Articulo de revision

Revista del Instituto Nacional de

Cancerologia

La protedlisis en la invasion

Vol. 46, Nam. 1
Enero-Febrero 2000
pp 33 - 46

y metastasis de la célula tumoral

Lourdes Rodriguez-Fragoso,* Francisco Rafael Jurado-Leon,**

Jorge Alberto Reyes-Esparza™***

RESUMEN

En los ultimos veinte anos, ha habido considerable interés en
comprender exactamente cuédles moléculas estan involucradas
en la patofisiologia de la diseminacién tumoral. Los resultados
acumulados en ese tiempo indican que la propagacién metastati-
ca del tumor representa la culminaciéon de cambios malignos ad-
quiridos durante la tumorigénesis. Uno de los hallazgos, que ha
sido constante en esas observaciones, es la participacién de las
enzimas proteoliticas en los procesos de invasién y metastasis.
En la actualidad se sabe que, para que la célula tumoral inicie la
invasion del tejido adyacente y dé lugar a la metéstasis, es nece-
saria toda una cascada de reacciones proteoliticas, en la cual par-
ticipan serina, thiol y metaloproteasas. Se ha observado que al-
gunas de esas enzimas proteoliticas se encuentran circulando,
mientras que otras son sintetizadas y secretadas por las mismas
células tumorales. También se sabe que existen varios inhibido-
res especificos de cada una de las familias de proteasas que pue-
den limitar la degradacién de la matriz, y con esto inhibir la pro-
pagacién tumoral. Este articulo resume una serie de evidencias
relacionadas con la diseminacién tumoral, observadas en mode-
los experimentales in vitro e in vivo, asi como en diferentes can-
ceres que afectan al hombre, y hace énfasis en el papel de la pro-
tedlisis en la invasién y metéstasis del cancer.

Palabras clave: Protedlisis, invasién y metéstasis.

Investigaciones recientes indican que la prolifera-
cién y diseminacién de la célula tumoral es un
proceso dinamico y complejo que le permite a ésta
establecer tumores secundarios en sitios a distan-
cia, es decir, dar lugar a metastasis. Ese proceso
involucra una secuencia de eventos relacionados
entre si que incluyen: la migracién y modulacién
de la adhesién de la célula tumoral, la angiogéne-
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ABSTRACT

In the last twenty years, there has been considerable interest in
understanding exactly which molecules are involved in the
pathophysiology of tumor dissemination. Accumulated evidences
in that time indicates that metastatic spread of tumor represents
the culmination of malignant changes acquired during tumori-
genesis. One consistent finding from those observations is the
participation of proteolytic enzymes in invasion and metastasis
processes. Actually it is well known that in order to the tumoral
cell star the invasion in the adjacent tissue is necessary a cascade
of serine, thiol and metalloproteases. It has been observed that
some of these enzymes are found circulating, whilst other are
synthesized and secreted by the tumor cell themselves. It is well
known that several specific inhibitors exist of each family of pro-
tease that may serve to limit matrix degradation, and with this to
inhibit the tumoral dissemination. This paper has summarized a
serial evidences related with the tumoral dissemination, ob-
served in vivo and in vitro experimental models, as well as in dif-
ferent cancer affecting the human being, with an emphasis in the
role of proteolysis in the invasion and metastasis of cancer.

Key words: Proteolysis, invasion and metastasis.

sis y la degradacion de la matriz extracelular, en
los cuales participa tanto el tejido tumoral como
el tejido normal.

La metastasis es un proceso dindmico a través
del cual la célula, bajo estimulacién paracrina y
autocrina, sale de su ambiente primario y viaja,
ya sea localmente o a distancia, dentro del cuerpo
para formar un foco proliferativo.! Para que ocu-
rra una metastasis exitosa se requiere de eventos
como la invasién, la angiogénesis y la prolifera-
ci6n.?* Cada una de las células transformadas
ejecuta su programa invasivo en forma individual
y puede responder a estimulos de manera similar
o diferente, dependiendo de su constitucién mole-
cular. Es importante senialar que los pasos invo-
lucrados en la metastasis no son tipicos del feno-
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tipo maligno pues la invasiéon y la angiogénesis
forman parte de un programa que realizan mu-
chas células en condiciones fisiolégicas.57

