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RESUMEN

En la actualidad la incidencia de cancer de mama en México ha aumentado y a
partir de 2006, éste ocupa la primera causa de mortalidad en mujeres de 30 a 54

afos de edad, y amenaza a todos los grupos socioeconémicos del pais.

El cancer de mama es el crecimiento anormal desordenado de las células
delepitelio de los conductos o lobulillos mamarios, los cuales tienen la capacidad
de diseminarse. En términos fisiolégicos, la glandula mamaria es un 6rgano
complejo secretorio que consta de distintos tipos celulares como son: células
epiteliales, adipocitos, células endoteliales vasculares y células estromales como

son los fibroblastos.

Durante los primeros eventos que conllevan al proceso invasivo, las células
tumorales necesitan degradar la matriz extracelular (MEC) a través de la
activacion y liberacion de una variedad de enzimas llamadas metaloproteinasas
de matriz(MMPs), de esta manera, la célula tumoral logra escapar y comenzar a

colonizar nuevos nichos (metastasis).

Las MMPs son enzimas que pertenecen a la familia de las endopeptidasas que
son dependientes de Calcio y Zinc, las cuales tienen la capacidad de degradar los
componentes de la matriz extracelular, ya que tienen una gran variedad de
sustratos como los receptores de factores de crecimiento, moléculas de adhesion
celular, citoquinas, ligandos apoptéticos, factores antigénicos como el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) y factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF).

El presente trabajo tiene como objetivo general comparar la presencia y actividad

de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en las lineas celulares de cancer de

mama y relacionarlas con el grado de invasividad.
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Para detectar la actividad enzimatica de las MMPs, se realizaron ensayos de
Zimografia en geles de poliacrilamida al 10%, utilizando la gelatina como
substrato. Asi, se logré identificar a las MMP-2 y MMP-9 en todas las lineas
celulares estudiadas. De manera importante, la MMP-9, se secreta
mayoritariamente en las lineas celulares invasivas (MDA-MB-231 y BT-549), a

diferencia de la MMP-2 que la secretan las células no invasivas (MCF7y T47D).

En relacion a la localizacion de dichas enzimas, los ensayos de
inmunofluorescencia evidenciaron la presencia de la MMP-2 y la MMP-9 en el
citoplasma de las células invasivas. Interesantemente, en las células no invasivas
la MMP-2 se evidenci6 de forma polarizada en una zona del citoplasma y la MMP-

9 en todo el citoplasma y de forma polarizada.

Con la finalidad de cuantificar la actividad de ambas MMPs en las células
cancerosas, se realizaron ensayos por Citometria de Flujo y los resultados
mostraron que la MMP-9 es la enzima que esta presente en mayor cantidad en

las células invasivas, comparada con la MMP-2.

Nuestros resultados confirmaron que las MMP-2 y MMP-9 estan presentes en las
células de cancer de mama, pudiendo jugar un papel importante en la invasion y
formacion de tumores, tal y como se ha descrito en otros tipos de cancer como el

de pulmén, vejiga e intestino.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Definicion del Cancer

El cancer es una enfermedad que se relaciona con anormalidades genéticas en
las células somaticas, las cuales son causadas por diversos factores, como por
ejemplo: por agentes fisicos, quimicos, infecciones virales, acumulaciones de
mutaciones en la replicacion del ADN, también por divisiones celulares

aberrantes, o simplemente es heredable®.

Estas alteraciones van a afectar a genes que estan relacionados con la regulacién
del ciclo celular como son la angiogénesis y la invasion del tejido circundante,
asimismo, van a afectar a los procesos de proliferacion celular, diferenciacion y
apoptosis, lo que va provocar un crecimiento descontrolado y a su vez, las células
adquieren un fenotipo invasivo. La elevada tasa de duplicacion celular origina una
masa celular llamada neoplasia. Si estas células se mantienen agrupadas y
forman una masa con un contorno bien definido, se dice que el tumor es benigno,
de manera contraria, un tumor es maligno cuando las células tienen la capacidad

de invadir otros tejidos de manera circundante.

1.2 Origen del cancer

Actualmente se han descrito ciertos factores que pueden intervenir en el
desarrollo del céncer; entre ellos destacan sustancias quimicas, herencia, las

radiaciones ionizantes, infecciones y los virus o por alguna lesion externa.

Sustancias quimicas: actualmente se conocen muchas sustancias
carcinogénicas que aumentan el riesgo de desarrollar cancer, ya sea por su
consumo o contacto. Un ejemplo muy claro es el Arsénico que se asocia con el
cancer de pulmon, debido a que estudios realizados a los trabajadores de minas
de cobre y cobalto, fundiciones y fabricas de insecticidas presentaban una

incidencia de este tipo de cancer mayor que lo normal. El tabaco es otro agente
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cancerigeno que provoca cancer de pulmon y es 6 veces mayor entre fumadores
y no fumadores. El cigarrillo es tan pernicioso debido a las sustancias que

contiene que son la nicotina, acidos y 6xidos de carbono y alquitran.

Herencia: entre el 5y 10% de los canceres tienen un origen hereditario; por
ejemplo el cancer de mama y el cancer de colon. Esto se debe a que los genes
supresores de tumores en condiciones normales previenen la replicacion, en
cambio si no esta presente esto provoca que no haya un control normal de la
replicacion y esto provoque un dafio intrinseco en los cromosomas y conlleve a un
cancer elevado. Un ejemplo muy claro es la mutacion de p53. Este gen se
encuentra en el nudcleo celular, y no siempre es requerido para llevar un desarrollo
normal, pero en ocasiones la falta de su funcién provoca un riesgo grande de
desarrollar cancer. En diferentes tipos de cancer se ha encontrado la mutacién de
p53, es por esto que se considera un gen supresor de tumores, este gen
normalmente se encuentra en cantidades muy pequefas, pero cuando las células
presentan un estimulo genotoxico, los niveles de p53 aumentan rapidamente e
inician un programa de muerte celular. Esta respuesta por lo general se pierde en
muchas células tumorales, debido a que tienen inactivado a este gen por
mutacién o su actividad se encuentra bloqueada por proteinas que se entrelazan

a p53y se neutralizan ®.

Radiaciones ionizantes: producen un cambio en el ADN como rupturas o
trasposiciones cromosomicas en las que los cabos rotos de los cromosomas se

pueden intercambiar. Estas también actian como un iniciador de carcinogénesis.

Infecciones o virus: actualmente se han asociado algunos agentes patégenos al
desarrollo de cancer, por ejemplo, aquellos que se relacionan con el virus del
SIDA.También el cancer de estomago se ha relacionado con la bacteria
Helicobacter pylori, ya que algunos estudios demostraron que las personas que
estan infectadas con esta bacteria, tienen cuatro veces mas de probabilidad de

desarrollar este cancer. El virus de Epstein-Barr esta asociado con el linfoma de
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Burkitt y los linfoepiteliomas, virus de la hepatitis con el hepatocarcinoma y el virus

herpes tipo Il o virus del herpes genital con el carcinoma de cérvix @.

1.3 Epidemiologia del cancer de mama

En el 2012 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefialé que los principales
tipos de cancer que existen en México son: el de pulmén, higado, estomago,
colon y recto, mama y esofago. Los cinco principales en las mujeres son el de
mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y estbmago, mientras que en los
varones son el de pulmén, préstata, colon y recto, estémago e higado @.

A nivel global, los ultimos datos provenientes del Informe Mundial sobre el Cancer
del 2014 de la International Agency for Research on Cancer (IARC), sefialan que
en el 2012 hubo aproximadamente 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de
defunciones por esta causa, asi como 32.6 millones de personas sobrevivientes a
la enfermedad (es decir, que han pasado cinco afios después del diagndstico sin
presentar recurrencias). En Africa, Asia, América Central y Sudamérica se
concentra mas del 60% de los casos nuevos y 70% de las defunciones por cancer
©F

En México, en las ultimas cinco décadas, la tasa de mortalidad del cancer de
mama ha aumentado, ya que mujeres de entre 30 a 54 aflos que presentan esta

enfermedad, el 60% mueren .
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1.4 Anatomia de la mamay cancer de mama

El cancer de mama es el crecimiento anormal y desordenado de las células del
epitelio de los conductos o lobulillos mamarios, que tienen la capacidad de
diseminarse ©®.

En términos fisiologicos, la glandula mamaria es un érgano complejo secretorio que
consta de distintos tipos de células como son las epiteliales, que se encargan de
formar la red de la glandula, adipocitos que son los componentes de una
almohadilla de grasa de los conductos que estan inmersos, células endoteliales
vasculares que van a conformar los vasos sanguineos y células estromales como
fibroblastos. En la Figura 1, se puede observar con claridad la anatomia del seno y
la separacién de los tejidos mamarios. Cada I6bulo estd conformado por lobulillos
pequefos, terminando en docenas de bulbos, los cuales se encargan de producir
leche. Los lobulos, lobulillos y bulbos se encuentran conectados por tubos delgados

que reciben el nombre de conductos, los cuales se derivan al pezon.

Anatomia de la mama femenina

Pared toracica

Ganglios linfaticos—,~ « Costillas—*
E <@ \3
N
<« o 4 ji
/Te]IdO graso
i MU I l/
W 0 Uscuios Lébulo
' . o, 1
) e \ _,Conductos
n - VN
\ l; Pezon A _Aréola
| @ \ ¥ s 2 /\
SRy, G ,} -Pezén
| 4 Areola»/“ - 4 |
R by

~—Laébulillos

Figura 1. Anatomia de la vista lateral de la mama. En donde se observa la

separacion de los tejidos mamarios y como esta conformado cada I6bulo.

El epitelio de la glandula mamaria se va a dividir en dos tipos: luminal y basal. El

luminal es el que conforma los conductos y los I6bulos, mientras que el basal esta
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compuesto esencialmente por células miopitelilales, cuyo origen es epitelial, pero

tienen la capacidad de contraerse, ya que es el encargado de producir leche.

La mujer pasa por diferentes etapas como la pubertad, el embarazo, la lactancia y
la menopausia. En consecuencia de ello, la mama va a tener cambios drasticos
en tamarfio, forma y funcion, debido a que es un érgano muy sensible ©.

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, debido a esto se conocen
multiples subtipos de este padecimiento, que se mencionaran mas adelante. Cada
uno tiene diferente expresion génica, la cual se asocia con la progresion clinica

que puede implicar la resistencia a los diferentes tratamientos .

1.5 Clasificacion fisiologica del cancer de mama

De manera clinica de acuerdo con la OMS y a la Norma Oficial Mexicana NOM-
041-SSA2-2002 el cancer de mama se divide en no invasor (in situ) e invasor y

otros como enfermedades de Paget de pezon.

En la poblaciéon de pacientes con cancer de mama, alrededor del 75-80%
presentan el cancer de mama invasivo infiltrante, ya que las células tienen la
capacidad de infiltrar alrededor de los canales linfaticos y vasculares dando origen
a la metastasis. El cancer mas comun histolégicamente es el carcinoma ductal
invasivo, que esta confinado con el sistema ductal de la mama sin que éste
penetre hacia la membrana basal. El segundo mas frecuente es el lobulillar
invasor, éste se origina en el lobulillo terminal ductal que se distribuye de manera
difusa en la mama. La enfermedad de Paget es muy rara, ya que se presenta en

el 1% de los canceres de mama ®.

Carcinoma in situ: se denomina asi al tumor que no tiene la capacidad de infiltrar
en las uniones de los tejidos:
Carcinoma ductal in situ: es el cAncer mas comun, no invasivo y se localiza en

los conductos.
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Carcinoma lobulillar in situ: es poco frecuente, se presenta con hiperplasia
atipica que se origina en los lobulillos de la mama, se considera como un

marcador de riesgo.

Carcinoma invasivo (infiltrante): éste presenta modificaciones genéticas altas,
ya que el tumor invade tejidos subyacentes vertiendo células a la sangre o linfa,
generando metastasis:

Carcinoma ductal invasivo o infiltrante: es el cancer mas comun. Empieza en
un canal o conducto lacteo, el cual penetra la pared del conducto e invade el
tejido del seno, realizando metastasis.

