehibridizadas con el cDNA de 36B4. Las

placas autorradiogrdficas fueron expuestas durante 72 y 24 hrs. respectivamente a -70° C.

La expresion del mRNA de SPARC fue estudiada en 14 melanomas metastisicos
humanos de distinto origen. Como se observa en la figura 14, el 100% de los tumores
analizados mostré niveles variables de expresion 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 expresion no estdn relacionados con el sitio

de origen de las metdastasis (Figura 14).
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Figura 14: Andlisis por northern blot de la expresién de SPARC en melanomas metastdsicos:
8 ug de RNA total obtenido a partir de diferentes melanomas metastdsicos fueron sembrados en
cada calle. Sitio de origen de la metdstasis: pulmén: muestra 1; nédulo linfatico: muestras 3, 4,
6,8, 11, 12 y 14; dermis: muestras 2, 5, 7 y 13; cerebro: muestra 10; viceras, muestra 9. Panel
superior: La membrana fue hibridizada utilizando como sonda ¢cDNA de SPARC marcado con
2P Tiempo de exposicién de la placa autorradiogrdfica: 72 horas a -70° C. Panel inferior:

Tincion con azul de metileno.

Las distintas formas de SPARC son producto de una glicosilacién 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 serian
resultado de distintas modificaciones post-traduccionales. En base a evidencias previas
que indican que SPARC es una glicoproteina N-glicosilada, determinamos inicialmente
si las diferencias en el peso molecular de las diferentes bandas de SPARC secretada por
lineas de melanoma humano se debian a una glicosilacién diferencial. La incubacién de
las células IIB-MEL-LES con tunicamicina dio lugar a la deteccién en el medio
condicionado de especies de menor peso molecular : 40-37-33 y 31 kDa (Figura 15A),

sugiriendo que todas las formas estdn glicosiladas. La banda de SPARC de mayor peso
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molecular, luego del tratamiento con tunicamicina, comigré con SPARCr sugiriendo
que aquellas bandas de menor peso molecular serian producto de un clivaje proteolitico.

Con el objeto de caracterizar el tipo de glicosilacién 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 oligosacdridos unidos a asparagina; sin embargo difieren en la
especificidad del oligosacdrido. Mientras PNGasa-F cataliza la hidrélisis de
oligosacdridos de alta manosa, hibridos o complejos; endo-H cliva exclusivamente
oligosacdridos de alta manosa y algunos oligosacdridos hibridos. Cuando el medio
condicionado de IIB-MEL-LES fue tratado con PNGasa-F se observé la misma
disminucién 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 estdn glicosiladas. Sin embargo, SPARC secretada al medio
condicionado resulté 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: Deglicosilacion de SPARC en células de melanoma humano

El medio condicionado fue obtenido como se describe en la seccién Materiales y Métodos. A)
Calles 1, 2 y 4 contienen 12 ug de proteina total; calle 3 contiene 0,25 ug de SPARCr. El medio
condiciornado fue obtenido a partir de células de melanoma tratadas sin (calle 1) o con (calle 2)
tunicamicina; calle 4: medio condicionado por células HFL-1. Las proteinas se separaron en
un gel de poliacrilamida desnaturalizante 10 % en condiciones reductoras B) Cada calle
contiene 30 ug de proteina 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 buffer 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 buffer de endo H. Las proteinas 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 especifico de algunas células de melanoma, ya que no se
observaron diferentes formas en los medios condicionados por HFL-1 e IIB-FI. Para
determinar que tipo de proteasa seria la responsable del clivaje de la proteina se tested
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 sélo leupeptina, fue capaz de
inhibir la aparicién 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 regiéon N-terminal
o C-terminal, utilizamos anticuerpos especificos dirigidos contra el péptido M4.2 que
corresponde a los aa: 254-273 de la regién C-terminal de la proteina. 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
seria liberado un péptido correspondiente a la regién NH; de la proteina. Esto fue

observado tanto en la linea IIB-MEL-LES como en la linea IIB-MEL-IAN.
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Figura 16 : Clivaje especifico de SPARC en células de melanoma humano : A) Cada calle
contiene 30 ug de proteina proveniente de medio condicionado por células IIB-MEL-LES libre
de suero en presencia de diferentes inhibidores de proteasas, como se describe en la seccién
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 proteina total obtenida a partir de medio condicionado
libre de suero fueron sembrados en cada calle. El inmunoblot fue revelado con distintos
anticuerpos. Callel: suero anti-SPARCr (dil 1/500), calle 2'y 3: suero anti-péptido M4.2
(aa :254-273, dil 1/400.) Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes al 10 % en condiciones reductoras. Los valores de los marcadores de peso

molecular se muestran en la columna de la izquierda.

Deteccién inmunohistoquimica de SPARC

Estudios previos en carcinoma de mama demostraron que SPARC es expresada sélo
por los fibroblastos que rodean a las células malignas (Podhajcer y col, 1996). La
expresién de SPARC por las lineas de melanoma demuestran que en este tipo de cancer
son las células neoplésicas las responsables de la expresién. Con el objeto de determinar
si la expresion de SPARC estd relacionada con la progresién del melanoma se
compararon los niveles de expresiénde esta proteina en nevos benignos, nevos
displasicos y melanomas primarios e invasivos.Como se describe en la tabla 2, SPARC
fue detectada por inmunohistoquimica en el 100% (29/29) de los melanomas
metastdsicos (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: Deteccion inmunohistoquimica de SPARC

Patologia Niémero de casos “positivos/
| Numero de casos estudlados

Nevo benigno 4/25 |

Nevo displasico 16/16

Tumor primario 14/14

Metastasis 29/29
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Se observ6 que SPARC est4 principalmente localizada en el citoplasma de las células
malignas, asociado con microgrdnulos y vesiculas localizadas cerca de la membrana
plasmdtica. También se observé tincién en el estroma, lo cual indica que SPARC es
secretada y estaria asociada con componentes de la matriz extracelular. Se observé
positividad en fibroblastos cercanos al tumor, en células endoteliales, en glandulas
sebiceas y sudoriparas, mientras que no se observé reactividad en los linfocitos
infiltrantes (Figura 19). Se observé positividad en el 93.3 % de los nevos displasicos
analizados (Figura 18). En contraste el 84 % (21/25) de los nevos benignos analizados
fueron negativos y sélo el 16 % de las muestras analizadas mostraron una baja
inmunoreactividad con el suero anti-SPARC (Figura 17). Los melanocitos normales y
foliculares no reaccionaron con el antisuero. Estos resultados evidencian que la
expresion de SPARC por células de melanoma estd asociado con la progresiéon maligna