Se ha encontrado que la metastasis puede estar
presente en mas del 70% de los pacientes en el mo-
mento de su diagnéstico inicial. Esto sugiere que los
procesos de invasion y diseminacién no son eventos
tardios, sino por el contrario son eventos que ocu-
rren de manera temprana durante el proceso de car-
cinogénesis. La capacidad para producir metéastasis,
es decir, la habilidad de una célula para invadir teji-
do normal fuera de sus sitios de crecimiento prima-
rio, es el evento que generalmente lleva a la falla del
tratamiento y, por tanto, conduce a la muerte de los
pacientes con cancer.

Uno de los principales retos en la investigacién
del cancer es el esclarecer los mecanismos bioquimi-
co-moleculares que expliquen las propiedades de cé-
lulas cancerosas, tales como el crecimiento auténo-
mo, la degradacién e invasion de los tejidos normales
y su capacidad para dar lugar a la metastasis. Por lo
que en esta revisién se abordara el proceso de inva-
sion y metéastasis, enfocandolo al estudio de algunos
eventos asociados con esos procesos.

EL FENOTIPO CELULAR
INVASIVO/METASTASICO

Muchos de los pasos involucrados en la invasién y
metastasis requieren interacciones especificas con la
matriz extracelular. Un hecho que llama la atencién
es que s6lo ciertas células “competentes” pueden lo-
grar esas interacciones. Para esto se requiere que
haya una disminucién en su adhesividad hacia el
propio tejido tumoral, o bien hacia la matriz adya-
cente. Durante su migracion, las células tumorales
modificaran su fenotipo dependiendo de la matriz ex-
tracelular y de las células del estroma que encuen-
tran a su paso durante este proceso.

El concepto de reciprocidad dindmica célula-ma-
triz, es decir, la interaccién que ocurre entre las
células normales y la matriz que producen es tam-
bién valido para las células tumorales y las matri-
ces extracelulares que ellas encuentran a su paso.8
Sin embargo, la interaccién que se da entre las cé-
lulas tumorales y los componentes de la matriz ex-
tracelular puede, en algunas ocasiones, ser anor-
mal debido, entre otras cosas, a la influencia que
tienen sobre ellas algunos factores de crecimiento
presentes en el medio.?

La célula tumoral tiene la tendencia a invadir
tejido adyacente, mezclarse con células de varios
compartimentos, y migrar para ubicarse en sitios a

distancia (metastasis). Ahora se sabe que esta con-
ducta invasiva no es exclusiva del fenotipo malig-
no, sino que es imitada por un amplio grupo de cé-
lulas normales y que ocurre en un grado limitado
en otras condiciones fisiolégicas y patolégicas.10-12
La gran similitud molecular entre esos procesos
nos conduce a sugerir que la habilidad de la célula
tumoral para cruzar multiples tejidos adyacentes
es el resultado de la pérdida del control sobre la
expresion del fenotipo no invasivo observado en
las células normales. El fenotipo invasivo de la cé-
lula tumoral puede ser visto como una pérdida de
la regulacion de la conducta invasiva de células en-
doteliales activadas o del trofoblasto. La adquisi-
cién de este fenotipo “invasivo tumoral” es esen-
cial para que se lleven a cabo muchos de los even-
tos asociados al proceso de invasién y metastasis.

Durante largo tiempo se consideré a la interac-
cién célula tumoral/membrana basal como el
evento critico inicial de la invasiéon tumoral en la
cascada invasiva.l314 Actualmente se considera
que el fenotipo invasivo le permite a la célula per-
der sus propiedades adhesivas, inducir protedlisis
local y migrar, no inicamente en la membrana
basal adyacente, sino en la matriz extracelular
presente en diferentes partes del organismo. La
naturaleza de esas interacciones especificas célu-
la tumoral/ matriz es mas importante en algunos
puntos particulares de la cascada invasiva. Se
cree que la accién continua de esos eventos capa-
cita a la célula tumoral para adquirir muchas
otras funciones necesarias para que tenga éxito la
metastasis. Aunque el proceso invasivo es un
evento comdn tanto para la célula normal como
para la tumoral, el comportamiento patolégico de
esta tltima es debido a alteraciones en los meca-
nismos que regulan dicho proceso.