Carcinoma lobulillar invasivo o infiltrante: se origina en los lobulillos de la
glandula mamaria, propagandose a través de la pared de los lobulillos. También

produce metastasis.

Para poder diagnosticar el cancer de mama se emplean principalmente dos
métodos: el primero es la mastografia, que es la exploracion por rayos X, la cual
consiste en realizar radiografias de las dos mamas. Las imagenes obtenidas
permiten visualizar el tipo, posicién y tamafio de un bulto. El segundo es la
biopsia, que se extrae de un bulto sospechoso, el cual se examina al microscopio
para determinar la presencia de células cancerosas. A veces, se emplean los
ultrasonidos (ecografia) para examinar el estado de las mamas y los 6rganos
internos.

El cancer de mama tiene una estatificacion que estd basada en el sistema
internacional denominado TNM, que toma en cuenta la extension del tumor (T), la
afectacion de los ganglios linfaticos (N) y la presencia de metastasis (M).En la
Tabla 1, se puede observar un resumen de la estatificacion de los tumores de
acuerdo al American Joint Committe on Cancer que por su siglas en inglés son
AJCC O,
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TO No hay evidencia de tumor.

T1 El tumor no mide méas de 2 cm.

T2 El tumor mide entre 2y 5 cm.

T3 El tumor mide mas de 5 cm.

T4 El tumor ha afectado la piel o la pared toracica.

Tx No se puede evaluar la extension del tumor.

NO Los ganglios linfaticos no han sido afectados.

N1 El tumor ha afectado los ganglios linfaticos axilares.

N2-3 El tumor ha afectado los ganglios linfaticos axilares y/o la zona
de los grandes vasos en la caja toracica; los ganglios linfaticos estan
fijados entre ellos o al tejido circundante.

Nx No se puede evaluar el nivel de afectacion de los ganglios
linfaticos.

MO Ninguna metastasis.

M1 Presencia de metastasis en otros érganos (por ejemplo en los
huesos o en el pulmén).

Mx No se puede evaluar la presencia de metastasis.

Tabla 1. Resumen de la estatificacién de cancer de mama.
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1.6 Clasificaciéon molecular del cancer de mama

Esta clasificacion se basa en los patrones de expresion génica, los cuales se
relacionan con el pronostico o riesgo de metastasis. La Tabla 2, muestra la
clasificacion molecular de los subtipos de cancer de mama, la cual se divide en
dos grupos basados en la positividad para el receptor estrogeno: 1) neoplasias de
bajo grado, para aquellas que expresan receptores de estrégeno (RE) y
progesterona (RP) y 2) neoplasias de alto grado que no presentan RE y RP, pero

en las cuales hay sobreexpresion y/o amplificacion del receptor HER2 (101,

Luminal A
Receptor de Estrogenos Positivos Luminal B
Luminal HER2/ neu

Basal
Receptor de Estrogenos Negativos HER2/ neu

Normal like

Tabla 2. Clasificacién de los subtipos de cancer de mama.

1.6.1 Tumores de receptor estréogenos positivos

En este grupo de tumores se destacan los luminales que poseen un
inmunofenotipo que es muy similar al componente epitelial luminal de la glandula
mamaria, que expresan citoqueratinas luminales, receptores de estrégenos y
genes asociados a su activacion 21, Los mas destacados en este grupo son:
subtipo Luminal A que es el mas frecuente y corresponde al 67% de los tumores,
posee una alta expresion de genes relacionados con los receptores hormonales y
baja expresion de genes relacionados con la proliferacion celular. El subtipo
Luminal B que es todo lo contrario. Este presenta niveles menores de receptores
de estrégeno y altos niveles de genes de proliferacion. También existe otro
subtipo que es el Luminal HER2/neu, el cual se caracteriza por expresar
citoqueratinas CK9 y CK10 @4,
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Estos tumores luminales estan divididosen tres grupos: Luminal A (RE o RP
positivos, HER2/neu negativo y bajo indice de proliferacion), Luminal B (RE o RP
positivos, HER2/neu negativo e indice de proliferacion alto), el tercer grupo fue

denominado Luminal HER2/neu positivo como se puede observar en la Tabla 3
(15)

Subtipo RE RP | HER2/neu
Luminal A + ylo + -
Luminal B + ylo + -
Luminal HER2/neu - - +

Tabla 3.Clasificacion de los tumores.

1.6.2 Tumor receptor de estrégenos negativo
Estos tumores se dividen en dos grupos:

Subtipo basal

El subtipo basal/mioepitelial expresa citoqueratinas que son de alto peso
molecular en las células mioepiteliales. Esto se presenta del 2 al 18% en los
canceres de mama. El triple negativo es aquel que presenta RE negativo, RP
negativo HER/ neu negativo. Este subgrupo tiene la caracteristica de tener genes
asociados a células mioepiteliales, el cual tiene un inmunofenotipo a CK5, CK17
(marcadores de citoqueratinas en células luminales) c-kit (una tirosina quinasa del
epitelio mamario), factores de crecimiento de hepatocito e insulina, calponina-1,

caveolina y laminina 9,

En estos tumores, por lo general se presenta una alteracion en los genes

reparadores del ADN. Esto se debe a que el promotor de BRCAL1 esta metilado, lo
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cual provoca que el gen se silencie en la expresion génica y a la vez se inactive la
transcripcion de BRCA1 @7,

= Subtipo de sobre-expresion de HER2/neu

Se presenta entre el 10 y el 15% de los canceres de mama y tiene una sobre
expresion de genes en el cromosoma 17q, que incluye el gen del EGFR-2
(ERBB2) y el growth factor receptor bound protein 7 (GRB7) y genes de
proliferacion. En casos muy especificos se expresan genes que se asocian al
fenotipo luminal. El ERBB2 tiene una relacién con caracteres histopatoldgicos que
se asocian con un mal pronéstico con una baja expresion de RE y RP y un alto

grado histolégico 8,

1.7 Metastasis e Invasion

La metastasis es definida como la etapa final de un proceso celular complejo y
coordinado, que induce a los cambios genéticos, los cuales son responsables de
los trastornos en la regulacion del crecimiento, que conllevan a una proliferacion
incontrolada. A este proceso no se le puede llamar metastasis hasta que se
encuentre en un ambiente favorable, y asi pueda iniciar el proceso de invasion.
Esto va depender de un grupo de células que tengan la capacidad de inducir
proteinas facilitadoras que interactien a nivel molecular como intra y
extracelularmente, ya que esto hace que inicie el proceso de invasiéon y
metastasis.

La metastasis se conforma de distintos pasos tal como se logra observar en la

Figura 2:

1.- Invasion local: tiene varios procesos como la pérdida de adhesion célula-
Célula y célula-matriz. La matriz extracelular circundante va a sufrir una
destruccién de componentes, la cual esta mediada por enzimas proteoliticas. Las
células tumorales estimulan a sus células vecinas, las cuales producen proteasas

incluyendo a las metaloproteinasas que son proteasas de matriz (MMPs). Estas
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enzimas son dependientes de Ca®"y Zn? que se encargan de degradar distintos
tipos de colageno en la matriz 9.

2.- Intravasacion: las células tumorales empiezan a invadir los vasos sanguineos
y linfaticos. Esto destruye los componentes de la membrana basal de los vasos,
como colageno IV y laminina 0.

3.- Diseminacién: es la entrada de células tumorales en la sangre y células
malignas en ganglios linfaticos.

4.- Extravasacion: es la transmigracion a través del endotelio vascular, lo que
involucra el rompimiento de la membrana basal @V,

5.- Establecimiento en un érgano distante: es cuando las células tumorales
adquieren la capacidad de dividirse, proliferar y estimular la generacion de vasos

sanguineos, la cual provee nutrientes y oxigenos al tumor 2.
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Figura 2. Proceso que conlleva a la Metastasis. Las células cancerosas se desprenden del
tumor primario, degradan los componentes de la matriz extracelular y empiezan a invadir los
vasos sanguineos y linfaticos,y asinuevamente vuelven a invadir, pero esta vez por

transmigracion a través del endotelio vascular, formando un tumor secundario.

Las células cancerosas van a tener la capacidad de invadir tejidos adyacentes, en
donde interactian con otras células de distintos tipos de tejidos vy

comportamientos, lo cual migra a otro tipo de tejidos u 6rganos a distancia.
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Actualmente se sabe que la conducta invasiva no sélo es exclusiva del fenotipo
de células tumorales, sino también es de las células normales que actlan en

condicione fisiologicas y patologicas 3.

El fenotipo invasivo de las células tumorales es observado como una pérdida de
regulacion de la conducta invasiva de células endoteliales activadas o del
trofoblasto. Este fenotipo es importante para estas células, ya que se asocian con
los procesos de invasion y metastasis 4. Este fenotipo permite que la célula
pierda sus propiedades adherentes, induce la protedlisis local y migracién; hacia
la membrana basal adyacente y de igual manera hacia la matriz extracelular que
se va a encontrar presente en diferentes partes del organismo. Estas
interacciones son de suma importancia, ya que son especificas en las células

tumorales y asi interactta en la cascada metastasica .

Las células tumorales para que inicie el proceso invasivo, la migracion y la
protedlisis local van a necesitar de estimulos especificos, como por ejemplo para
gue la célula tumoral se adhiera al lado externo de la membrana basal vascular,
deben lograr degradar localmente la matriz y asi migrar a través de la membrana
basal que se encuentra daflada, y posteriormente pasara entre células

endoteliales y vasos sanguineos (%9

La angiogénesis es importante para la expansién tumoral, ya que este proceso se
ha reportado en carcinoma in situ de cancer invasivo que va precedido de una
neovascularizacion @”. También se ha encontrado que tiene una asociacion
clinica entre la vascularidad del tumor y la agresividad del mismo. Otra
caracteristica importante es que la neovascularizacion tumoral no se encuentra
delimitada en tiempo y espacio a comparacion de la angiogénesis normal. Esto
favorece a las células tumorales para que pierdan su adhesividad y asi producir
enzimas proteoliticas para poder invadir tejidos adyacentes que migren a través

de la circulacion @829,
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1.8 Papel de las proteasas en la progresién tumoral

La degradacion de la matriz extracelular y la migracién de la célula tumoral es un
proceso muy complejo, el cual necesita de la produccidn, liberacion y activaciéon
de una variedad de enzimas que sean capaces de degradar la matriz extracelular.
Existen enzimas que se encuentran sobre expresadas en la mayoria de las
células del microambiente huésped—tumor ©%.Se ha observado que la
degradacion tisular en los procesos normales y en ciertas enfermedades
especificas es semejante a lo que ocurre en el cancer @Y. Aunque las células
tumorales son capaces de inducir la produccion de proteasas en células vecinas,
a través de la secrecion de citocinas o factores de crecimiento y la produccién de
sustratos para las proteasas, de la misma manera pueden producir y secretar sus
propias proteasas, o bien producir factores, los cuales puedan inhibir o activar

proteasas que se encuentran localmente G2,

Las proteasas son moléculas que tienen un papel muy importante en los procesos
biolégicos, ya que tienen una gran relacion con las enfermedades patoldgicas,
entre ellas, el cancer. Son consideradas enzimas proteoliticas, ya que tienen una
gran capacidad de poder degradar sustratos muy especificos de la matriz
extracelular y de la membrana basal, y asi de esta forma logran la invasion

tumoral y la metastasis.

Estas proteasas se clasifican en intracelulares y extracelulares. Intracelularmente
las proteasas se asocian con la eliminacién y la metabolizacién de sustancias no
deseadas a nivel celular, éstas tienen una organizacion en cascada que actuan

como un mecanismo defensor.