del melanoma humano.
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Figura 17: Inmunoreactividad de SPARC en nevos benignos. La expresion de SPARC se
determino por inmunohistoquimica como se describe en la seccion Materiales y Métodos. En la

figura se muestran nidos de melanocitos normales negativos para SPARC. Aumento: 1000 X.
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Figura 18: Deteccion de SPARC en nevos displdsicos. La expresion de SPARC se determiné

por inmunohistoquimica como se describe en la seccion Materiales y Métodos. Se observa
tincion en melanocitos displasicos 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: Deteccion de SPARC en melanomas metastdsicos. La expresion de SPARC se

determiné por inmunohistoquimica como se describe en la seccion Materiales y Métodos. A)
Nido metastasico (T), endotelio (E) positivo y estroma (S) negativo. (Aumento: 200 X). B)
Células tumorales (T) y endotelio (E) positivos. (Aumento: 400 X). C) Metastasis de melanoma
maligno epiteloide, infiltrado unicelular positivo (Aumento: 400 X). D) Detalle del tumor C,
pero en un campo distinto. Se observan células atipicas multinucleadas (flecha), fibroblastos
(F) positivos, linfocitos (L) negativos y matriz fibrosa (S) con baja positividad (Aumento: 1000
X).
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Regulacion de la expresion del mRNA de SPARC por TGF-f en lineas celulares de

melanoma humano

Evidencias previas indican que la expresién de SPARC estaria regulada por TGF-3 en
fibroblastos humanos (Wrana y col, 1991; Lankat-Butlgereit y col, 1991; Reed y col,
1994). El andlisis densitométrico de los ensayos de northern demostré que en las células
HFL-1, la expresion del mRNA de SPARC fue estimulada 5.2 veces al cabo de 24 horas
en presencia de TGF-P. Estudios similares se realizaron en las 3 lineas de melanoma
humano, demostrando que el agregado de TGF-f no tiene efecto sobre los niveles de
expresion del mRNA de SPARC (Figura.19). La membrana correspondiente a la linea
IIB-MEL-LES fue rehibridizada con la sonda correspondiente a la metaloproteasa
MMP-9 (92 kDa). Se observé que TGF-f induce un incremento en la expresioén de la
gelatinasa MMP-9, mostrando que las células de melanoma responden a TGF-f. No se
observaron efectos en la regulacién de SPARC por el agregado de EGF o TPA en las

concentraciones estudiadas.
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Figura 20: Regulacién de la expresion del mRNA de SPARC en células de melanoma

humano por TGF-f. Células de melanoma y HFL-1 semiconfluentes fueron incubados en
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presencia o ausencia de 5 ng/ml de TGF-f3 durante los tiempos indicados y el RNA se extrajo de
acuerdo a lo descripto en la seccion Materiales y Métodos. 10 ug de RNA total fueron
sembrados en cada calle. La membrana fue hibridizada con una sonda de cDNA de SPARC
marcado con **P, deshibridizada y rehibridizada con una sonda de cDNA de 36B4. Las placas

autorradiogrdficas fueron expuestas 72 horas a -70° C.

Disminucién de la expresion de SPARC en lineas de melanoma humano

transfectadas con secuencias antisentido

Con el objeto de comprender el rol de SPARC en el desarrollo y progresién del
melanoma, dos de las 3 lineas de melanoma estudiadas, la linea mas agresiva: IIB-
MEL-LES y la menos agresiva IIB-MEL-IAN fueron transfectadas con el plasmido
pCMV/SPas mediante coprecipitacién de DNA plasmidico 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 “dilucién
limite”. Posteriormente se analizé la expresién del mRNA de SPARC en doce clones
derivados de la primera linea celular y 16 clones derivados de la segunda (Figura 21 y
22). Se seleccionaron 3 clones derivados de la linea IIB-MEL-LES (denominados L-1G,
L-1E, L-1D) que mostraron una disminucién del 27 %, 52 % y 87 % respectivamente en
los niveles de expresién del mRNA de SPARC con respecto a las células control, L-
CMYV, transfectadas con el vector pCMV (Figura 21). En forma similar, 4 clones
derivados de la linea IIB-MEL-IAN (denominados I-1H, I-IN, I-1T y I-1V) mostraron
una disminucién del 73 %, 82 %, 66 % y 61 % respectivamente en la expresi6n del
mRNA de SPARC comparado con las células control I-CMV (Figura 21).

Cuando se analizaron los niveles de SPARC secretados al medio se observ6 que las
celulas parentales y las L-CMV secretaron 0,13-0,2 pg/ml x 10° células de SPARC
mientras que los clones L-1G, L-1E y L-1D secretaron 0,07-0,08; 0,03-0,05 y 0,01-0,03
pg/ml x 10° células de SPARC, correspondiente a una disminucién de la secrecién de

SPARC de 54 %, 76,5 % y 88,5 % , respectivamente.
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Figura 21: Disminucién en los niveles de SPARC en los clones de IIB-MEL-LES
transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. A) Andlisis por northern blot. 10 ug de
RNA total fueron sembrados en cada calle. La membrana fue hibridizada con una sonda de
cDNA de SPARC marcado con P, deshibridizado y rehibridizado con una sonda de cDNA de
36B4. B) Andlisis densitométrico (Ultroscan XL densitometer, Pharmacia) de la expresion del
mRNA de SPARC por los diferentes clones con respecto al control (L-CMV) normalizada
respecto de la senial de 36B4 en cada muestra. C) Andlisis por western blot. 15 ug de proteina
total, obtenido a partir de medio condicionado en ausencia de suero por células L-CMV y de
cada uno de los diferentes clones fue sembrado en cada calle. Las proteinas fueron separadas
en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10 % en condiciones reductoras. La
inmunodeteccion fue realizada de acuerdo a lo descripto en la seccion Materiales y Métodos
utilizando el suero anti-SPARCr (dilucion 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 tinica banda de aproximadamente 42 kDa. En contraste, las
células IIB-MEL-LES y las IIB-MEL-IAN, asi como muestras de melanomas,

producen hasta 4 formas diferentes de la proteina 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 desaparicién
completa de las bandas de menor peso molecular y una disminucién gradual en los

niveles de expresion de la banda principal (Figura 22).
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Figura 22 : Disminucion en los niveles de SPARC en los clones de IIB-MEL-IAN
transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. A) Andlisis por northern blot. 10 ug de
RNA total fueron sembrados en cada calle. La membrana fue hibridizada con una sonda de
¢DNA de SPARC marcado con **P, deshibridizado y rehibridizado con una sonda de cDNA de
36B4. B) Andlisis densitométrico (Ultroscan XL densitometer, Pharmacia) de la expresién del
mRNA de SPARC por los diferentes clones con respecto al control (I-CMV) normalizada

respecto de la seiial de 36B4 en cada muestra.
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Caracterizacion de la linea IIB-MEL-LES transfectada con la secuencia
antisentido de SPARC

Como se muestra en la figura 23, los 3 clones derivados de la linea IIB-MEL-LES,
mostraron ciertas alteraciones morfolégicas, en particular el clon L-1D, que exhibi6 una
morfologia més estirada indicando una mayor adhesividad al plastico. También se

observaron diferencias morfolégicas en los clones derivados de la linea de melanoma

IIB-MEL-IAN.