PAPEL DE LA INVASION Y LA
ANGIOGENESIS EN LA METASTASIS

Como se mencioné anteriormente, la célula tumoral
por efecto de estimulos apropiados inicia el proceso
invasivo, la migracién y la proteélisis local.’® Sin em-
bargo, esta triada de eventos requiere de un evento
clave adicional para que ocurra la diseminacién ma-
ligna, la penetracién de la célula tumoral a la circula-
ci6n sanguinea. Para lograr esto, la célula tumoral
necesita adherirse al lado externo de la membrana
basal vascular, degradar localmente la matriz y mi-
grar a través de la membrana basal danada, para
posteriormente pasar entre células endoteliales y lle-
gar a la luz del vaso sanguineo.'420 Esta triada de fe-
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némenos adhesion, protedlisis y migracién constitu-
ye el fenémeno de invasién. Sin embargo, es impor-
tante senalar que sin la angiogénesis y la prolifera-
ci6n no puede darse la metastasis.

La angiogénesis también es necesaria para la ex-
pansién tumoral. Se ha demostrado que la transicién
de carcinoma in situ a cancer invasivo va precedido
de una neovascularizacién.?! Evidencias experimen-
tales sugieren que, en ausencia de soporte vascular,
los tumores pueden permanecer presentes en el sitio
donde se originaron por largos periodos, e incluso
pueden eventualmente sufrir necrosis o bien apopto-
sis, en ausencia de neovascularizacién.?23 La re-
ciente incorporacion de inhibidores de la angiogéne-
sis para el estudio del cancer, confirma la importan-
cia de la neovascularizacién para el crecimiento y la
diseminacién tumoral. De hecho existen estudios
donde se ha encontrado una asociacién clinica entre
la vascularidad del tumor y la agresividad del mismo.
Un ejemplo de ello lo constituyen los pacientes con
melanoma, quienes presentan gran vascularidad epi-
telial y que desarrollan con frecuencia metastasis.
Asimismo, un aumento en la incidencia de metasta-
sis ha sido mostrado por la densidad de microvasos,
presentes en el tumor in situ, en pacientes con algu-
nos tipos de cancer.2425

Ahora se sabe que los tumores pueden liberar ci-
tocinas y factores de crecimiento que estimulan a las
células endoteliales para formar nuevos vasos; esto
se ha logrado al incrementar su potencial proliferati-
vo hasta mas de 10,000 veces.26 Una caracteristica
importante es que la neovascularizacién tumoral no
esta delimitada en tiempo y espacio como en la an-
giogénesis normal. De manera que todo esto favorece
a las células tumorales para que pierdan su adhesivi-
dad y produzcan enzimas proteoliticas para invadir
tejidos adyacentes y puedan ademés migrar a distan-
cia a través de la circulacion.

LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La degradaci6on de la matriz extracelular y la mi-
gracion de la célula tumoral son eventos complejos
que requieren la produccién, liberacién y activa-
cién de una variedad de enzimas degradantes de la
matriz extracelular. Se ha encontrado que existe
una sobreexpresion de esas enzimas en casi todas
las células del microambiente huésped-tumor.27-29
Sin embargo, para que tome lugar el proceso de in-
vasion, es necesario que ocurra no s6lo una exage-
rada produccién de enzimas por parte de las célu-
las tumorales y de las células de los tejidos adya-
centes, sino que también se requiere una extensa
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lisis de los componentes de la matriz extracelular.
De manera que la célula tumoral invasora usa la
protedlisis en una forma altamente organizada,
ambas espacial y temporalmente.30-34

La degradacién tisular observada en procesos
normales y en ciertas enfermedades es similar a la
que ocurre en el cancer.3540 Sin embargo, las célu-
las tumorales pueden ademas: 1) inducir la pro-
duccién de proteasas en células vecinas, a través
de la secrecién de citocinas y/o factores de creci-
miento, y la produccién de sustratos para las pro-
teasas, 2) producir y secretar ellas mismas sus pro-
teasas, o bien 3) producir factores que pueden in-
hibir o activar proteasas presentes localmente.