Las proteasas extracelulares se relacionan con mecanismos que facilitan la
carcinogénesis, la cual se ha encontrado sobre expresada en los tumores, y a su
vez, activa las vias de transcripcion @®. También estan relacionadas directamente

con la degradacion de la matriz extracelular.
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En el cancer, las metaloproteinasas (MMPS) se clasifican en tres grupos:

A) Dentro de las metaloproteinasas de matriz se encuentran principalmentela
colagenasa intersticial, la estromelisina, matrilisina, las gelatinasas y las
colagenasas, las cuales se van a activar con un pH neutro o ligeramente
alcalino.

B) La serina-proteasas como la trombina. Los activadores de plasmindgeno tipo
tisular.

C) Las catepsinas como la B, D y L que son activadas con un pH &cido.

1.9 Metaloproteinasas y su clasificacion

Las metaloproteinasas (MMPSs) son proteasas que pertenecen a la familia de la
endopeptidasas que son dependientes de calcio y zinc, las cuales son capaces de
degradar los componentes de la matriz extracelular (MEC), ya que tienen una
gran variedad de sustratos como los receptores de factores de crecimiento,
moléculas de adhesion celular, citoquinas, ligandos apoptoéticos, factores
antigénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y factor de

crecimiento de fibroblastos (FGF) G9G5),

Actualmente se han identificado 25 tipos de MMPs de acuerdo a la integridad y
composicién de la matriz extracelular (MEC). También por su nimero y estructura,
las MMPs se pueden encontrar en forma soluble en la MEC o en forma anclada
(MT-MMPSs) de acuerdo a sus 17 dominios transmembranales de tipo 1 y tipo 1l 0 a

través del glicofosfatidilinositol (GPI) ©® (Figura 3).

Matrilisinas: estanconstituidas por las MMP-7 y la MMP-26. Su estructura esta
conformada por un péptido sefial, una region propéptido y una regién catalitica
que se une al &tomo de zinc. Estas son capaces de degradar los componentes de

la MEC durante los procesos de la remodelacion tisular 7,
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Colagenasas: estan conformadas por las MMP-1, MMP-8 y MMP-13 que se
encargan de degradar las fibras de colageno, que son las Unicas enzimas en los
mamiferos que cuenta con esa capacidad. Su dominio es similar a la hemopexina,
ya que se conecta con una region catalitica que depende de prolina y a la vez
puede degradar la hélice nativa de los tipos I, Il y lll entre otros &7
Estromalisinas:que son las MMP-3, MMP-10 y MMP-11, las cuales poseen una
estructura similar a las colagenasas, s6lo que éstas son capaces de degradar
gran variedad de sustratos que incluyen a las proteinas de la MEC como
fibronectina, laminina y proteoglicanos. Esta tiene una gran capacidad para
adherirse a diversas proteinas de la MEC, pero no pueden interactuar con las
fibras de colageno @7,

Gelatinasas: integran a las enzimas MMP-2 y la MMP-9. Estas se caracterizan
por tener una regién adicional de tres repeticiones de fibronectina del tipo Il en el
dominio catalitico, tienen una gran afinidad por colagenasas desnaturalizadas,
gelatina y por otros compuestos como fibronectina, laminina y colageno tipo 1V, V,
Vily X.

Las Metaloproteasas de membranas: es un grupo que constituye a las MMP-14,
MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 y MMP-25, las cuales se encuentran
ancladas a la membrana plasmatica que contienen un dominio de
glicosilfosfatidilinositol y es capaz de degradar sustratos de la MEC como la

gelatina, fibronectina y otros®?.
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MMPs tipicas
Colagenasas

Gelatinasas
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Figura 3. Clasificacion y estructura de las MMPs.

1.10 Metaloproteinasas y su estructura

Las metaloproteinasas (MMPs) estan conformadas por

cuatro dominios

conservados que son: un péptido sefial o predominio que se encuentra ubicado

en un amino terminal y éste se va a eliminar cuando se encuentra en el reticulo

endoplasmatico, el cual es importante, ya que se encarga de determinar si la

enzima es secretada o anclada en la membrana. El pro-péptido o predominio de

80-90 aminoécidos va a contener una cisteina conservada que la va a mantener

en estado latente o inactivo. Cuando este dominio se procesa, se dice que la

enzima ya esta activa. El dominio catalitico va de 160-170 aminoé&cidos, ahi se
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encuentra el dominio mas conservado, en el cual se van a encontrar tres histeinas
que se van a unir al zinc catalitico 9. Esta region determina la especificidad
hacia los diferentes sustratos, que tienen conformaciones especificas y regiones
que se encuentran fuera del sitio activo. EI dominio hemopexina o PEX se
encarga de regular la union de las proteasas a distintos sustratos y a sus
inhibidores, los cuales interfieren en la unién y la activaciéon de las MMPs en la

membrana celular y va a dirigir a cierta actividad proteolitica “9.

1.11 Activacion de las Metaloproteinasas

Todas las MMPs son sintetizadas como zimdgenos es decir de forma latente o
inactiva, para que éstas se puedan activar debe de haber una ruptura entre el
enlace de la cisteina con el zinc con el cambio conformacional de la proteina y la
protedlisis del pro-péptido, las mayoria de las MMPs son secretadas de forma

latente y cuando pasan al exterior celular éstas pasan a su conformacién activa
(40)

1.12 Inhibidores de las Metaloproteinasas

Las MMPs cuentan con inhibidores enddégenos especificos que son conocidos
como TIMPs (inhibidores tisulares de MMPs).Su principal actividad biol6gica es
actuar como inhibidores de las MMPs. Se han descrito 4 tipos de inhibidores que
son: TIMP-1, TIMP-2,TIMP-3y TIMP-4 y se localizan en los cromosomas Xp 11.3-
pl1.23,17925,22q 13.3 y 3p25, tienen un peso molecular bajo de 21-30 kDa, son
capaces de inactivar a las MMPs, TIMP-1 y TIMP-2 cuenta con la capacidad de
inhibir un amplio nimero de las MMPs, aunque va a tener diferente efecto, esto va

a depender de la proteasa en cambio TIMP-3 y TIMP-4 de su especificidad “Y,

Los TIMPs se van a unir a las MMPs de manera no covalente formando
complejos, se dice que el balance neto entre la proteasa e inhibidores es el que
determina la actividad inhibidora de las MMPs, se han encontrado estudios en las

proteinas RECK que son inhibidores de las MMPs de membrana y actian como
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reguladores de la integridad de la MEC y la angiogénesis y que a su vez son
capaces de inhibir a MMP-2, MMP-9 y MT1-MMP “2),

1.13 Funciones de las Metaloproteinasas

Ademas de la gran capacidad de las MMPs de degradar diferentes tipos de
sustratos, también tienen un papel importante en los procesos fisioldgicos y
patolégicos.

Las MMPs influyen en el comportamiento celular, ya que liberan numerosas
sustancias de sefalizaciéon solubles que se encuentran ancladas en la MEC como
TGF-B o FGF-1 que al unirse a sus receptores celulares desencadenan multiples
cascadas de sefializacion. Las MMPs favorecen a la migracion celular y a la
formacion de vasos sanguineos mediante los procesos de factores pro (VEGF,

bFGF, TGF-B) o antiangiogénicos (angiotensina y endostatina) “%.

1.14 Metaloproteinasas en los procesos de intravasacion,
circulacién y extravasacion

Las células tumorales metastasicas estan orientadas y polarizadas hacia los vasos
sanguineos. La intravasacion de las células neoplasicas se desarrolla en los vasos
sanguineos que estan neoformados en el tumor primario “¥.La entrada de las
células tumorales en el torrente sanguineo es un paso limitante del proceso hacia la
metéastasis, en donde la degradacion de la membrana basal (MB) es realizada por
enzimas como las MMP-2 y MMP-9, las cuales se asocian con el proceso de

intravasacion, el cual es detectado en la sangre de pacientes con cancer (4®“6),
Las células neoplasicas viajan a través de la via hematdgena, en donde éstas

llegan a redes capilares que se adhieren mediante la pared vascular para asi iniciar

al proceso de extravasacion “7),
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La union de las células tumorales a las células endoteliales es especifica y esta

regulada por moléculas llamadas selectinas. Las integrinas también se unen a las

células con la MEC que participan en el arresto celular. La expresion de estas

moléculas y sus receptores son érgano-especifica, ya que de un tumor primario se

da origen a la metastasis en

ciertos organos especificos. Con la adherencia celular

se inicia el proceso de extravasacion, durante el cual la célula neoplasica atraviesa

la capa de células endoteliales y la MB que le da soporte. La migracion trans-

endotelial ocurre a través de

huecos entre las células endoteliales “®). En la Figura

4 se muestra brevemente la explicacion del proceso mencionado anteriormente.

Primary Tumor

\ Invasion & Migration Extravasation
hw-z’\ "'0 ) 4 \; Bones
5 V- - /
—=Lymph Nodes

— MMP-9 0 » S i o,

Tumor Cell | /'\ T | Rectum

Plasmin o[ \/ .
it . ’ Tumor Cell
- Metaslasis
Extracellular Matrix

Tumor Cell

Degradation Intravasation

Figura 4. Proceso metastasico de mdltiples pasos de células de cancer.Las células

tumorales secretan varios factores que incluyen proteasas como MMPs y plasmina que degradan

la matriz extracelular facilitando su migracion e invasion. Las células luego se intravasan a través

del revestimiento endotelial de los vasos sanguineos hacia la circulaciéon y se extravasan a

organos distantes como ganglios linfaticos, huesos y recto.
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1.15 Matriz Metaloproteinasa 2 (MMP-2)

Esta enzima también es conocida como Gelatinasa tipo A, ya que tiene una
afinidad por el colageno tipo IV que es un componente importante para MB.
Ademas, cuenta como sustrato de las fibras de colagenos tipo V, VII, X, gelatina,
laminina, elastina y fibronectina. Tiene un peso molecular de 72 kDa en forma

latente y cuando ésta se activa tiene un peso de 62 kDa.

Fisiologicamente, participa en el desarrollo embrionario, en la angiogénesis, la
ovulacion, la involucién mamaria y en la cicatrizacion. De igual forma, también se
encuentra involucrada en la formacion osteoblastica del hueso, en la inhibicion y
reabsorcion osteoclastica. La contribucion de la MMP-2 a la invasion se debe a
diferentes aspectos como la degradacién de la membrana basal, lo cual hace que
las células migren por el torrente sanguineo, la liberacion de factores bioactivos y
exposicion de sitios de adhesion ocultos que conducen a la mortalidad celular. La
MMP-2 es capaz de activar a citocinas, factores de crecimiento, se encarga de
modular el metabolismo de células tumorales, la resistencia celular de la apoptosis

y la angiogénesis.

También interactla en procesos no tumorales, como la aterosclerosis, el infarto del
miocardio y en enfermedades autoinmunes como la esclerosis mdltiple y la artritis

reumatoide.

La MMP-2 tiene un papel importante en los procesos de carcinogénesis de los
tumores uroteliales y de proéstata, en la mayoria de los casos su sobreexpresion se

asocia a un peor pronostico “9,
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1.16 Matriz Metaloproteinasa 9 (MMP-9)

También se conoce como Gelatinasa A o MMP-9, tiene una estructura muy similar
ala de la MMP-2, ya que ambas comparten la misma afinidad a los sustratos. Una
caracteristica de esta enzima de tipo gelatinasa es que tiene una region con tres
dominios de union a fibronectina tipo Il, que es capaz de unirse a Gelatina,

Laminina y Colageno tipo 1y IV ©9,

A comparacion de la MMP-2, ésta posee un dominio colageno de tipo V, el cual se
encuentra glicosilado y tiene el nombre de dominio OG ®V 2 Los azlicares que
se van a encontrar en esta region van a ser de tipo N- y O-glicosidico, que a la
vez van a formar un puente disulfuro entre los dominios cataliticos y el PEX9, el
dominio OG es el que va hacer que la MMP-9 sea mas flexible y pueda adquirir

conformaciones que se asocien con las moléculas de la MEC ®2).