Figura 23: Caracteristicas morfolégicas de los clones IIB-MEL-LES transfectados con el
¢DNA de SPARC antisentido. Las células fueron fotografiadas bajo contraste de
fases.Aumento: 400 X
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Figura 24 : Caracteristicas morfologicas del clon I-IT derivado de la linea IIB-MEL-IAN
transfectado con el cDNA de SPARC antisentido. A y B) I-CMV, Cy D) I-IT. Las células
fueron fotografiadas bajo contraste de fase. Aumento : A y C) 200 X. B y D) 400 X.

La mayor adhesividad al pldstico observada en los clones derivados de las dos lineas
estudiadas podria deberse a un efecto directo de SPARC asi como también a la
regulacién de la expresién de otras proteinas de MEC o de sus receptores. Trabajos
previos sefialan que el agregado exdgeno de SPARC disminuye la expresiéon de
fibronectina en células endoteliales adrticas bovinas, fibrosarcomas, osteosarcomas y
carcinomas humanos (Lane, TF. y col., 1992; Kamihagi, K. y col., 1994). Estas
evidencias nos llevaron a estudiar la expresién de fibronectina en las células de
melanoma que presentan una disminucién de la expresién de SPARC. Ensayos de
northern blot mostraron que la disminucién de la expresién de SPARC en la linea IIB-
MEL-LES estarfa asociada a un aumento en la expresién de mRNA de fibronectina

(Figura 25). También estudiamos la expresién de la subunidad o5 del receptor de FN

tipo integrina, a5B1. Observamos un aumento de la expresién 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-1G, que no muestra aumento en los niveles de expresién del
mRNA de fibronectina. La expresi6n de la subunidad B1, resulté ser similar en todos los
clones. Actualmente nos encontramos analizando los niveles de secrecién de
fibronectina, asi como también la funcionalidad de estos receptores en su capacidad de

adhesiva a matrices de fibronectina.
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Figura 25 : Deteccion de fibronectina y de la subunidad o5 del receptor de fibronectina en
células de melanoma transfectadas con la secuencia antisentido de SPARC. A) Andlisis por
northern blot. 10 ug de RNA total fueron sembrados en cada calle. La membrana fue
hibridizada utilizando como sonda fragmentos de fibronectina humana marcados con **P. En el
panel inferior se muestra una tincién de la membrana con azul de metileno. B) Deteccion de la
subunidad a5 por inmunofluorescencia indirecta sobre células L-CMV ( ), &-1G, L-1E y L-1D

() ensuspension cuantificada mediante citometria de flujo.
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Estudio del comportamiento in vitro de las células transfectadas con la secuencia
antisentido de SPARC

1. Cinética de crecimiento

En comparacién con la linea parental, la cinética de crecimiento in vitro de los
distintos clones de la linea IIB-MEL-IAN no se vio afectada por la disminucién en los
niveles de expresiéon de SPARC (Figura 26B). Sin embargo, cuando los clones
derivados de la linea IIB-MEL-LES fueron plaqueados a baja densidad (1 x 10*
células/pocillo en placas de 24 pocillos) se observé 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 10°
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) IIB-MEL-LES y B) IIB-MEL-IAN
transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. Las células fueron tripsinizadas, lavadas y
1 x 10° células fueron plaqueadas por triplicado en placas de 24 pocillos. Las células fueron

cuantificadas en los tiempos indicados.

2. Capacidad invasiva

Cuando se ensayé6 la capacidad de las células transfectadas de invadir membranas
cubiertas con Matrigel, los clones L-1G y L-1E mostraron una disminucién del 70-80 %
de la capacidad invasiva, mientras que el clon L-1D fue esencialmente no invasivo
(Figura 27). En forma similar los clones I-1H, I-IN, I-IT e I-1V mostraron una
reduccién estadisticamente significativa (p<0,01) del 55 %, 88 %, 88 % y 81 %

respectivamente de su capacidad invasiva in vitro comparado con las células I-CMV .
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Figura 27: Capacidad invasiva de los clones IIB-MEL-LES transfectados con el cDNA de
SPARC antisentido. Las barras representan la media + SD. Cada ensayo se realizé de acuerdo

al procedimiento descripto en la seccién Materiales y Métodos. El andlisis estadistico se realizé

utilizando ANOVA y el test de Tukey-Kramer. *p<0,001; **p<0,01 ; ***p<0,05.
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En funcién de la correlacién 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 linea. Estudios de northern demostraron una
correlacién directa entre los niveles de mRNA de SPARC y la disminucién en los
niveles de mRNA de MMP-2 en los clones de melanoma derivados de la linea IIB-
MEL-LES (Figura 28A). La reduccién observada en los niveles de mRNA fue

acompaiiada por una disminucién en la actividad de MMP-2 (Figura 28 C).