Sin embargo, tanto las células normales como
las tumorales pueden secretar inhibidores de pro-
teasas, de manera que la actividad proteolitica lo-
cal neta es el resultado de un balance entre la pro-
duccién y activacién de proteasas y la disponibili-
dad de inhibidores endégenos.

Las proteasas que estan directamente relaciona-
das con la degradacién de la matriz extracelular en
el cancer se clasifican, de manera general, en tres
grupos:

a) Las metaloproteasas de matriz (entre ellas la
colagenasa intersticial, la estromelisina, matri-
lisina, las gelatinasas, y la colagenasa de poli-
morfonucleares) activas a pH neutro o ligera-
mente alcalino.

b) Las serina-proteasas (entre ellas la plasmina,
la trombina, los activadores de plasminégeno
—tipo tisular y urocinasa—, y la elastasa de po-
limorfonucleares), todas ellas activas a pH neu-
tro o ligeramente alcalino.

¢) Las catepsinas (como las catepsinas B, D y L)
activas a pH acido.

A continuacién se describen las caracteristicas
mas importantes de cada uno de estos grupos de en-
zimas y también se indica el papel que juegan en los
procesos de invasion y metastasis.

1. Las metaloproteasas de matriz

El recambio y la degradacién de la matriz extracelu-
lar son dos procesos importantes en la remodelacién
del tejido durante la invasion de la célula tumoral.
Las metaloproteasas y sus inhibidores son algunos
de los componentes claves que se requieren para que
se dé tal evento.*!4* La clasificacién m4s reciente de
esta familia de enzimas incluye un grupo de metalo-
proteasas de tipo membranal que activan progelati-
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nasa A y una cascada de proteasas que degradan ade-
ma4s proteinas de matriz extracelular*5-4® (Cuadro 1).

Las metaloproteasas son un grupo de enzimas
dependientes de zinc que degradan moléculas de la
matriz extracelular, proteoglicanos, glucoproteinas
y varios tipos de colagena (Figura 1).4%5° Las meta-

Cuadro I. Familia de metaloproteasas.

Nimero de

metaloproteasa
Grupo de matriz Otro nombre
Colagenasas MMP-1 Colagenasa intersticial

MMP-8 Colagenasa de PMN

MMP-13 Colagenasa-3

Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A
MMP-9 Gelatinasa B
MMP-7 Matrilisina

Estromelisinas MM-3 Estromelisina-1
MM-10 Estromelisina-2
MM-11 Estromelisina-3

Metaloproteasa MT-MMP14 Tipo 1

de membrana MT-MMP15 Tipo 2

MT-MMP16 Tipo 3
MT-MMP17 Tipo 4

QOtras MMP-12 Metaloelastasa

Modificado de:#” ¥ 4° Basset P, Okada A, Chenard MP. Matrix Biol 1997; 15: 535-541.
Okada A, Bellocq JP, Rouyer N. Proc Natl Acad Sci USA 1995; 92: 2730-2734.

Figura 1.

Activacion de metaloproteasas via
la plasmina. Las metaloproteasas
son producidas por células
tumorales. Estas enzimas se
secretan en forma inactiva, pero
pueden ser activadas en el
espacio extracelular por varias
moléculas, entre ellas la
plasmina. Ya activas producen
una extensa lisis de los
componentes de la matriz
extracelular. De esta manera, la
célula tumoral usa la protedlisis
en una forma altamente
organizada, tanto espacial como
temporalmente.

loproteasas son producidas por una gran variedad
de células. Sus propiedades varian poco con la espe-
cie o tipo celular, y son secretadas en una forma in-
activa (pro-metaloproteasa).’! En la actualidad, se
sabe que las metaloproteasas tienen diferentes si-
tios de regulacion: a) a nivel transcripcional, a tra-
vés de factores de crecimiento y citocinas;?2%% b) a
nivel postranscripcional, por cambios en la estabili-
dad del ARNm,? y ¢) a nivel postraduccional, a tra-
vés de la activacion de la forma latente secretada.
Asimismo, pueden también ser inhibidas por sus-
tancias endégenas conocidas como inhibidores tisu-
lares de las metaloproteasas.57-60