Otra caracteristica de esta enzima es que es muy susceptible a numerosas
modificaciones pos-transcripcionales que originan cambios en su actividad o en
su funcion. En el dominio de fibronectina se van a encontrar dos puentes de

disulfuro que son importantes para la secrecién de la MMP-9 al exterior celular
(54)

La MMP-9 presenta un peso molecular en su forma latente de 92 kDa, cuando
ésta se activa su peso molecular cambia a 85 kDa.

La MMP-9 en procesos fisiolégicos esta involucrada en la remodelacion del
endometrio durante el ciclo menstrual femenino y durante el desarrollo
embrionario. Por otro lado, posee un papel importante en la angiogénesis
regulando factores tanto pro- como antiogénicos en la remodelacién de vasos
sanguineos y linfaticos ©®. También esta asociada con los procesos de migracion
en las células troncales, células precursoras y en células del sistema inmune, el
cual cumple un papel muy importante en la regeneracion del tejido epitelial, la

cicatrizacion y la plasticidad sinaptica neuronal ©9,
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CAPITULO Il. ANTECEDENTES

Las MMPs se han evidenciado como las principales mediadoras de
microambientes tumorales durante la progresion del cancer ©7. En el crecimiento
tumoral ocupan un papel importante, ya que son capaces de degradar el tejido
conectivo y los componentes de la membrana basal y a la vez activan factores de
crecimiento, receptores de superficie para moléculas de adhesion y quimiocinas
(58)_

Las MMPs tienen la misma capacidad de las células tumorales de migrar, invadir,
metastatizar y al mismo tiempo formar sus propios vasos sanguineos, los cuales
dependen de sus interacciones. Estas pueden degradar moléculas de adhesion
celular y modular la interaccién célula-célula y célula-MEC, liberar, activar o
desactivar moléculas sefializadoras autécrinas y paracrinas y alterar receptores
de la superficie celular ®. Estas juegan distintos papeles durante la progresion
del cancer, dependiendo del estadio del tumor. Su invasion local depende de la
degradacion de proteinas de la membrana basal tales como: colageno tipo IV o V
y protedlisis del colageno intersticial tipo I, Il o Ill presente en el tejido conjuntivo
que rodea las células tumorales .

La MMP-2 o gelatina tipo A y la MMP-9 conocida como gelatina tipo B son
endopeptidasas de matriz, las cuales dependen de zinc y estan relacionadas con
la invasion tumoral y la metastasis por su capacidad de remodelacion tisular de la
matriz extracelular, asi como la degradacion de la membrana basal y la induccion
de la angiogénesis ©®V. Estas MMPs se encuentran secretadas como zimdgenos y
su funcion esta regulada por diferentes mecanismos. La MMP-2 es producida por
células de linaje mesénquimal, mientras que la MMP-9 es secretada por
neutrdéfilos, macréfagos y estd asociada con la respuesta inflamatoria. En el
cancer de mama, ambas gelatinasas MMP-2 y MMP-9 se encuentran expresadas
en los tejidos cancerosos y asi como en los sueros de los pacientes. Las
expresiones aberrantes de la proteina que activa al factor de transcripcion (AP)-2
y HER2 se han relacionado con la progresiéon de la enfermedad y el aumento de
la capacidad invasiva del cancer de mama, esto se puede deber al aumento de la

actividad de las MMPs. También se ha encontrado la MMP-2 en estadios
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tempranos de cancer de mama, ya que probablemente participa en la formacion
de tumores, aunque también se ha encontrado en tumores benignos como
fibroadenomas ©?.Se ha evidenciado que entre mas avanzado sea el cancer vy el
grado del tumor, la inmunorreactividad de MMP-2 puede predecir la supervivencia

de pacientes con cancer de mama ©3,

De igual manera, se ha encontrado
expresada la MMP-9 en carcinomatosis mamaria, la cual esta asociada con la
metastasis de nddulo linfatico ©4,

A diferencia de los oncogenes, las MMPs no se encuentran sobreexpresadas a
partir de amplificaciones o mutaciones activantes, sino se deriva de cambios
transcripcionales. Hay evidencias que sefialan que las MMPs que son secretadas

por células del estroma pueden ser reclutadas por los tumores.

Estas MMPs no son producidas por epitelio maligno, sino al contrario, el estroma
circundante es el encargado de producirlas, por ejemplo: en un experimento de
hibridacion in situ demostraron que la MMP-2 era sintetizada por fibroblastos que
rodeaban a los grupos de células tumorales.

En otro estudio evidenciaron que en el cancer de mama, ambas gelatinasas
(MMP-2 y MMP-9) tienen el mismo patron de expresion entre las células
tumorales y su entorno estromal, ya que sus interacciones epiteliales-estromales
son capaces de inducir la extraccion de otras proteinas que se asocian en la
invasion en fibroblastos que son capaces de invadir a las células tumorales

invasoras (9,

Las MMP-2 y MMP-9 también estan involucradas en el crecimiento y metastasis
del cancer de mama y su sobreexpresion esta correlacionada con tumores mas

agresivos y de mal pronostico €,

En estudios clinicos también se asocio la sobreexpresion de la MMP-9 y un mejor
prondstico en pacientes con cancer mamario y ganglios linfaticos negativos, con
correlacion inversa entre presencia de la proteasa y metastasis hepatica en

pacientes con cancer colorrectal ©7,
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En lineas celulares de carcinoma mamario de bajo potencial metastasico, Scorilas
A. y colaboradores en 1991, demostraron que “la baja regulacion de la MMP-8
conlleva al incremento en el potencial metastasico de estas células, mientras que
Su sobreexpresion en células con potencial metastasico alto trae consigo

disminucién de este Ultimo ©7),

Cuando hay una sobreexpresion de MMPs por tumores que interactian con los
sistemas linfaticos y vasculares, se genera una mayor expresion y actividad de
MMPs y TIMPs en los tejidos y los fluidos biolégicos; un ejemplo muy claro es la
sangre y la orina. En distintos estudios se ha demostrado la existencia de
patrones de expresion y sobreexpresion de MMPs y TIMPs. Gracias a esto, hay
un gran interés hacia la investigacion de diversos tipos de neoplasias como son:

cancer de mama, colon, prostata, ovario y vejiga.

En el cancer vesical estas gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) juegan un papel muy

importante en el crecimiento y la diseminacién tumoral ©®),

Sun y colaboradores en el 2008, desarrollaron un estudio en donde evaluaron el
comportamiento de algunas poblaciones de células tumorales que provenian de
carcinomas de laringe, con el cual se pudo comprobar que “al silenciar lasMMP-2
y MMP-9 existe una disminucion significativa en la proliferacion y en la

supervivencia celular” ©9).

Ruokoilaney y colaboradores en el 2004 analizaron a la MMP-9 en estadios
iniciales de carcinoma de cavidad bucal, lo hicieron con carcinoma de cabeza y

cuello con localizacion y estadios diversos 9.

También se han encontrado distintas MMPs en los procesos invasivos como son
la MMP-7 que se encuentra expresada en los fibroblastos del fenotipo invasivo, y

su presencia se asocié con tumores de gran tamarfio y poca diferenciacion 9.
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La MMP-1 se asocia con ganglios linfaticos positivos, MMP-1, MMP-7, MMP- 9,
MMP-3, MMP-14 y TIMP-1 se relacionan con parametros de tumores mas
agresivos, ganglios positivos, receptores de estrogenos negativos e inflamacion
peritumoral Y. Por otro lado, niveles elevados de MMP-7 y 14 y TIMP-3 se
detectaron en fibroblastos y células mononucleares de ganglios linfaticos

metastasicos.

Al igual que las MMP-2 y MMP-9, se han encontrado otras MMPs en distintos
tipos de cancer por ejemplo: la MMP-7, se observé en la linea celular MCF7 de
cancer de mama y su sobreexpresion activa a la pro-MMP-2 y a la MMP-9,

ademas, su alta sobreexpresion aumenta la probabilidad de metastasis (/2.

La MMP-11, se ha encontrado expresada en células estromales, las cuales se
relacionan con la progresion del tumor y la metastasis. La MMP-18 se deriva de
fibroblastos y frecuentemente se le ha relacionado con la microinvasion y en
estudios in situ tiene un papel importante en las lesiones del carcinoma ductal de
cancer de mama, de igual manera se ha encontrado expresada la MMP-14, la
cual tiene un peor pronostico en esta enfermedad. Cabe sefialar que niveles

elevados de MMP-14 y bajos de TIMP-2 son marcadores de mal pronéstico 7%.

En el cancer de colon se ha reportado la expresion de los genes de la MMP-1,
MMP-2, MMP-3 MMP-7 y MMP-9 en donde su aumento es significativo
comparado a la mucosa normal o en adenomas, que se asocia a un mal

prondstico de la enfermedad 4.

En estudios in vitro se ha demostrado que la proteina TNF-a estimula la
produccion y secrecién de MMPs en el endometrio normal, y a la vez participa
en la disminucion de la expresion de las TIMPs en lesiones en dometriésicas, lo

cual permite el incremento de la actividad de las MMPs (9.

Bullimore y colaboradores en el 2003, identificaron que la pérdida de MMP-8

incrementa la susceptibilidad para el desarrollo de cancer cutaneo murino,
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indicando su accion antitumoral; contrariamente al trasplantar médula 0sea rica en
neutréfilos (fuente principal de MMP-8), el crecimiento tumoral disminuy6 al

restaurarse la accion de esta proteasa (®.

La MMP-26, que fue caracterizada por Marchenko y Colaboradores 7"y Park y
Colaboradores ®, se va a encontrar expresada normalmente en Gtero, placenta y
también en células cancerigenas de origen epitelial donde tiene un papel

importante en la progresiéon tumoral /.

En otro estudio la MMP-26, se encontr6 que era secretada por macrofagos y
polimorfonucleares, la cual es importante para la respuesta inflamatoria

antitumoral ©9),

Lukka y Colaboradores en el 2006, realizaron un estudio inmunohistoquimico con
81 pacientes con carcinoma de cabeza y cuello en donde evaluaron la expresiéon

de la MMP-13 y encontraron un 75% de positividad ©Y.

Saussez y colaboradores en el 2009, obtuvieron muestras de carcinoma de
faringe de 73 pacientes y de carcinoma de laringe de 45 pacientes, las analizaron
mediante inmunohistoquimicas y evaluaron el porcentaje del tejido que se tefiia 'y
su intensidad de tincion y en donde la compararon con muestras de mucosa

provenientes del edema de Reinke @2,

Blanton y colaboradores en el 2004, evidenciaron que habia una asociacién entre
los individuos con labio y paladar fisurado no sindrémico y translocaciones en los
genes de cromosomas ubicados en 10p13, 16p13, (MMP-25)®), Estos resultados
demuestran la importancia que tiene la MMP-25 en el desarrollo palatino, de igual
manera se demostro en el estudio con un modelo animal publicado por Brown y

colaboradores, en el 2010 @9,

Gorrin'y su grupo en el 2000, sefialaron que la expresion de la MMP-12 reducia el

tamafio tumoral en un modelo murino de melanoma ®), debido quiza a su accion
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antiangiogénica hallazgo corroborado por Dong en 1997, quien demostro que la
accion antitumoral de esta proteasa, podria deberse a la generacion de

angiostatina®®.
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CAPITULO IlIl. JUSTIFICACION

En la actualidad la incidencia de cancer de mama en México ha aumentado, en
cada afno se detectan alrededor de 1.38 millones de casos nuevos y una mortalidad
de 458 mil muertes.

En México a partir del afio 2006, el cancer de mama ocupa la primera causa de
mortandad en mujeres de 30 a 54 afios de edad, y amenaza a todos los grupos
socioeconémicos.

A pesar de que el autoexamen es un método muy sencillo y de bajo costo, adn no
es suficiente, ya que hasta el momento no se ha podido repercutir en el diagndéstico
oportuno, ya sea por falta de conocimiento de la técnica o por simple apatia de la
mujer. Es importante seguir promoviendo en las mujeres el autoexamen, porque su
conocimiento puede llevar a un diagnoéstico temprano.