A B
A
.0“ .'\\‘. .\Q’ .\Q’ ,\Q ,\Q = 100
v N A AV N AV g %0
(=3
8 80
MMP-2»> .w‘” s 7
| g 80
; 50
@ W
2 30
36840 W e WD W = - =% I l
Z 10
= w

L11A LG L-4D L-1D

(}\. © e © D \’g\\* © & 9

MMP-9»
MMP-2)p>

Figura 28: Disminucion en los niveles de MMP-2 (72 kDa, gelatinasa A) en los clones IIB-
MEL-LES transfectados con el cDNA de SPARC antisentido. A) Andlisis por northern blot
para el mRNA de SPARC, MMP-2 y 36B4. B) Expresion del mRNA de SPARC, MMP-2 y 36B4
por los diferentes clones respecto al control (L-CMV). C) Actividad gelatinolitica de MMP-2 y
de MMP-9. La zimografia se realizé a pH neutro a partir de medio condicionado en ausencia
de suero obtenido a partir de células L-CMV y de los distintos clones. En la figura se muestra
la migracion de las proteasas MMP-2 y MMP-9. D) Inhibicién de la actividad gelatinolética de
MMP por el agregado de EDTA 20 mM. La zimografia fue realizada en ausencia de CaCl, y
ZnCl, y en presencia de EDTA.
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3. Capacidad adhesiva y migratoria

La adhesi6n de las células tumorales a la matriz que las rodea es el paso inicial que
lleva a la degradaci6n de la matriz pericelular. En forma similar la adhesién a matrigel
debe preceder a la invasién. Los tres clones derivados de la linea IIB-MEL-LES
mostraron una reduccién en la capacidad de adherirse a Matrigel, sugiriendo que la
disminucién en la capacidad invasiva in vitro estaria asociada, al menos en parte, con
una disminucién en la capacidad adhesiva (Figura 29A). Los 4 clones derivados de la
linea IIB-MEL-IAN también mostraron una disminucién estadisticamente significativa
(p<0,001) en la capacidad de adherirse a Matrigel (I-1H, 50%; I-1T, 0%; I-1V, 0% e I-
IN, 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 linea IIB-MEL-IAN, se observé una pequeiia,
aunque estadisticamente significativa, disminucién en la migracién de los 3 clones

derivados de la linea 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
c¢DNA de SPARC antisentido. Ensayos de A) Adhesién y B) Migracién. Las barras representan
la media £ SD. Cada ensayo se realizé por triplicado de acuerdo a lo descripto en la seccién
Materiales y Métodos. El andlisis estadistico se realizé utilizando ANOVA y el test de Tukey-
Kramer. *p<0,001 ; **p<0,0] ; ***p<(,05.
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La expresion de SPARC antisentido suprime la capacidad tumorigénica en ratones

atimicos.

Los resultados obtenidos in vitro sugirieron fuertemente que la disminucién en la
expresion de SPARC podria jugar un rol preponderante en la capacidad tumorigénica de
las células de melanoma. Con este propdsito 3 x10° células correspondientes a cada uno
de los clones L-1G, L-1E y L-1D y a las células control L-CMV, fueron inoculadas en
ratones atimicos en forma subcutdnea. En un primer experimento se observé que en un
lapso de 240 dias todos los ratones inyectados con las células control desarrollaron
tumores y murieron. Sin embargo ninguno de los ratones inyectados con células
provenientes de alguno de los 3 clones desarroll6 tumor (Tabla 3). En un segundo
experimento, utilizando 7 ratones por grupo, se observé que al cabo de 210 dias todos
los controles habian desarrollado tumor y muerto, mientras que ninguno de los ratones

inyectados con células provenientes de los clones habia desarrollado tumor.

L-CMV L-1G L-1E L-1D
Experimento 1  6/6 0/6 0/6 0/6
Experimento2  7/7 077 077 0/7

Tabla 3: Capacidad tumorigénica in vivo de los clones transfectados con el cDNA antisentido
de SPARC. Ratones machos atimicos Balb/c nu-nu fueron inyectados en forma subcutdnea con
3 x 10° células (en un voliimen de 0,1 ml) y fueron examinados durante 240 (experimento 1) y
210 (experimento 2) dias. Los datos se expresan como la cantidad de ratones que desarrollaron

tumores de 1,5 cm’/total de ratones inoculados

A los efectos de poder dilucidar el mecanismo por el cual la disminucién en los niveles
de SPARC evitaria el crecimiento tumoral, las células tumorales fueron inyectadas en
forma subcutdnea y se tomaron muestras de la zona de inyeccién a las 24 y 72 horas. El

andlisis histolégico del sitio de inyeccién de las células L-1D, 24 horas después de la
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inyeccién mostré un incremento, estadisticamente significativo, de polimorfonucleares
(PMNLs) comparado con el sitio de inyeccién de células L-CMV (Figura 30) y una
masiva necrosis tumoral. A las 72 horas la imédgen histoldgica del sitio de inyeccion de
células L-1D mostré pocas células tumorales viables y se mantuvo el proceso
inflamatorio observado a las 24 horas, mientras que en el sitio de inyeccién de células
L-CMV sélo se observaron pocos neutréfilos. Al cabo de 5 dias, en el sitio de inyeccién
de células L-1D no se observaron células tumorales viables, mientras que en el sitio de

inyeccién de células L-CMV apenas se observé una necrosis central.
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Figura 30 : Infiltrado de neutrdfilos en el sitio de inyeccién de las células tumorales. Las
células se inyectaron en forma sc. en el flanco izquierdo de ratones atimicos. Los sitios de
inyeccion fueron removidos luego de 24 y 72 hs, embebidos en parafina, cortados y teiiidos con
hematoxilina.A) Cuantificacién del infiltrado de neutrdfilos en el sitio de inyeccién de L-CMV y

L-1D. Las barras representan la media + SD, *p<0,001). Se conté el nimero de neutrdfilos en
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en 5-10 campos diferentes de cada corte sobre fotografias (aumento 1000 X). B) Micrografia
del sitio de inyeccion (1000 X) de L-CMV' y L-1D 72 hs. post-inyeccion. En la figura se sefiala

la presencia de T: células Tumorales y N: neutrofilos

El analisis histologico fue repetido utilizando como control células ITB-MEL-LES

transfectadas con el gen codificante para [B-galactosidasa (L-Bgal.), obteniéndose

resultados similares (Figura 31).
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Figura 31: Anadlisis histologico del sitio de inyeccion. En la figura se muestran
micrografias de los sitios de inyeccion de células L-PGal y L-1D removidos a distintos
tiempos : 24, 72 hrs y 5 dias. Los sitios de inyeccion fueron removidos, embebidos en parafina,
cortados y tehidos con hematoxilina. A, C, E, G, I, K (200 X);B, D, H (1000 X) F, J, L (400

X). En la figura se sefiala la presencia de T': células tumorales y N: neutrofilos.

Una imagen similar en el reclutamiento de neutrofilos se observo en el sitio de
inyeccion de células I-1T e I-IN comparado con las células I-CMV (Figura 32). En el
caso de las células I-IN, no se hallaron células tumorales viables en los sitios de
inyeccion luego de 72 hrs, mientras que la ausencia de células viables en los sitios de

inyeccion de células I-1T se evidencio transcurridos 7 dias.
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Figura 32: Micrografia del sitio de inyeccion de células I-CMV (A y C) e I-IT (B y D)
removidos luego de 72 hrs. N, neutrdfilos; T, células tumorales. Aumento : Ay B, 400 X, C y

D, 1000 X. En la figura se sefiala la presencia de T : células tumoralesy N :neutrofilos.