Activacion de las metaloproteasas

La regulacién transcripcional es el punto de control
mas importante para determinar la expresion de la
metaloproteasa latente. Sin embargo, los mecanis-
mos reguladores extracelulares pueden finalmente
controlar el nivel de actividad en términos de degra-
dacién de matriz extracelular. Con frecuencia, la ac-
tivacion de la enzima se lleva a cabo por una activa-
ci6n autocatalitica que da lugar a la pérdida de un
péptido amino terminal.61-63

Las metaloproteasas pueden ser activadas in vitro
por diversos agentes entre ellos los detergentes, los
compuestos organomercuriales y las enzimas proteoli-
ticas (por ejemplo, plasmina, tripsina, calicreina y es-
tromelisina).®467 Independientemente de cual sea el

UPA

Plasmina <——— Plasmintgeno
Pro-estromelising == Estromelisina

Pro-metaloproteasa

l

Metaloproteasa ————pp» Metaloproteasa
altamente
activa

l

Degradacion de

proteoglucanos,

glucoproteinas,
colagenas




Rev Inst Nal Cancerol (Mex) 2000; 46 (1).

agente activador, éste debe ser capaz de inducir un
cambio conformacional en la molécula de la proenzima
para que pueda interactuar con la molécula de zinc.
Esta interaccién activa finalmente a la pro-enzima.

Las metaloproteasas juegan un papel importante
en la conducta invasiva de las células, en algunos tu-
mores. Por ejemplo, se ha observado que el glioblasto-
ma, un tumor cerebral maligno, invade en gran exten-
sion el tejido cerebral normal adyacente. El mecanis-
mo especifico para esta conducta invasiva no es claro;
sin embargo, la interaccién de la célula tumoral con la
matriz extracelular y la subsecuente degradacién de
ésta juegan un papel clave en ello.2* Estudios recien-
tes han mostrado que los niveles de metaloproteasa-2
(MMP-2) y la metaloproteasa-9 (MMP-9) estan signi-
ficativamente mas altos en pacientes con tumores ce-
rebrales malignos, ademas se ha observado que existe
una correlacién entre su sobreexpresién con la pro-
gresién maligna del glioma.%?

Metaloproteasas de membrana

Las metaloproteasas de membrana (MT-MMP) son
un grupo de enzimas que han sido recientemente
descubiertas. Estas son una forma distinta de meta-
loproteasas que son expresadas en la superficie del
tumor y que son codificadas por genes diferentes a
los que codifican para las metaloproteasas de matriz.
Las metaloproteasas membranales activan gelatina-
sa B y funcionan como receptores para gelatinasa A,
induciendo de manera eficiente la protedlisis perice-
lular y otras funciones (Figura 2).”° Hasta la fecha
han sido identificados tres tipos de estas metalopro-
teasas: la MT-MMP tipo 1, la MT-MMP tipo 2, la
MT-MMP tipo 3 y la MT-MMP tipo 4. Una caracte-
ristica que tienen estas metaloproteasas de membra-
na es que presentan un dominio transmembranal en
el carboxilo terminal de la molécula que no existe en
otras metaloproteasas.”>72

Recientemente se ha observado que la expresién
del producto del gene que codifica especificamente
para la MT-MMP tipo 1 induce a su vez la activacién
de pro-MT-MMP tipo 2 en la superficie celular. Es
decir, la capacidad invasiva de la célula tumoral se ve
inducida por la activaciéon simultanea de la MT-
MMP tipo 1y la MT-MMP tipo 2.7 Yoshizaki y cola-
boradores,” han reportado una asociacién entre los
niveles elevados de MT-MMP tipo 1 y el alto grado
de diferenciacién celular, aunque este efecto no
siempre ha sido observado con tumores malignos.
Por ejemplo, se han encontrado niveles de expresiéon
elevados de la metaloproteasa de membrana tipo 1
en tejidos con una elevada tasa de remodelacién. Asi-

37

Célula

inflamatoria ,
Célula

inflamatoria

Fibroblasto

Célula
tumoral

Funcion de gelatinasas:
® Formacion y mantenimiento del estroma.
® Promocion de la migracion de la célula estromal.
® Control de la activacion de factores de crecimiento y citocinas.