La deteccién temprana de cancer de mama es de gran interés para la salud publica
de nuestro pais, ya que reduciria el costo social y econdmico en los tratamientos.
Actualmente muchos estudios han evidenciado la gran importancia que tienen las
metaloproteinasas en la progresion del tumor, ya que como se ha establecido,
dichas enzimas se encargan de degradar los compontes de la MEC, y al mismo
tiempo ,juegan un papel importante en la invasion de otros tejidos vecinos. Por esta
razon, es necesario incrementar la investigacion en torno a este tema y evaluar los
parametros de metastasis y de invasién. Entre estos parametros se encuentra el
papel pro-metastasico de las proteasas. Por lo anterior, este estudio tiene como
objetivo evaluar la actividad de las metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 en las
lineas celulares de cancer de mama: MCF7, T47D, BT-549 y MDA-MB-231,
ademas de la linea no tumoral MCF10A, las cuales poseen un grado de malignidad

y morfologia diferente.

Este tipo de enzimas son tan relevantes que en un futuro podrian llegar a ser
consideradas como biomarcadores en el cancer de mama y en otros tipos de
carcinomas. Para ello, es necesario realizar mas investigacion tanto in vitro como in
vivo al respecto para tener mas evidencia de su participacion en los diferentes

estadios de la progresiéon tumoral
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CAPITULO IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4.1 Hipétesis

Los niveles de expresion de la MMP-2 y MMP-9 seran diferentes de acuerdo al

grado de malignidad de las lineas celulares de cancer de mama.

La MMP-2 se va expresar en las lineas celulares de cancer de mama no
invasivas.
La MMP-9 se encontrara expresada en las lineas celulares de cancer de

mama con un grado mas maligno como el triple negativo o invasivas.

4.2 Objetivo general

Comparar la presencia y actividad de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en las

lineas celulares de cancer de mama invasivas y no invasivas.

4.3 Objetivos especificos

Establecer los cultivos de las diferentes lineas celulares de cancer de mama.
Determinar la actividad enzimatica mediante Zimografia de las
metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en las lineas celulares de cancer de mama.
Localizar por Inmunofluorescencia a las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en
las ineas celulares de cancer de mama.

Cuantificar por Citometria de Flujo las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en

las lineas celulares de cancer de mama.
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CAPITULO V. METODOLOGIA

5.1 Lineas celulares de cancer de mama

Las lineas celulares de cancer de mama utilizadas en el presente proyecto se

enlistan a continuacién y se mantuvieron de acuerdo a las especificaciones de

cada una (Tabla 4).

Linea invasiva Linea no invasiva Linea no tumoral
MDA-MB-231 MCF7 MCF10A
BT-549 T47D

Tabla 4. Lineas celulares de cancer de mama.

Linea celular no tumoral MCF10A ATCC CLR- 10317: es una linea celular no
tumorigénica, las células son positivas para sialomucinas epiteliales,
citoqueratinas y antigenos de globulos grasos de la leche. También expresa
antigenos especificos de mama detectados por reaccién positiva con anticuerpos
monoclonales MFA-Breast y MC-5. El contenido de calcio del medio ejerce un

fuerte efecto sobre la morfologia de las células (Figura 5).

Figura 5.Morfologia de la Linea Celular MCF10A. 20x
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Linea celular BT-549ATCC HTB-133:esta linea celular procede de un tejido de
glandula mamaria con patologia de carcinoma ductal, el tipo celular es epitelial
gue consiste en un tumor ductal papilar e invasivo que habia hecho metéastasis a
3 de 7 ganglios linfaticos regionales. Es triple negativa, altamente agresiva e
invasiva y carece de los receptores de estrogeno (RE), receptores de
progesterona (RP), asi como HER2 (Receptor del Factor de Crecimiento

Epidérmico Humano 2) (Figura 6).

T 7
| . i o

Figura 6.Morfologia de la Linea Celular BT-549. 20x.

Linea celular MDA-MB-231 ATCC HTB-26: es una linea celular epitelial de cancer
de mama, es triple negativa, altamente agresiva e invasiva y carece de los
receptores de estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP), asi como HER2
(Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano 2). Estas células
carecen de la capacidad de diferenciarse, no forman tejidos, presentan un nimero

cromosoémico alterado 64-69 y su forma es epitelial adherente (Figura 7).
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Figura 7. Morfologia de la Linea Celular MDA-MB-231. 20x.

Linea celular MCF7 ATCC HTB-22:esta linea se deriva de un adenocarcinoma del
pecho y tiene la caracteristica diferenciada del epitelio mamario. Esto incluye la
capacidad para procesar el estrogeno en forma de estradiol a través de los
receptores de estrogeno en el citoplasma de la célula. Lo principal que se destaca
de la linea celular MCF7 es que su receptor de estrégeno es positivo (RE) y el
receptor de progesterona negativo (RP). Ademas de retener la sensibilidad a los
estrégenos, las células MCF7 también son sensibles a la citoqueratina. No son

receptivos a desmina, endotelina, GAP y vimentina (Figura 8).

Figura 8.Morfologia de la Linea Celular MCF7. 20x.
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Linea celular T47D ATCC HTB 133: esta linea celular proviene de un tumor de
glandula mamaria del tipo histolégico ductal infiltrante, presenta uniones

citoplasmaticas y receptores de 17 beta estradiol, esteroides y calcitonina (Figura

9).

Figura 9.Morfologia de la Linea Celular T47D.20x.
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5.2 Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares de cancer de
mama

Las lineas celulares MCF7, T47D y BT-549 se cultivaron con medio RPMI'y Suero
Fetal Bovino (SFB) al 10%, mientras que las lineas celulares MDA-MB-231 y
MCF-10A fueron cultivadas con medio F12 en 10% de SFB. Todas las lineas
celulares se mantuvieron a 37°C en una atmésfera de 5% de CO2. Se despegaron
con Tripsina y EDTA al 0.25% (Ver anexos). La tabla 5 muestra las lineas

celulares estudiadas, asi como sus medios de cultivo.

Linea celular Medio SFB
MCF10A F12 10%
BT-549 RPMI 10%
MDA-MB-231 F12 10%
MCF7 RPMI 10%
T47D RPMI 10%

Tabla 5. Lineas celulares de cancer de mamay sus medios requeridos.
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5.3 Sembrado de células y recoleccion del medio de cultivo

Para la recoleccion del medio de cultivo de las lineas celulares a estudiar, se
parti6 de 10° células y se sembraron en pozos de 6. El nimero de células se

obtuvo de la siguiente formula:

NUm. de células obtenidas en los cuatro cuadrantes x 10 x volumen del medio

Una vez obtenido el nimero de células, se sembraron en placas de 6 pozos con
2ml de medio y SFB al 10% y se incubaron por 24 horas a 37°C al 5% de COz2. Al
dia siguiente, se retiré el medio y se realiz6 un lavado con PBS y se agregaron
2ml de medio y SFB al 10% y se incubaron por 48 horas. Posteriormente, se
recolecté el medio y se centrifugé a 5000 rpm por 5 minutos para retirar restos

celulares y se almacen6 a 4°C.

Las células se recuperaron con 150 ul de tripsina y se agregé ademas150 ul de
PBS (para inactivar la accion de dicha enzima), se centrifugaron a 3000rpm por 5

minutos y finalmente se almacenaron a 4°C.

5.4 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

Se determind la cantidad de proteina tanto de los medios de secrecion como de los
productos del lisado celular mediante el método de Bradford®”. Se utiliz6 una curva
estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA) y la cantidad de proteina se cuantifico a
595nm.
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5.5 Deteccion de la actividad enzimatica de las MMPs por
Zimografia

Para detectar la actividad enziméatica de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, se
realizaron ensayos de Zimografia. Asi, 5ug de proteina de los sobrenadantes
correspondientes a 10° células cultivadas en medio sin SFB de 48 horas, se
corrieron en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones no desnaturalizantes y

copolimerizados con 10mg/ml de Gelatina (como sustrato).

La corrida se realiz6 a 120 volts, al terminar, se realizaron tres lavados de 30
minutos cada uno en agitacion; el primero con agua desionizada, el segundo con

2.5% de Tritdbn X-100 en agua y el tercero Unicamente con agua desionizada.

Después de los lavados se incub6 con Buffer de replegamiento, constituido por
azida de Na, CaClz, H20, Tris pH 8.8 y se incubé a 37°C por 19 horas.
Finalmente, se detect6 la MMP-2 y MMP-9 mediante la tincion del gel en

Coomassie y acido acético.

5.6 Identificacion de MMPs por Inmunofluorescencia

Se utilizaron cubreobjetos estériles que se colocaron en placas de 12 pozos y se
sembraron 10° células en 500ul de medio y 5% SFB. Al siguiente dia, se retir6 el
medio y se hicieron dos lavados con PBS, se fijaron las células con 500ul de
formaldehido al 4% por 30 minutos, se lavd nuevamente y se permeabilizé con
Triton X-100, BSA y PBS por 30 minutos, se lavo dos veces con PBS y se
bloqued con PBS-Tween, BSA y Glicina por 30 minutos. Se lavo dos veces y se
incubd con el anticuerpo primario; anti-MMP-2 y anti-MMP-9 (Santa Cruz) ambos
a una dilusion de 1:250 (en PBS-Tween y BSA) por dos horas, se realizaron dos
lavados y finalmente las células se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa-

405 por una horay se tifié con DAPI por 5 minutos. Se realizaron tres lavados con

49 | Pagina



PBS-Tween y las células se montaron en portaobjetos. Posteriormente, las
muestras se sellaron con barniz, se mantuvieron a 4°C protegidas de la luz y

finalmente se analizaron en el microscopio de epifluorecencia Nikon.

5.7 Cuantificacion de MMPs por Citometria de Flujo

Se utilizaron aproximadamente 1x102 células de cada linea celular de cancer de
mama y no tumoral. Se fijaron con Citofix Cytopern BD por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron dos veces con Perm Wash
a 200rpm durante 5 minutos. Las células fueron bloqueadas con SFB al 50 % en
PBS por 15 minutos, nuevamente se centrifugaron dos veces con Perm Wash con
las mismas condiciones. Se incubaron con el anticuerpo primario MMP-2 y MMP-9
de la marca Santa Cruz con una dilusion de 1:50 toda la noche con una
temperatura de 4°C. Después se incubo el anticuerpo secundario Alexa-405 por 1
hora a temperatura ambiente, se filtraron las células y se dejaron con Facs Flow y

se analizaron finalmente en el citometro de flujo FACS Canto |I.
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CAPITULO VI. RESULTADOS

6.1 Deteccion de la actividad enzimatica de las MMP-2 y MMP-9 por
Zimografia

Las MMP-2 y la MMP-9 son enzimas secretadas que se encuentran localizadas en
la membrana celular uniéndose al colageno tipo IV, y son reguladas por activacion
enzimatica.Para poder detectar la actividad de estas enzimas, se utiliza
principalmente la técnica de Zimografia. A pesar de que dicha técnica esta
sumamente descrita, decidimos llevar a cabo una serie de modificaciones a la
misma, de tal manera que pudiéramos contar con las condiciones experimentales
idoneas para visualizar la protedlisis de las mismas sobre el sustrato gelatina. Asi,

consideramos los siguientes aspectos:

1) Concentracién de gelatina: se logré estandarizar el protocolo con 10mg/ml del
sustrato, en un gel al 10% y con una concentracion de proteinas de secrecion
de 5ug.

2) Numero de células oOptimo y tiempo de secrecion de las metaloproteasas:
primero, se inicid con 5 x 10°células por 24 horas de secrecion, sin embargo,
no se logro ver actividad proteolitica alguna (datos no mostrados). Por lo tanto,
se decidié sembrar 1 x 10° células/triplicado durante 24, 48 y 72 horas de
secrecion, lograndose ver actividad de las MMP-2 y MMP-9 a las 48 horas,
razén por la que se consideraron estas condiciones para los experimentos

siguientes.