Analisis de factores quimiotacticos para leucocitos por células tumorales

Con el objeto de analizar el mecanismo por el cual los neutrofilos observados en los
cortes histologicos, son atraidos al sitio de inyeccion analizamos la actividad
quimiotactica de los sobrenadantes de las células L-CMV y de dos clones transfectados
con la secuencia antisentido de SPARC: L-1G y L-1D sobre polimorfonucleares
humanos. Los ensayos de migracion in vitro de PMNLSs usando el sistema de transwells
mostr6 un aumento de 7,1 £+ 1,6 (p<0,0001) en la migracion inducida por el
sobrenadante libre de suero de las células L-CMV respecto del control. La migracion fue
inhibida por el agregado de medio condicionado en la camara superior. De acuerdo a lo
observado in vivo, las células L-1G y L-1D indujeron un aumento significativo en la
migracion 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: Migracién de PMNLs in vitro.en respuesta a los medios condicionados por los
distintos clones derivados de la linea de melanoma IIB-MEL-LES. Se indica el porcentaje de
células que migraron respecto del total de PMNLs sembrados en cada ensayo. Se utilizo FMLP
(10 mM) como control positivo del ensayo. Las barras representan la media + SD de

triplicados. * p< 0,001, ** p<0,01, ***p<0,05.







DISCUSION

La cascada de eventos metastdsicos e invasivos involucra complejas interacciones
célula-célula y célula-MEC. Proteasas, factores de crecimiento y proteinas con
caracteristicas adhesivas y anti-adhesivas han sido implicadas como reguladores de la
degradacién de componentes de la MEC y la morfologfa celular.

SPARC es un miembro de una pequefia familia de genes implicadas en la
morfogénesis de tejidos normales. Funcionalmente ha sido agrupada, junto con
tenascina y trombospondina, como una proteina anti-adhesiva. SPARC es una
glicoproteina de secreci6n altamente conservada en la evolucién y se expresa durante el
desarrollo embrionario y en forma restringida en algunos tejidos adultos. La expresién
de SPARC estd asociada a procesos que implican remodelacién de la matriz. Estas
observaciones sugieren que SPARC jugaria un rol clave en la remodelacién de la
matriz. La interaccién entre las células tumorales y la MEC es un componente
importante en los procesos tumorigénicos y metastdsicos. En funcién de lo aqui
expuesto y de evidencias previas sobre la participacion de SPARC en los procesos
invasivos en carcinomas mamarios (Podhajcer y col., 1996) decidimos investigar la
participacién de la proteina SPARC en el desarrollo y progresién del melanoma

humano.

La expresion de SPARC esta asociada a la progresion del melanoma humano

En este trabajo se describe la produccién de un suero policlonal dirigido contra
SPARC humana recombinante y la utilizacién de este suero en el estudio de la
expresién de esta proteina en melanoma humano. Si bien la expresién de SPARC en
melanoma ha sido sugerida por algunos autores (Howe, Ch. y col, 1990) no se habia
demostrado hasta el momento la asociacién de la proteina con esta patologia. En este
trabajo se demuestra que la expresién de SPARC estd asociada a la progresi6n de
melanoma humano. Todos los melanomas primarios y metastdsicos analizados
expresaron altos niveles de SPARC, mientras que la mayoria de los nevos displasicos
mostraron niveles moderados de expresién. Un bajo porcentaje de nevos benignos (16

%) presentaron bajos niveles de SPARC, mientras que en los melanocitos normales no
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se detect6 la presencia de la proteina. Estos resultados sugieren que la proteina estaria
asociada al desarrollo y progresi6n del melanoma humano (Ledda y col, 1997)

En forma paralela a la realizacién de este trabajo, el grupo de Porte y col. (1995)
describi6 la asociacién entre SPARC y la progresién tumoral en carcinomas de colon,
mama, pulmén, rifién, corteza adrenal, de cerebro (glioma) y ovario. Los resultados en
glioma, mama y colon fueron posteriormente confirmados por varios
autores.(Bellahcene, A. y Castronovo, V., 1995; Porter, PL y col, 1996; Podhajcer OL.
y col, 1996, Rempel y col.,, 1998). En estos ultimos, la expresion 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 sefiales originadas a partir
de las células tumorales serian capaces de regular los niveles de SPARC en los
fibroblastos que se encuentran en el frente de invasién. A diferencia de lo que sucede
con las células de cdncer de mama y colon, las células de melanoma por si solas
expresan altos niveles de SPARC. Estos niveles no fueron incrementados por TGF-f.
Estos datos indican que la alta expresién constitutiva de SPARC podria conferir a las
células de melanoma la capacidad por si mismas de remodelar la matriz que las rodea
durante el proceso de progresién tumoral.

Trabajos recientes, posteriores a la publicacién de los resultados descriptos en esta
tesis demostraron un aumento en la expresién de SPARC vy el desarrollo de cancer de
es6fago (Porte H, 1998) y meningiomas (Rempel, 1999). Recientemente Kato y col
(1998) han descripto una mayor expresién de SPARC en lineas de melanoma murino
altamente metastdsicas (BL-6 y BF10) respecto de células con baja capacidad
metastasica (B16).

Con el objeto de determinar si la expresién de SPARC puede ser utilizada como un
marcador pronéstico de melanoma actualmente nos encontramos analizando, por
técnicas de inmunohistoquimica, la expresién de la proteina en un mayor nimero de
muestras de nevos benignos, displasicos y melanomas en distintos estadios. Este trabajo
se estd llevando a cabo en colaboracién con la Dra Inés Bravo del hospital Castex. Un
trabajo publicado en febrero de este afio propone a SPARC como un marcador

prondstico de meningiomas invasivos (Rempel y col, 1999).