Figura 2. Mecanismo de activacion y accion de la gelatinasa A. Repre-
sentacion esquematica de la distribucion de proteinasas implicadas en la
progresion del carcinoma humano. La progelatinasa A (pro-gel A) es pro-
ducida por fibroblastos del estroma tumoral, esta pro-enzima puede ser
activada en el espacio extracelular después de unirse a receptores (R)
y/o activadores (por ejemplo, MT-MMP, uPA) localizados en la superfi-
cie de la célula tumoral, de fibroblastos, o bien de células endoteliales.
La funcion de estas proteasas no estd limitada a la promocién de la in-
vasion de la célula tumoral, sino estd implicada en la formacion y man-
tenimiento del estroma tumoral al promover la migracion de las células
tumorales y controlar la activacion de factores de crecimiento y citoci-
nas, para que ejerzan su efecto sobre las mismas células del estroma.

Abreviaturas: MT-MMP = Metaloproteasa tipo membranal. UPA = Acti-
vador de plasmindgeno tipo urocinasa.

mismo, se han identificado transcritos de estas me-
taloproteasas de membrana en fibroblastos de tejido
de granulacién durante la cicatrizaciéon de heridas
cutdneas en ratas.”® 76

Sistema de inhibicién de las metaloproteasas

La funcién de las metaloproteasas es regulada por
inhibidores de metaloproteasas presentes natural-
mente en el microambiente celular, los denominados
inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs,
por sus siglas en inglés).”® La activacién de pro-enzi-
mas es importante para el fenotipo invasivo. Sin em-
bargo, la invasién no ocurrir en presencia de exceso
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Cuadro Il. Familia de inhibidores de metaloproteasas (TIMPs).

Inhibidor Peso Funcién

TIMP-1 28 kD Inhibe crecimiento tumoral, invasion y metastasis
TIMP-2 21kD Inhibe crecimiento tumoral, invasion y metéastasis
TIMP-3 21 kD Actlia como marcador de diferenciacion terminal
TIMP-4 20 kDa Mantiene la homeostasis de la matriz extracelular

Modificado de:82-8¢ Will H, Atkinson SJ, Butler G. J Biol Chem 1996; 271: 17119-17123.
Carmichael DF, Sommer A, Thompson RC, Anderson DC. Proc Nat! Acad Sci USA 1986; 83: 2407-2411. Murray Gl, Duncan ME, Arbuckle E et al. Gut 1998; 43 (6): 791-797.

de TIMPs, los inhibidores end6genos ubicuos de las
metaloproteasas. El balance de la enzima activa y la
presencia de inhibidores es determinante para que
ocurra degradacién local de la matriz’®™ (Cuadro 2).

La familia de inhibidores de metaloproteasas in-
cluye: el TIMP-1 (una proteina de 28 kDa), el TIMP-
2 (de 21 kDa), el TIMP-3 (de 21 kDa) y el TIMP-4 (de
20 kDa); todos ellos tienen una amplia especificidad
para inhibir metaloproteasas.8%8! Actualmente, a los
dos primeros se les ha asociado con la invasién y me-
tastasis en el cancer. Los inhibidores tisulares se
unen con alta afinidad en una relacién molar 1:1 a
metaloproteasas de matriz activas, con lo que origi-
nan una pérdida de la actividad proteolitica. TIMP-1
forma un complejo de estequiometria 1:1 con colage-
nasa intersticial activada, estromelisina activada, y
la pro-gelatinasa B y gelatinasa B activada. Mientras
que el TIMP-2 y el TIMP-3 tienen una amplia especi-
ficidad de sustratos.82-84