En la Figura 10 se muestra la actividad de MMPs a través de los ensayos
zimografia, en las lineas celulares de cancer de mama; carril 1: Marcador de Peso
Molecular (MPM); carril 2: linea celular no tumoral MCF10A en donde se muestra
ligeramente actividad por abajo del peso de 72kDa, que corresponderia a la MMP-2
en su forma activa de 62 kDa. En relacion a las lineas celulares invasivas, los
carriles 3 'y 4 corresponden a las células BT549 y MDA-MB-231, respectivamente.

En ambas lineas celulares se aprecia una marcada protedlisis de alrededor de 95
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kDa, que consideramos, se trata de la MMP-9 en su forma latente, la cual se

presenta con un peso molecular de 92 kDa.

Los carriles 5 y 6, corresponden a las lineas no invasivas; MCF7 y T47D,
respectivamente. Es de notarse que en estas lineas celulares aparecen dos bandas
de actividad enzimatica, una tenue de 95 kDa que, al igual que con las células
invasivas, se trata de la MMP-9 en su forma latente y la segunda actividad esta por
debajo del peso de 72 kDa, que corresponde a la forma activa de la MMP-2 (62
kDa). Es de notarse que la linea celular T47D secreta una intensa actividad dela
MMP-2.

95kDa «+— —> 92kDa

72kDa <—
—» 62kDa

Figura 10. Detecciéon de la actividad enzimatica de las MMP- 2 y MMP-9 en lineas
celulares de cancer de mama. Carril 1: Marcador de Peso Molecular (MPM); Carril 2: linea
no tumoral MCF10A; Carril 3: linea celular invasiva BT-549; Carril 4: linea celular invasiva
MDA-MB-231; Carril 5: linea celular no invasiva MCF7, Carril 6: T47D no invasiva.

Con base en lo anterior, podemos concluir que todas las lineas celulares de
cancer de mama secretan a las MMP-2 y MMP-9, sin embargo, la expresion de la
MMP-9 es selectiva de las células invasivas triple negativas (BT-549 y MDA-MB-
231). Por el contrario, las células no invasivas, aunque presentan ambas MMPs,
llama la atencion la secrecion de la MMP-2 en la linea celular T47D, la cual es

altamente secretada al medio en comparacién con la linea celular MCF7.
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6.2 Identificacion de MMPs por Inmunofluorescencia

Con la finalidad de continuar con la caracterizacion de las MMPs en las lineas
celulares de cancer de mama, consideramos interesante realizar ensayos de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos para conocer la

distribucion de estas dos proteinas en dichas células.

Al obtener las imagenes de microscopia de fluorescencia, éstas se analizaron con
el software ZEISS ZEN microscope con la finalidad de conocer en un nimero
determinado de células, aquellas positivas 0 negativas a la MMPs. Los resultados
se muestran en la tabla 6. Se seleccionaron 45 células por campo de cada
lineacelular estudiada y se contaron las positivas y negativas de cada una de las
MMPs.

Linea Celular MMP-2 MMP-9
MCF10A 45+ 45+
BT-549 31+/14- 45+ [ 1-
MDA-MB-231 39+ /6- 37+ /8-
MCF7 25+ / 20- 32+ /13-
T47D 35+ /10- 35+ / 10-

Tabla 6. Células de cancer de mama positiva y negativa
para la MMP-2 y MMP-9.

Las imagenes obtenidas en el microscopio de inmunofluorescencia, nos
permitieron identificar en las células cancerosas y en las células no tumorales a
las MMP-2 y MMP-9. A continuacion se evidencia la distribucion de las MMPs en
cada una de las lineas celulares estudiadas, en donde se representa en azul, al
nucleo tefiido con DAPI y en rojo se evidencia la positividad para las MMP-2 y
MMP-9, segun corresponda. Ademas en cada uno de los casos, se utiliz6 como

control negativo, al segundo anticuerpo.
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La Figura 11, A: representa la distribucion de las MMP-2 y MMP-9 en la linea
celular no tumoral MCF10A y en donde se aprecia que ambas MMPs se localizan
en el citoplasma de las células no tumorales. Como se esperaba, en el control
negativo solo se ve tefiido el nucleo. Con la finalidad de tener un mejor analisis de
la presencia de estas dos MMPs en las células no tumorales se decidio
seleccionar 45 células por campo y graficar la intensidad de fluorescencia de las
células, el andlisis se muestra en la Figura 11,B: en donde se aprecia que la MMP-
2 esta en mayor cantidad que la MMP-9.
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Figura 11. Distribucion de las MMP-2 y MMP-9 en la linea celular no tumoral MCF10A. A) Microscopia
de Fluorescencia al 20X. Azul: DAPI, tincién para nucleo, y rojo: tincion para las MMP-2 y MMP-9. B)

Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en las células que presentan a las MMP-2 y a la MMP-9.
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La distribucion de las MMP-2 y MMP-9, en las lineas celulares cancerosas se
muestra a continuacién: asi la Figura 12, A: muestra que la linea celular invasiva
BT-549 presenta ambas MMPs (MMP-2 y MMP-9) en el citoplasma y de manera
interesante se muestra en la Figura 12, B: que la MMP-9 esta presente con mayor
intensidad que la MMP-2.
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Figura 12. Distribucion de las MMP-2 y MMP-9 en la linea celular invasiva BT-549. A) Microscopia de
Fluorescencia. 20X: azul: tincién para nucleo, rojo tincion de las MMP-2 y MMP-9.B) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de las MMP-2 y MMP-9
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En relacion a la otra linea celular invasiva que es la MDA-MB-231, en la Figura
13, A: se aprecia la distribucibn de ambas MMPs, a diferencia de las células
anteriores, interesantemente, ambas proteinas se encuentran polarizadas hacia
un lado del citoplasma. Cuando se analiz¢ la intensidad de fluorescencia en las
células seleccionadas, en la Figura 13, B: se logra apreciar que la intensidad de la

MMP-9 es ligeramente mayor que la MMP-2.
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Figura 13. Distribucion de las MMP-2 y MMP-9 en la linea celular invasiva MDA-MB-231. A) Microscopia
de Fluorescencia al 20X. Azul: tincién para nucleo, rojo: tincion de las MMP-2 y MMP-9. B) Cuantificacion de
la intensidad de fluorescencia de las MMP-2 y MMP-9.
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Cuando se analizé la localizacion de las MMPs en las células no invasivas se
encontré lo siguiente: En la Figura 14, A: se observa que ambas MMPs estan
presentes en la linea celular MCF7, sin embargo, su distribucién es diferente, ya que
la MMP-2 esta polarizada hacia un lado del citoplasma y la disposicion de la MMP-9
es heterogénea, es decir; tanto polarizada como en todo el citoplasma. La grafica en

B, muestra que la MMP-9 es mas abundante que la MMP-2 en estas células.
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Figura 14. Distribucion de las MMP-2 y MMP-9 en la linea celular no invasiva MCF7.A) Microscopia de
Fluorescencia al 20X. Azul: tincidn para nucleo; rojo: tincion de las MMP-2 y MMP-9.B) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de la MMP-2 y MMP-9.
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Por ultimo, cuando se analizé la distribucion de las metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9 en la linea celular no invasiva T47D que se muestra en la Figura 15, A:
encontramos una fuerte seflal de ambas MMPs, llama la atencion que
nuevamente la MMP-2 se dispone de manera polarizada en un punto de la célula
tal y como se observa en la otra linea celular no invasiva MCF7; en cambio la
MMP-9 se presenta en todo el citoplasma, resultado que también coincide con las
células MCF7. En la grafica Bse aprecia que la intensidad de la MMP-2 es mayor
gue la de la MMP-9.
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Figura 15. Distribucion de las MMP-2 y MMP-9 en la linea celular no invasiva T47D. A)
Microscopia de Fluorescencia al 20X. Azul: tincion para nucleo; rojo: tincion de las MMP-2 y MMP-
9.B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de la MMP-2 y MMP-9.
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En la Figura 16 se muestra comparativamente la intensidad de fluorescencia de
las MMPs en las cinco lineas celulares. A): positividad de las células para la
MMP-2, en donde la linea celular no tumoral MCF10A tiene mayor presencia de la
MMP-2, seguido por las células no invasivas MCF7 y T47D vy finalmente las
células invasivasMDA-MB-231 y BT-549presentan niveles menores de
fluorescencia. En B): se muestra el analisis de la intensidad de fluorescencia de
aquellas células que reconocen al anticuerpo anti MMP-9. En donde se observa
gue la MMP-9 esta presente mayormente en la linea no tumoral MCF10, seguido
de las lineas celulares no invasivas MCF7 y T47D y con una intensidad menor de

fluorescencia muy pareada en las lineas celulares invasivas de cancer de mama.
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Figura 16. Comparacion de la Expresion de las MMPs entre las lineas celulares de cancer de mama.

A) Células positivas a la MMP-2.B) Células positivas a la MMP-9.

Como se puede observar en ambas gréficas, en la linea celular MCF10A hay
mayor presencia de la MMP-2 y de la MMP-9 en comparacion de las lineas
celulares invasivas y no invasivas, esto se debe a que las MMPs estan presentes

en procesos fisiolégicos, inflamatorios y de regeneracion, pues éstas se
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encuentran de manera latentedentro de las células normales. Si estos resultados
los comparamos con los de la zimografia se puede observar que son muy
diferentes, ya que tanto las lineas celulares invasivas como las no invasivas
presentan a las MMP-2 y MMP-9, esto se debe a que las células tumorales tienen
la capacidad de secretar a las MMPs y asimismo promueven el desarrollo de

cancer, inestabilidad genética, crecimiento celular, angiogénesis e invasion.

6.3 Cuantificacién de MMPs por Citometria de Flujo

Para corroborar los resultados obtenidos en los ensayos de zimografia e
imunofluorescencia, se decidid realizar la cuantificacion de las MMPs por

Citometria de Flujo Unicamente en las lineas invasivas: BT-549 y MDA-MB-231.

Recordemos que la Citometria de Flujo es una técnica rapida que analiza un
namero elevado de células en corto tiempo, y lo mas importante es que es una
técnica con una alta sensibilidad, especificidad y objetividad, por lo que para
nosotros era muy importante medir cuantitativamente el nivel de expresion de

estas importantes enzimas en las células invasivas.

En la Figura 17 A: se muestra la cuantificacion de las MMPs en la linea invasiva
BT-549, en donde de color naranja se aprecia la intensidad media de
fluorescencia de la MMP-9, y también se puede observar en los picos el niumero
de células que fueron positivas por las proteinas, de color azul se muestra la
intensidad de la MMP-2 y de color rojo el anticuerpo secundario ALEXA 405, en
donde ligeramente la intensidad de fluorescencia de la MMP-9 es mayor que la
MMP-2.

En B se muestra claramente la especificidad de las células: la linea negra nos
separa a las células francas positivas para la MMP-9 de color naranja y para la
MMP-2 de color azul con respecto al control de fluorescencia (anticuerpo ALEXA

405).El cuadrante Q2 nos muestra a las células positivas; mientras que el
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cuadrante Q3 son células negativas o débilmente positivas a nuestras proteinas,

en donde la poblacién de la MMP-9 es mayor a la MMP-2.

El eje Y muestra la intensidad media de fluorescencia y el eje X la dispersion de

altura de las células.