79



Modificaciones post-traduccionales de SPARC expresada en melanoma

Con el objeto de comprender el rol de SPARC en la progresién del melanoma y
debido a las distintas funciones asignadas a los diferentes dominios de esta proteina
realizamos una caracterizacién parcial de la proteina expresada por células de
melanoma. En este trabajo describimos que SPARC es sintetizada por células de
melanoma como una glicoproteina que en algunos casos sufre un clivaje extracelular
mediado por proteasas de tipo serina o cisteina. Aunque la glicosilacién de SPARC no
parece ser necesaria para la inhibicién del estiramiento celular (Yost y col, 1994), Kelm
y Mann (1991) demostraron recientemente que la diferente glicosilacién de la proteina
resulta en diferencias en la capacidad de la misma de interactuar con distintos tipos de
coldgeno. Mientras que SPARC expresada por células Gseas posee una estructura
oligosacarida de alta manosa y se une a coldgeno de tipo I, IIl y V, la proteina derivada
de plaquetas, que poseee oligosaciridos de tipo complejo no parece tener afinidad por
estos tipos de coldgenos. Estas observaciones sugieren que la diferente glicosilacién 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
colagenos (Sage y col, 1989). Por otra parte el grupo de Pottgiesser (1994) demostr6é
que SPARC deglicosilada es indistinguible de la molécula nativa en su capacidad para
unirse a coldgeno tipo IV. En la presente tesis se muestra que la proteina 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
oligosacéridos de tipo complejo. Esta seria diferente al tipo de glicosilacién observada
en SPARC secretada por plaquetas, ya que esta tltima fue suceptible al tratamiento con
neuraminidasa ( Kelm RJ. y Mann KG., 1991). Estas diferencias pueden conferir a la
proteina producida por los melanomas una capacidad de unién especifica a
componentes de la matriz, distinta a las descriptas para la proteina 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 estan claros. Es razonable pensar que el clivaje de
SPARC y la liberacién de dominios especificos pueden alterar de manera importante el

rol funcional de esta molécula y en consecuencia, la interaccién de las células de
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melanoma con la matriz. Los fragmentos de SPARC liberados por las células de
melanoma podrian actuar bloqueando la interaccién 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 transduccién de seiiales.
Estos fragmentos también podrian interferir en las interacciones de SPARC con otros
componentes de la matriz, alterando el ensamblado de la misma, la distribucién 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 ex6geno de SPARC a
células endoteliales induce la fosforilacién en tirosina de B-catenina y paxilina.

Sélo algunos de los melanomas metastédsicos analizados presentaron la capacidad de
clivar a la proteina para dar origen a formas de menor peso molecular. Este mismo
resultado se reflejé en las lineas de melanoma estudiadas. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el clivaje que daria origen al doblete de menor peso moleclar (34-36 kDa)
estaria mediado por proteasas de tipo serina-cisteina que se encuentran presentes en los
medios condicionados de estas lineas de melanoma (Podhajcer, 1995). El resultado del
clivaje seria la liberacién de un fragmento correspondiente al dominio acidico 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 lineas 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-
terminal de la proteina. También se ha descripto que SPARC posee sitios de clivaje para
elastasa, que resultan en la liberacién de un polipéptido correspondiente a parte del
dominio I. Recientemente Kato Y. y col. (1998) han reportado la expresién de 3 formas
de SPARC de distinto peso molecular secretadas por células de melanoma murino.
Segin los autores la aparicién 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 (comunicacién personal).

La aparicién de funciones biol6gicas cripticas diferentes a las observadas en la
proteina intacta no es exclusivo de SPARC. La adhesi6én de células tumorales a
fibronectina estd asociado a una reduccién del fenotipo maligno (Giancotti, FG. y

Ruoslathi, E., 1990). Por el contrario, una forma truncada de esta proteina, GPS
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(Growth Promoting Substance o sustancia promotora del crecimiento) indujo la
proliferacién 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
metastdsico: 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
plasminégeno, mientras que endostatina es un péptido de 20 kDa que corresponde al
extremo C-terminal del coldgeno tipo XVIII. La actividad antiangiogénica y
antimetastdsica es una caracteristica de los productos derivados de la prote6lisis de las
proteinas nativas, pero estd ausente en plasminégeno y coligeno XVIII. La
disponibilidad o activacién de la proteasa o proteasas que median el procesamiento de
plasminégeno o coldgeno XVIII serian los principales puntos de control. En cuanto a
SPARC, resulta importante mencionar que mientras la protefna completa ha sido
descripta como un inhibidor de la angiogénesis in vitro e in vivo (Lane TF. y Sage EH.,
1994), fragmentos derivados de la proteina que contienen la secuencia Lys-Gly-His-Lys
(KGHK) o GHK , correspondiente al dominio II de la proteina estimulan la
proliferacién de células endoteliales e inducen la formacién 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 protedlisis
endégena de las proteinas y la liberacién de fragmentos polipeptidicos que tienen
funciones bioldgicas diferentes a las proteinas de las cuales derivan, hemos iniciado
estudios tendientes a determinar el efecto de péptidos disefiados a partir de diferentes
dominios de la proteina sobre procesos involucrados en la progresién tumoral tales
como: proliferacién, adhesién e invasién de distintas matrices. Este trabajo se llevara a
cabo en colaboracién con la Dra. Helene Sage (University of Washington, Seattle,
USA).

SPARC no afecta el crecimiento celular de las lineas de melanoma estudiadas.
Con el objeto de determinar si la inhibicién de la expresién de SPARC en forma

crénica afecta el comportamiento de las células de melanoma, dos lineas de melanoma

(IIB-MEL-LES e IIB-MEL-IAN) fueron transfectadas con la secuencia de SPARC en
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orientacién inversa. La reduccién en los niveles de expresién del mensajero y de la
proteina 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 expresién 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 andlisis del rol de SPARC en el crecimiento celular es dificil de
establecer. Trabajos iniciales de Sage y col. (1991) demostraron que SPARC es capaz
de inhibir la proliferacién celular de células endoteliales. Posteriormente se describié
que péptidos correspondientes al dominio II de SPARC pueden estimular la
proliferacién 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 lineas de células malignas
humanas. Resulta interesante que tanto la sobrexpresién como la reduccién de la
expresién de SPARC en células de carcinoma embrionario murino F9, no afect6 la
cinética de crecimiento de estas células (Everitt y Sage, 1992). Sin embargo, Mok y col
(1996) demostraron que la sobreexpresion estable de SPARC en células de céncer de
ovario redujo su capacidad de crecimiento in vitro e in vivo. En general, la interaccién
de SPARC con los componentes de la matriz y la regulacién de los niveles de expresién
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, estaria mediado a través de una via dependiente de la
fosforilacién de tirosina (Tyr) mientras que el efecto antiproliferativo dependeria en
parte de la transducci6n de sefiales via un receptor acoplado a proteina G. Tomados en
conjunto, los datos de la literatura y del presente trabajo sugieren que la inhibicién del
crecimiento celular mediada por SPARC se limita a determinados tipos celulares y es
necesario estudiar el modo de accién de los diferentes dominios de SPARC sobre

diferentes tipos celulares.
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SPARC como modulador de la capacidad adhesiva.