Datos experimentales senhalan que el balance en-
tre los inhibidores y la actividad de gelatinasa B pa-
recen ser factores tempranos y criticos en la morfo-
génesis endotelial.®> Una gran cantidad de eviden-
cias sugieren que estos inhibidores se comportan
como citocinas y pueden, ya sea estimular o bien in-
hibir la angiogénesis; pueden inducir ademas la pro-
liferacién celular en la ausencia de otros factores de
crecimiento.8¢ Estudios in vitro han mostrado que
TIMP-1 y TIMP-2 son mitégenos para una amplia
variedad de células.8788 Esos efectos promotores del
crecimiento se sugiere que son mediados por sitios
de unién especificos para los inhibidores sobre la su-
perficie celular, probablemente receptores. Eviden-
cias experimentales han mostrado una unién selecti-
va para el TIMP-1 y TIMP-2 en la superficie celular.
Sin embargo, a la fecha no han sido aislados ni carac-
terizados los supuestos receptores para esos inhibi-
dores. Ademas, los mecanismos de transducciéon de
senales involucrados en la promocién del crecimien-
to por los TIMPs no han sido esclarecidos. Corcoran
y colaboradores®® recientemente sefalan que la in-

Cuadro lll. Las serina proteasas y sus inhibidores.

Enzima Inhibidores

Plasmina a2-antiplasmina
a2-macroglobulina

Elastasa Inhibidor de proteinasa

Activadores de
plasminégeno

Inhibidores de activador de plasmindgeno
tipo 1,2y 3
Proteasa nexina-1

Modificado de:'16Y 124 Potempa J, Korzus E. J Biol Chem 1994; 269: 15957-15960.
Andreasen PA, Georg B, Lund LR. Mol Cell Endocrinol 1990; 68: 1-19.

duccién de la proliferacion puede ocurrir a través de
mecanismos dependientes del AMPec.

El papel de los inhibidores de las metaloproteasas
en los procesos de invasion y metastasis atin no es
claro. Sin embargo, se ha observado que existe una
correlacién entre la reduccién en los niveles de ex-
presion de los inhibidores tisulares-1 y 2 con un in-
cremento en la invasién de células tumorales.?0-%2

2. Las serina-proteasas

Dentro de la familia de las serina-proteasas, los acti-
vadores de plasminégeno estan directa e indirecta-
mente involucrados en la degradacién de la matriz
extracelular (Cuadro 3). Los activadores de plasmi-
négeno son proteasas que convierten especificamen-
te el plasmin6geno inactivo a plasmina activa, una
enzima que tiene una amplia especificidad de sustra-
tos. A través de la plasmina, los activadores de plas-
minégeno pueden indirectamente degradar una am-
plia variedad de proteinas, incluyendo fibrina, fibro-
nectina, colagena tipo IV, vitronectina y laminina
(Figura 3).9%97 La plasmina también tiene la capaci-
dad de activar colagenasa latente y pro-activadores
de plasminégeno.9899

Los activadores de plasminégeno existen en dos
formas, el activador de plasminégeno tipo tisular y
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el activador de plasminégeno tipo urocinasa (tPA y
uPA, por sus siglas en inglés). Ambas enzimas son
codificadas por diferentes genes y tienen diferente
funcién. El tipo urocinasa esta involucrado directa-
mente en la degradacién de proteinas de matriz ex-
tracelular durante procesos de remodelacion tisular
fisiolégica y patoldgica.l90101 El tipo tisular es una
enzima que estd involucrada en la disoluci6n de
coagulos en los vasos sanguineos y en el manteni-
miento de la hemostasia vascular.10%103 Se expresa
durante el desarrollo cerebral y esta involucrado en
la migracién neuronal.1%419 Sin embargo, su papel
en el cancer es controversial. Por otro lado, se sabe
que el tipo tisular esta totalmente ausente en la
metastasis del glioblastoma, asi como en tumores
de colon, pulmén y mama.106:107

La mayoria de las células expresan receptores de
superficie especificos tanto para el uPA como para
el plasminégeno.198-112 El receptor de uPA tiene
alta afinidad al uPA pero baja capacidad de uni6n
(0.1 nM y cerca de 10,000 receptores por célula);113
mientras que la unién al plasminégeno es de baja
afinidad (0.1 mM) pero tiene una alta capacidad de
unién (1-2 millones de receptores por célula).!* La
presencia de receptores para uPA y plasminégeno
en la superficie celular capacita a la célula para pro-
ducir plasmina sobre la superficie. Las diferentes
afinidades para los receptores sugiere que, mien-
tras el uPA puede permanecer activo sobre la su-
perficie celular de las células, el plasminégeno (y la

Figura 3.