A B
5. Q1 Q2
% 3o 0.063
) ]
¥ 1
<
P <
™ -1
2 10 3
= 4
2 4
8 -
§ 4
E 0% A
g : ‘:,if"’h:'"
= - 5
N 2 i -
° 0
f 3 °d
} z jo4 3
£ 3
- ad
J \'\ -10 9 99.9
'nnlvnm'nvﬁ"q Ty L S Rl B | R ""'l LEDEE SIS E (LA B oy GEE IR X BN LT GLEDUEN IE N T
100 © 10° 50" 10° 0 50K 100K 150K 200K 250K

FSC-H
Intensidad media de Fluoscencia ALEXA-405

Figura 17. Cuantificacion por Citometria de Flujo de las MMP-2 y MMP-9 en la linea celular invasiva
BT549. A) Naranja: MMP-9; Azul: MMP-2; Rojo: ALEXA-405. B) Poblacion naranja: para MMP-9 y
poblacién azul: para MMP-2.
En la Figura 18A se muestra la cuantificacion de la otra linea celular invasiva que
es la MDA-MB-231, de igual manera, se aprecia en el mismo orden, la
cuantificaciéon de cada proteina y en donde la intensidad de fluorescencia es mayor

para la MMP-9 que para la MMP-2, en el inciso B se logra apreciar que la poblacion
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de células de la MMP-9 es mayor que la de la MMP-2 y la linea separa a las células
francas positivas con respecto al control de fluorescencia (anticuerpo ALEXA
405).El cuadrante Q2 nos muestra a las células positivas; mientras que el

cuadrante Q3 son células negativas o débilmente positivas a nuestras proteinas.
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Figura 18. Cuantificacién de las MMP-2 y MMP-9 en la linea celular invasiva MDA-MB-231. A)
Naranja: MMP-9; Azul: MMP-2; Rojo: ALEXA-405. B) Poblacion Naranja: MMP-9, poblacion azul: MMP-2.

Finalmente, para tener una mejor interpretacion de los resultados de Citometria
anteriormente sefialados, se decidi6 graficar la intensidad media de
fluorescencia; y en la Figura 19, se muestra la intensidad de los anticuerpos
primarios, para las dos lineas invasivas; A) BT-549 y B) MDA-MB-231, y en
donde se aprecia que la expresion de la MMP-9 es mayor a la de la MMP-2en las
células triple negativas MDA-MB-231, contrariamente a lo reflejado para la otra

linea celular triple negativa BT-549.
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Figura 19. Intensidad media de Fluorescencia. Se muestra la fluorescencia que tuvieron las células hacia el
anticuerpo de las MMP-2 y MMP-9.A) linea celular invasiva BT-549 y B) linea celular MDA-MB-231.
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CAPITULO VII. DISCUSION

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte en todo el mundo
(1.3 millones de defunciones al afo). La mortalidad debida a esta enfermedad se
puede atribuir en parte a la falta de diagndstico temprano, ya que es frecuente
gue el paciente recurra a la atencion médica cuando ya existe una invasion local
y/lo metéstasis, siendo ésta ultima, la principal causa de muerte del paciente con

cancer.

La invasion y destruccion de los tejidos por las células neoplasicas malignas, esta
asociada con la degradacion de macromoléculas de matriz extracelular,
incluyendo los componentes de la membrana basal, vasos sanguineos y del
estroma. Las metaloproteinasas (MMPs), son un grupo de estas enzimas
descritas en carcinomas; cancer de mama, cérvicouterino, de pulmaén, de colon,

de la cavidad oral, entre otros y algunas de ellas asociadas a mayor agresividad.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue comparar la presencia y
actividad de las MMP-2 y MMP-9 en algunas lineas celulares de cancer de mama
invasivas y no invasivas. En este sentido, vale la pena sefialar que la razén para
estudiar estas importantes proteinas también se desprende de que en nuestro
laboratorio estamos interesados en su identificacion y caracterizacién, debido a
gue las hemos contemplado en nuestros proyectos como piezas clave para
estudiar los procesos de invasion y metastasis de las células tumorales de mama,
ya sea in vitro (a través de lineas celulares) o in vivo (modelo de cancer mamario
murino), por lo que los resultados que se desprenden de este trabajo dan la pauta

al estudio de estas proteinas y su papel en el cancer de mama.

Cabe sefialar que existen pocos reportes en la literatura que describen la
actividad de MMPs en cancer de mama in vitro, por lo que la mayoria de los
estudios se han centrado en la identificacion y caracterizacion de las mismas in

vivo (biopsias y sueros de pacientes).
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Las lineas celulares de cancer de mama que decidimos estudiar en el presente
trabajo son aquellas que han sido descritas en la literatura como de importancia
biolégica o clinica para este padecimiento. Asi, a través de los ensayos de
zimografia, logramos detectar la actividad secretoria de las MMP-2 y MMP-9 en
las células de cancer de mama de los subtipos invasivos y no invasivos, asi como

de una linea celular no tumoral.

A través de nuestros ensayos de zimografia, logramos ver a la MMP-2 en su
forma activa de 62 kDa y a la MMP-9 en su forma latente de 92 kDa. Las lineas
celulares con fenotipo invasivo (MDA-MB-231 y BT549) so6lo presentaron la MMP-
9, en cambio, las lineas no invasivas (T47D y MCF7) presentaron ambas MMPs.
Interesantemente, la linea no tumoral (MCF10A) Unicamente presento la actividad
de la MMP-2.

Diversos estudios a través de zimografia en gelatina, han demostrado niveles mas
altos de MMP-2 y MMP-9 en su forma activa, en tejidos malignos en comparacion
con los tejidos normales, asi, nuestros resultados con las lineas celulares
estudiadas coinciden con esto predicamento, ya que como se sefiald
anteriormente, encontramos una baja expresion Unicamente de la MMP-2 en la
linea MCF10A.

Bachmeier y Colaboradores en 2001, investigaron la presencia y actividad de
algunas MMP en las lineas celulares de cancer de mama: MCF7, poco invasiva,
MDA-MB-231, invasiva y MDA-MB-435 invasiva y altamente metastasica. La
presencia de las MMPs se estudio por inmunocitoquimica, en donde las MMP-3 y
MMP-9, asi como la MMP-1,MMP-10 y MMP-11 se evidenciaron en el citoplasma
en las células altamente metastasicas de manera muy parecida entre ellas,
mientras que la MMP-2 revel6 una tincién intracelular menor en las tres lineas
celulares. A través de Western Blot de los medios condicionados, se demostré la
presencia de las MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-10 y MMP-11 en las dos lineas

celulares metastasicas. Por otro lado, mediante Zimografia en gelatina se

65| Pagina



identifico a la MMP-2 y MMP-9 en los sobrenadantes de cultivo de las tres lineas
celulares estudiadas, siendo elevada en las células mas malignas MDA-MB-453.
Este analisis confirm6 los resultados previos a través de otros grupos de
investigacion que establecen que las células malignas sintetizan mas las MMP
gue las menos malignas y proporcionan evidencias de una asociacion biologica

general entre la expresion de MMPs y el crecimiento de células tumorales®®).

El grupo de investigacion de Bartsch y Colaboradores en el 2003, evaluaron por
RT-PCR semicuantitativo y zimografia en gelatina, la expresién de varias MMP-1,
MMP-16 en las lineas celulares tumorales de mama MDA-MB-231, T47D y MCF7,
demostrando que dichas metaloproteasas se expresan de manera constitutiva en
algunas células tumorales. Ademas, para conocer su posible regulacion,
administraron a las células TPA (acido tereftalico purificado), ConA y RGD
(péptido para Fibronectina), aumentando asi la expresion de algunas de ellas
(MMP-1,MMP- 2, MMP-9 y MMP-10). Mientras que otras fueron susceptibles a la

inhibicion por antagonistas de MAPK &9,

En el 2009, el grupo de Roomi y Colaboradores, estudiaron la actividad de MMP-2
y MMP-9 en diversas lineas celulares cancerosas humanas.El objetivo de este
estudio fue examinar el efecto de la PMA (como inductor de enzimas) sobre la
secrecion de MMP-2 y MMP-9 en 42 lineas celulares de cancer humano,
seleccionadas en funcion de las malignidades de sus 6rganos. Con base en la
secrecion de MMP-2 y MMP-9 sin y con el tratamiento de PMA, las diversas
lineas celulares de cancer humano en donde se detectd en uno de los dos
principales grupos. El primero de ellos caracterizado por la baja secreciéon basal
de MMP-9, se detectd en tres categorias diferentes de susceptibilidad a la
induccion de PMA de expresion de MMP-9: resistente, moderadamente
susceptible y altamente susceptible. Los altos niveles basales de MMP-9 que
responden a la induccion de PMA caracterizaron al segundo grupo. La mayoria de
las lineas celulares de cancer examinadas exhibieron niveles basales de MMP-2,

MMP-9 o ambos. La PMA no indujo la secrecion de MMP-2 en ninguna de las
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células cancerosas examinadas. Estos resultados son importantes, porque
ayudan a determinar si las MMP-2 y MMP-9 pueden ser blancos de diagnostico o

tratamiento®?).

En relacion a algunos estudios relacionados con la MMPs tanto en biopsias como

en sueros de pacientes con cancer, cabe destacar los siguientes trabajos:

Garbett y Colaboradores en 1999, encontraron mediante zimografia de tejidos de
cancer de mama (43 pacientes)y colorrectal (24 pacientes) a las
metaloproteasasMMP-2, MMP-3 y MMP-9 en sus dos formas: latente y activa,
observando mayor expresion de estas enzimas en el tejido tumoral comparado
con el normal en ambos tejidos. De manera interesante, la expresion de dichas

metaloproteasasfue mayor en el tejido colorrectal que en el tejido mamario®Y.

Otro estudio que sustenta la importancia de las MMPs en cancer de mama es el
realizado por Remacle y Col en 1998,en donde al analizar 84 muestras de
carcinomas de mamas encontraron a través de zimografia en gelatina, la forma
precursora de MMP-2 (72 kDa) y en un numero menor de dichas muestras
encontraron a sus formas activadas (62 y 59 kDa). En relacion a la MMP-9, la
mayoria de las muestras analizadas (52%) contenian a la MMP-9 en su forma
precursora. Por otro lado, a través de ensayos en ELISA, encontraron a la MMP-1
en el 12% de las muestras y pocas presentaron a la MMP-3 (2%). Cabe sefalar
gue los niveles de estas tres MMPs se correlacionaron inversamente con el
namero de metastasis ganglionares. En este estudio se determiné que ni los
niveles de la MMP-2 ni los de la MMP-9 se correlacionaron significativamente con
el estado clinico del paciente. Sin embargo, aquellos con niveles altos de una
banda de 50 kDa tuvieron una supervivencia significativa mejor que los pacientes
con niveles bajos. Lo interesante de estas pruebas es que esta actividad de 50

kDa nunca se observo en un tejido normal de mama®?.

Estudios como el de Kuvajay Colaboradores en el 2006 afirman que los niveles

séricos de la MMP-2 se asocian con un pronostico adverso en el cancer de
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mama, al menos en el carcinoma de mama con ganglios positivos, ademas
llegaron a la conclusion de que el bajo nivel de suero proMMP-2 se correlaciona
con un comportamiento agresivo. Los autores ademas sefialan que las formas de
la MMPs circulantes requieren ser evaluadas en mas estudios con la finalidad de

explorar su potencial en la clinica %),

Scorilas y Colaboradores en el 2001encontraron a la MMP-9 principalmente en
células cancerosas y en menor grado en células estromales circulantes.
Interesantemente, la expresion de MMP-9, no se detectd en tejido mamario
normal. Sus resultados sustentan que MMP-9 puede ser un factor de prondstico
favorable independiente en pacientes con cancer de mama con ganglios
negativos. Asi la sobreexpresion de MMP-9 también se podria utilizar como un
marcador para subdividir los pacientes con cancer de mama negativo en ganglios,

con la finalidad de determinar su tratamiento mas idéneo ©9,

Una vez que se determind la actividad enzimética de las MMP en las lineas
celulares de estudio, se procedié a estudiar su distribuciénsubcelular a través de
ensayos de inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos especificos. Los
resultados mostraron un patron heterogéneo de las MMPs en las células. En
donde, la distribucion de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, en las lineas
celulares estudiadas fue citoplasmica de manera general, llamando la atencion
células como la MDA-MB-231, en las cuales la distribucion de ambas enzimas si
bien fue citoplasmica, se polariz6 mayoritariamente hacia un polo. Es importante
recordar que dicha linea celular proviene de un carcinoma ductal de mama triple
negativo y representa uno de los subtipos de cancer de mama humano mas
agresivos vy dificil de tratar. Considero importante resaltar que dichas células son
altamente invasivas, por lo que quizas la polaridad de la MMPs se deba a la
condicion invasiva de las mismas células, en las que la formacién de estructuras
de invasion llamadas invadopodios se asocian a una mayor secrecion de las
MMP-2 y MMP-9.
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De manera interesante, las células triple negativas (BT-549 y MDA-MB-231)
presentan una mayor cantidad de MMP-9 tanto en su forma secretada
(zimografia) como en la forma intracelular (inmunofluorescencia), resultado que
coincide con diversos reportes como los mencionados anteriormente, en los que
se ha evidenciado una mayor expresion de dicha enzima tanto en lineas celulares
cancerosas, como en biopsias de pacientes con diversos tipos de cancer, aspecto
gue la han convertido en un buen biomarcador de invasividad para diferentes

tipos de cancer.