Cierto grado de adhesién es necesario para que una célula sea capaz de invadir el tejido
conectivo. Nuestros resultados indican que células que tienen una expresién reducida de
la proteina presentan una morfologia mas estirada en superficies plasticas, lo que
coincide con el hecho que SPARC ha sido descripta como una proteina antiadhesiva.
Esta observacién fue evidente en los clones derivados de la linea IIB-MEL-LES (Figura
23), y en aquellos derivados de la linea IIB-MEL-IAN Figura 24). Similares cambios
morfol6gicos 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 proteina con efectos antiadhesivos, las células de melanoma con
niveles de expresién de SPARC reducidos, permanecieron redondeadas sobre matrices
basales reconstituidas (Matrigel), lo cual indica que SPARC podria estar regulando el
repertorio de integrinas u otros receptores de MEC que reconocen componentes
especificos de la matriz. Dado que matrigel es una matriz cuyos principales
componentes son laminina, coldgeno IV y entactina, actualmente estamos estudiando
los niveles de expresién de los receptores para estas proteinas. Resultados recientes
indican que la reduccién en la capacidad adhesiva a matrigel podria estar dada por una
reduccién en la capacidad de adhesién a laminina mediada por una disminucién de los
receptores de laminina de tipo integrina.

Nuestros resultados indican que las células que presentan una reduccién en los
niveles de SPARC muestran un incremento en la expresién de la subunidad a5 del
principal receptor de fibronectina (a581) acompaiiado por un aumento en los niveles de
mRNA de fibronectina. Este resultado confirma observaciones previas que muestran
una regulacién negativa de SPARC sobre la expresién de fibronectina (Figura 25) en
células endoteliales adrticas bovinas, fibrosarcomas, osteosarcomas y carcinomas
humanos. Es importante sefialar que SPARC no solo regula la produccién de distintas
proteinas de MEC sino que la expresién de ésta también esta regulada por uno de sus
ligandos de MEC como es colageno I (Iruela -Arispe, ML. Y col, 1996). En ratones
mov 13, que carecen de col4geno intersticial se ha observado una disminucién de los
niveles de SPARC. De la misma forma los ratones “knockout”para SPARC producen
niveles significativamente menores de coldgeno I comparado con los ratones normales

(Gilmour y col.,, 1998). Resulta importante el estudio del rol de SPARC en la
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modulacién 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 seiiales intracelulares que regulan la expresion génica.

SPARC modula la capacidad invasiva de las lineas de melanoma estudiadas.

En este trabajo se estudié el rol de SPARC sobre la capacidad invasiva de las células
de melanoma. Confirmando estudios de otros laboratorios, hemos descripto que la
capacidad invasiva de las células de melanoma est4 asociada al aumento de los niveles
de MMP-2 (Stetler-Stevenson, WG. y col, 1993). Los resultados obtenidos indican que
la disminucién de la expresién de SPARC en las 2 lineas de melanoma estudiadas
redujeron la capacidad invasiva de estas células sobre membranas basales reconstituidas
(Matrigel) (Figura 27). Esta reduccién en la capacidad invasiva podria deberse, al
menos en parte, a una disminucién 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 linea IIB-MEL-IAN y su control. Solo se observaré una pequeiia,
aunque estadisticamente significativa, disminucién de la migracién de los 3 clones
derivados de la linea IIB-MEL-LES comparados con su control (Figura 29). En cuanto a
la capacidad de adhesién de estas células a membranas basales reconstituidas,
resultados posteriores mostraron que cuando los ensayos de invasién y adhesién se
hicieron en presencia de suero fetal bovino o suero proveniente de ratones, las células
con expresién reducida de SPARC aumentaron su adhesién a matrigel, pero
mantuvieron la reduccién en la capacidad invasiva. Estos experimentos sugieren que el
efecto de SPARC sobre la capacidad invasiva no estaria dado por una disminucién en la
adhesividad a la matriz.

En este trabajo se muestra que la disminucién de los niveles de SPARC est4
acompaiiada por una reduccién en los niveles de mRNA de MMP-2 que se refleja en
una menor secrecién de la enzima (Figura 28). La identificacién de MMP-2 se llev6 a
cabo por inmunodeteccién mediante ensayos de western blot y la utilizacién de la linea
HFL-1 como control positivo de expresién y actividad (Figura 28). La ausencia de
actividad gelatinolitica observada en los zimogramas, cuando estos fueron incubados en
ausencia de cationes divalentes y en presencia de un agente quelante (EDTA) nos

permitié verificar que la actividad detectada correspondia a una MMP. MMP-2 en su
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forma activa cliva coldgeno IV, el principal componente de la membrana basal. Estos
datos sugieren que la reduccién de los niveles de expresion de MMP-2 seria la
responsable de la disminucién de la capacidad invasiva observada in vitro. Dado que se
ha descripto que la activacién de MMP-2 ocurre en la superficie celular, se puede
postular sugieren que la activacién de esta enzima ocurriria en forma localizada en el
frente invasivo, en cantidades que no pueden ser detectadas en los ensayos de actividad
en geles. Ensayos de zimografia in situ combinados con inmunohistoquimica permitirn
determinar en nuestro sistema si la activacién de MMP-2 ocurre en la superficie celular.
Trabajos in vitro sugieren que MMP-2 cumple un rol importante en la invasién de
células de melanoma y recientemente Vaisanen y col (1998) han propuesto que la
expresién de MMP-2 seria un evento temprano en la progresién tumoral del melanoma
y un marcador pronéstico desfavorable de la enfermedad. La mayor expresién de
SPARC en melanoma, asi como lo regulacién de la expresién de MMP-2 por SPARC
sugiere que el aumetno de SPARC podria conferir a las células de melanoma un
fenotipo invasivo. La regulacién de la expresién de metaloproteasas de matriz por
SPARC ha sido demostrada por varios grupos. Tremble y col (1993) describieron la
induccién de MMP-1, 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-1 en monocitos humanos. Recientemente, Gilles y
c0l.(1998) describieron que SPARC regula la actividad de MMP-2 en células de cancer
de mama, en este caso a través de la disminuci6n de los niveles de TIMP-2 secretados.
Distintos fragmentos de SPARC estarian involucrados en la regulacién de MMPs.
Tremble y col (1993) han descripto que un péptido correspondiente a la secuencia de aa
154-173 seria el responsable del mayor aumento en la sintesis de MMP-1 por los
fibroblastos sinoviales de conejo. Shankavaraum y col. (1997) también encontraron que
este mismo péptido seria el principal inductor de la produccién de MMP-1 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 regién N-terminal (dominio acidico) seria el

responsable de la activacién 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 asociacién entre la expresién de SPARC y
el desarrollo del melanoma humano, descripto previamente, nos llevaron a estudiar si la
disminucién de los niveles de expresién de SPARC en las lineas de melanoma humano
podrian afectar la capacidad tumorigénica de las mismas. Para ello se evalu6 el
crecimiento tumoral de estas células en ratones atimicos. La ausencia de formacién
inicial del tumor y el desarrollo de una répida necrosis de las células tumorales, indican
que SPARC o algiin factor cuya expresion estd mediada por esta proteina jugarian 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 composicién de la matriz o en las
interacciones entre células tumorales y componentes de la matriz pueden alterar las
sefiales inmunolégicas. Los resultados presentados en el presente trabajo muestran que
el rechazo de las células tumorales estd asociado a un masivo y localizado infiltrado
inflamatorio de polimorfonucleares (PMNLs), sugiriendo una mayor disponibilidad de
factores quimiotacticos de PMNLs (Figuras 30, 31, 32). La evaluacién histolégica sobre
cortes tefiidos con hematoxilina no permitié identificar claramente la presencia de otras
poblaciones de leucocitos en el sitio de inyeccién

Los ensayos de migracién de neutréfilos in vitro, realizados con los clones derivados
de la linea IIB-MEL-LES, mostraron una mayor atraccién por parte de los clones
transfectados con la secuencia antisentido de SPARC indicando que la disminucién de
los niveles de la proteina dispararia la sintesis de factores quimioticticos para
neutréfilos. Ensayos posteriores mostraron que células L-CMV, L-1D y L-1G no fueron
capaces de inducir la migracién de poblaciones de mononucleares humanos. Es
importante sefialar que los resultados in vitro de quimiotaxis presentados en este trabajo
corresponden a leucocitos humanos, sin embargo, ensayos preliminares utilizando
PMNLs murinos aislados a partir de sangre perisférica de ratones atimicos mostraron un
comportamiento similar. La produccién de proteinas con efecto quimiotictico sobre
PMNLs por parte de las células de melanoma ha sido descripto por varios autores,
siendo IL-8 y GRO-a las quimoquinas més 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 neutrofilos serian los responsables
de la actividad antitumoral. Sélo ensayos de deplecion in vivo de células NK, macrofagos
y PMNLs en el modelo utilizado de ratones atimicos permitira demostrar que son estos
ultimos 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 linea IIB-MEL-LES transfectados con la secuencia de SPARC antisentido
inhibieron el crecimiento tumoral de la linea parental cuando fueron coinyectados con
células control no modificadas genéticamente. El analisis histologico de los sitios de
inyeccion mostrd una imagen similar a la observada en el sitio de inyeccion de células L-
1D (Figura 28, 29) con un masivo infiltrado inflamatorio. Recientemente, el grupo de
Seino K y col (1997) describieron por primera vez que la expresion de CD95-L (ligando
de Fas, Fas-L) induce el rechazo tumoral mediado por PMNLs. Resultados similares han
sido reportados posteriormente por varios 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 quimiotactica sobre neutrofilos humanos y murinos
(Seino y col., 1998). Actualmente nos encontramos estudiando la expresion de Fas-L y

sFas-L en nuestro sistema experimental.

Consideraciones Finales

A pesar de la gran informacion que se tiene sobre la expresion, propiedades bioquimicas
y actividades celulares de SPARC, poco se conoce acerca de la funcion de la proteina.
Con el objeto de analizar la funcion de SPARC in vivo, el grupo de Gilmur y col. (1998)
interrumpieron por recombinacion homoga el locus de SPARC y obtuvieron ratones
deficientes en la proteina. En base a los estudios previos se esperaba que los animales
deficientes en esta proteina presentaran alteraciones durante el desarrollo. Estos animales
no mostraron alteraciones durante el desarrollo hasta los 6 meses. A partir de esta edad
desarrollaron patologias oculares caracterizadas por la formacion de cataratas y ruptura
del cnistalino. Hasta el momento no se ha descripto otra alteracion en estos animales,
pero constituyen una herramienta importante para llevar a cabo estudios mas detallados
que permitan entender el rol de SPARC en el comportamiento celular in vivo. Este

resultado plantea también la posibilidad de existencia de otras proteinas que podrian
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compensar las funciones de SPARC en los ratones “knockout” para este gen. Hasta el
momento se conoce muy poco acerca del sobre el mecanismo de accion de SPARC en la
funcion celular a través de cascadas bioquimicas. Uno de los objetivos planteados por
nuestro laboratorio consiste en la identificacion y caracterizacion de los receptores de
superficie y vias de sefializacion intracelulares de SPARC, y la interaccion con otras
proteinas como factores de crecimiento y/o proteinas de matriz extracelular que pueden
regular actividades especificas durante la progresion del melanoma.

Las estrategias antisentido que comprenden el uso de oligodeoxinucledtidos y RNA
derivados de plasmidos son un modo atractivo de terapia génica antitumoral (Mercola y
Cohen, 1995). La expresion constitutiva de RNA antisentido codificante para oncogenes
y factores de crecimiento demostro ser efectiva para inducir la reduccion de la
tumorigenicidad y las caracteristicas 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 supresion total de la formacion del tumor (Mercola y Cohen, 1995).
El presente estudio demuestra que la inhibicion de SPARC en células de melanoma
elimin6 su capacidad tumorigénica, proporcionando un marco terapéutico potencial para

el “targeting”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 expresion de la proteina SPARC estan asociados al desarrollo y

progresion del melanoma humano.

2) Los datos aportados en el presente estudio proporcionan la primera evidencia de que
SPARC desempeiia un rol clave en la capacidad tumorigénica de lineas de melanoma

humano.

3) La reduccion de los niveles de expresion de SPARC en las 2 lineas de melanoma
estudiadas resulté en cambios morfologicos, acompaiiados de una reduccién en la
capacidad adhesiva e invasiva de membranas basales reconstituidas. En los clones
derivados de la linea IIB-MEL-LES, se observo una disminucion en los niveles de MMP-
2.

4) Los clones derivados de la linea IIB-MEL-LES transfectados con la secuencia de SPARC
antisentido mostraron un aumento en la expresion de la integrina a5 y del mRNA de

fibronectina.
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