La linea celular inmortalizada de epitelio mamario humano (MCF10A), se utilizé
como control en todos los ensayos. Interesantemente, dicha linea celular no tiene
la capacidad de secretar a la MMP-9 (zimografia), pero si la contiene a nivel

intracelular (inmunofluorescencia).

En relacion a las lineas celulares no invasivas (MCF7 yT47D), pudimos
determinar a través de los ensayos de zimografia e inmunofluorescencia que
ambas MMP (MMP-2 y MMP-9) estan presentes en las células y también se

pueden secretar débilmente al medio de cultivo.

Para nuestro grupo de investigacion resulta imperante continuar con la
caracterizacion de las MMPs en las lineas celulares a través de la microscopia de
fluorescencia, para poder determinar asi su posible co-localizacién con proteinas
estructurales importantes para la migraciéon de las células (actina, filamentos
intermedios, microtdbulos, etc). Ademas, es importante establecer también la
posible participacion de estas enzimas en los procesos de invasion in vitro, a
través del modelo de formacién de la estructura llamada invadopodio, utilizando
sustratos como la gelatina, colagena y laminina, para poder establecer su posible
papel en los procesos de transduccion de sefiales ocasionadas por la interaccion
de las células con los componentes de matriz extracelular anteriormente
mencionados, aspectos que influyen en la polaridad celular, en la proliferacion e

invasion.
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En relacién a los resultados obtenidos a través de la citometria de flujo, se puede
determinar que las células invasivas MDA-MB-231 y BT549 presentan una mayor
cantidad de MMP-9 que de MMP-2. Estos resultados coinciden con los de la
zimografia en los que se evidenciaron zonas claras de lisis alrededor de

92kDacorrespondientes a la actividad de la MMP-9.

Sera necesario continuar caracterizando a través de la citometria de flujo, la
presencia de las MMPs en las lineas celulares de interés para el laboratorio con la
finalidad de tener completo el panel de expresion de dichas enzimas, tanto en las

células no invasivas como en las células no tumorales de mama MCF10A.

Como ya quedd establecido en esta tesis, si bien las MMPs son proteinas
ampliamente conocidas tanto en escenarios celulares normales, como
cancerigenos, su analisis in vitro y/o in vivo sera siempre importante de seguir
discutiendo. Por tal motivo, la consideraciéon de aplicar nuevas técnicas que nos
permitan evaluar ampliamente a estas enzimas, contribuira a un mejor
entendimiento de sus funciones dentro de la compleja biologia molecular del

cancer de mama.
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CAPITULO VIIl. CONCLUSIONES

1. Se determind la actividad de la MMP-2 (forma activa, 62 kDa) y MMP-9 (forma
inactiva, 92 kDa) utilizando la técnica Zimografia y como substrato a la

Gelatina en las lineas celulares de cancer de mama:

2. Algunas lineas celulares de cancer de mama secretan Unicamente a la MMP-2
(MCF10A) o a la MMP-9 (BT-549 y MDA-MB-231), y algunas ambas (MCF7y
T47D).

3. La expresion de la MMP-9 de secrecion es selectiva de las células invasivas
triple negativas: BT-549 y MDA-MB-231.

Este resultado es relevante ya que confirma que la MMP-9 participa activamente
en los procesos durante la invasion y metastasis de la célula tumoral, por lo que
constituye un buen candidato para utilizarse en la terapia anti-metastasica para
el cancer de mama triple negativo, un subtipo con pronéstico desfavorable y con

pocas opciones terapéuticas.

4. Los ensayos de Inmunofluorescencia demostraron que: la MMP-2 y la MMP-9
se localizan a lo largo de todo el citoplasma de las células invasivas (BT-549 y
MDA-MB-231) y en las no invasivas (T47D y MCF7) la MMP-2 se encuentra
polarizada hacia un lado del citoplasma. La MMP-9 es dichas células se distribuye

de manera heterogénea en toda la célula.

5. La linea no tumoral MCF10A presenta a la MMP-2 y MMP-9 en todo el
citoplasma y en mayor proporcién que en las células tumorales (invasivas y no

invasivas).

Es importante resaltar que la MMP-2 y la MMP-9 en condiciones normales son
expresada por las células del estroma de la mayoria de los tejidos (macréfagos,
mastocitos, fibroblastos, células dendriticas, endoteliales, hematopoyéticas); por

lo que era de esperarse que estuviesen presentes en las células MCF10A.
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6. Por citometria de flujo se confirma que: las células triple negativas y altamente
invasivas MDA-MB-231 contienen a la MMP-9 en mayor proporcién que la MMP-
2. Este resultado es interesante ya que confirma lo establecido por la literatura en
relacion a que esta importante MMP esta estrechamente relacionada con los

subtipos mas agresivos de esta enfermedad.
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ANEXOS
A) Preparacion de medios de cultivo

A.1.Medio RPMI 1640

Preparacion de los medios en polvo:

e Disolver el polvo en aproximadamente el 95% de volumen total a realizar. El otro
5% sera ocupado por Suero Fetal Bovino (SFB).

e Afadir la cantidad necesaria de bicarbonato de sodio (2g/L).

e Ajustar el pH de 0.2 a 0.3 unidades por debajo del pH de trabajo deseado (7.0 a
7.4) por adiciéon de 1N NaOH o HCL 1N con agitacién, ya que el medio sube 0.1-
0.2 unidades después de filtracion en algunos casos.

e Mantener el recipiente cerrado hasta que esté listo para filtrar.

e Filtrar a través de un filtro de 0.22 micras (Millipore) con ayuda de una bomba

peristaltica.

A.2. Medio DMEM (Dulbecco Medio Esencial Minimo)

Preparacion de los medios en polvo:

Disolver el polvo en aproximadamente el 95% de volumen total a realizar. El otro

5% sera ocupado por Suero Fetal Bovino (SFB).

e Afadir la cantidad necesaria de bicarbonato de sodio, 25 Mm HEPES, 2.05 Mm
de L-Glutamina.

e Ajustar el pH de 0.2 a 0.3 unidades por debajo del pH de trabajo deseado (7.0 a
7.4) por adicion de 1IN NaOH o HCL 1N con agitacion.

e Mantener el recipiente cerrado hasta que este listo para filtrar.

e Filtrar a través de un filtro de 0.22 micras (Millipore) con ayuda de una bomba

peristaltica.
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A.3. Medio F12

Para la preparacién de este medio se mezclan los siguientes reactivos:

Reactivo Cantidad
DMEM/F12 (Invitrogen #11330-032) 500m|
Suero de caballo (Invitrogen #16050-122) 25ml
EFG (100 pl /ml stock) 100 pl
Hidrocortisona (1mg /ml) 250 pl
Toxina Colérica (1mg/mil stock ) 50 pl
Insulina (1L0mg/ml stock) 500 ul
Pen/Strep (Solucién 100X, Invitrogen #15070-063) 5ml

Tabla A.1: cantidad de reactivos necesarios para medio F12.

B. Preparacion de soluciones

B.1. Tripsina
Preparar tripsina disuelta en PBS al 0.25%.Pesar con exactitud 0.0125g de

tripsina y aforar a un matriz de 5 ml con PBS.
Preparar EDTA disuelto en PBS al 0.25%. Pesar con exactitud 0.0125 de EDTA y

aforar en un matraz de 5ml con PBS.

Poner en proporcion 1:1 de tripsinay EDTA.

B.2. Soluciéon de PBS concentracion 1X

Para esta solucion se mezclan los siguientes reactivos:

74| Pdgina



Reactivo Cantidad (gr)

NaCl 0.8

KCI 0.02
NaHPOa4 7H20 0.1125
KH2PO4 0.019

Tabla B.1: cantidad de reactivos necesaria para PBS.

Aforar con un matriz de 100ml con agua destilada y mantener a 4°C.

B.3 Bradford al 5x

e Pesar 100 mg (de azul brillante Comassie G-250).
e Disolver en 50ml de etanol al 95% y mezclar con 100ml de acido fosforico.

e Aforar a 200ml con H20.

C. Preparacion de soluciones para Zimografia

C.1.Solucion Tris pH 8.8 1,5 M (50 ml)
Reactivos:
e Tris base 9.085gr
e Disolver aproximadamente en 40ml

e Aforar en 50ml en agua desionizada.

C.2 Solucion Tris pH 6.8 0.5 M (50ml)

Reactivos:
e Tris base 3.03¢gr

e Disolver aproximadamente en 40ml.
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Aforar en 50ml en agua desionizada.

C.3. Solucion SDS al 10%

1.0gr de duodecilsufato de sodio (SDS); disolver en 500ml de agua desionizada.

C.4. Solucién destifiidora (500 ml)

Agua desionizada (250ml)
Acido acético gracial (50ml)
Metanol al 95% (200ml).

Agitar.

C.5 Azul de Coomassie (500 ml)

Agua desionizada. (250 ml)
Acido acético glacial (25 ml)

Metanol (225 ml)

Agitarlo y suavemente agregar azul de Coomassie R 1.25gr.

C.6 Buffer de corridal1 x (1 L)
Agregar un volumen de agua desionizada de 750 ml
14gr de glicina.
3gr de Tris—base.
1gr de SDS.

Agitar y finalmente aforar a un volumen de 1000ml.

C.7. Acrilamida — bis acrilamida
Agregar un volumen de 20ml de agua desionizada.
14.6gr de Acrilamida.

0.4gr de Bis—acrilamida.
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Finalmente aforar a un volumen de 50ml

C.8.Gelatina

Utilizar una concentracion degelatina 10 mg/ml.

C.9. Gel concentrador

Buffer Volumen

H20 desionizada 1.82 ml
Acrilamida —bis acrilamida 415 ul
Buffer de 0.5 M, pH 6.8 210 pl
SDS al 10% 25 ul
Persulfato de amonio al 10% 25 ul
TEMED al 10% 2.5 ul

Tabla C.1. Reactivos para la preparacion del gel concentrador
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C.10. Gel Separador al 10%

Buffer Volumen

H20 desionizada 1.5 ml

Acrilamida —bis acrilamida 1.66pl

Buffer de 1.5 M, pH 8.8 1.25 ml
SDS al 10% 50 pl
Persulfato de amonio al 10% 50ul
TEMED al 10% 3ul

Gelatina 10 mg / ml 500 pl

Tabla C.2. Cantidad de volumen para gel separador.

C .11. Buffer de Tritén -100 para lavado

48.25ml. de agua desionizada.
1.75ml de Triton-100 (al 25%).

Este buffer se debe realizar al momento en que sera utilizado.

C.12.Buffer de incubacion

Agregar un volumen de 48.4ml de agua desionizada.
Pesar 0.01gr de azida de Na.

0.4gr de CaCl2

Agitar y agregar 1.6ml del buffer 1.5 M, pH 8.8.

Este buffer se realiza en el momento que sera incubado el gel.

78| Pagina



D. Soluciones para ensayos de Inmunofluorescencia

PBS

Para permeabilizar las células se utiliza Triton X.100 al 0.1% mas BSA al 1%.
Para fijar las células se ocupa paraformaldehido al 9% en PBS.

Para bloquear las células se necesita PBS —TWEEN 20 al 0.1%, BSA al 1% y
glicina a 22.5 mg/ml

Los portaobjetos se montan con agua —glicerol 1:1.
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