La activacion del plasmingeno.

El uPA es expresado por las
células fibrobldsticas del
adenocarcinoma, entre otras
células. Esta proteasa se activa
después de unirse a receptores
asociados a membrana (uPA-R),
predominantemente localizados en
la superficie de la célula cancerosa
0 de las células inflamatorias.

Este diagrama muestra las
reacciones involucradas en la
activacion del plasminégeno
catalizada por el uPA.

Abreviaturas: uPA = Activador de
plasmindgeno tipo urocinasa.
uPA-R = Receptor para el activador
de plasmindgeno tipo urocinasa.
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plasmina) estan constantemente cambiando en los
liquidos intracelular y extracelular.!15

Activacion de los activadores de plasminégeno

Para evitar la protedlisis excesiva y el dano tisular se
requiere de una regulacién precisa del sistema acti-
vador del plasminégeno, coordinada espacial y tem-
poralmente. Esto se logra a través de varios mecanis-
mos reguladores que incluyen:

a) La inhibicién por inhibidores especificos de la
plasmina y de los activadores de plasminégeno.

b) La unién del plasminégeno, los activadores de
plasminégeno y sus inhibidores a la fibrina,
proteinas de la matriz y receptores de superfi-
cie celular especificos, de manera que con esto
se logra regular la velocidad de activacién del
plasminégeno y la eficiencia de los inhibidores.

¢) La liberacién de tPA y de inhibidores de acti-
vadores de plasminégeno de granulos intrace-
lulares.

d) La regulaciéon de la expresion de genes de los
activadores de plasminégeno y de los inhibido-
res a través de hormonas, factores de creci-
miento y citocinas.

e) La regulacién autocrina de la expresion de acti-
vadores de plasminégeno e inhibidores, a través
de la activacién de formas latentes de factores
de crecimiento mediada por la plasmina.

Plasminégeno

—
Pro-metaloproteasas
Plasming  =——p
uPA v
Metaloproteasas
Fibrina o
Fibronecting ~ <€—— Péptidos <
ini solubles
Laminina

'

Productos de degradacion
de la matriz extracelular
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f) A través de la depuracién de los activadores de
plasmindgeno unido a sus inhibidores o bien en
forma libre, via receptores especificos.

Todos estos mecanismos ya sea en forma aislada o
bien en coordinacién logran una adecuada regula-
ci6n del sistema activador del plasminégeno.

Sistema de inhibicién de
los activadores de plasmindgeno

La regulacién de la activacion del plasminégeno por
los inhibidores de los activadores de plasminégeno es
especifica y rapida. Existen cuatro tipos de inhibido-
res: el inhibidor de plasminégeno tipo 1, el inhibidor
del activador de plasminégeno tipo 2, el inhibidor del
activador de plasminégeno tipo 3 y la proteasa nexi-
na. (PAI-1,PAI-2, PAI-3 y PN, respectivamente, por
sus siglas en inglés), los cuales pertenecen a la fami-
lia de las serpinas, pero son productos de diferentes
genes.!® Ellos inhiben tanto al uPA libre como el
unido a receptor. La inhibicién de la unién de uPA al
receptor por unién del PAI es una de las principales
formas de regulacion del sistema activador del plas-
minégeno. PAI-1 y uPA no se localizan en las célu-
las. PAI-1 esta presente en la matriz extracelular y
no en los contactos focales en los cuales uPA se en-
cuentra normalmente.!17118

La migracion celular puede por si misma regular
la protedlisis en la superficie celular. La célula es ca-
paz de internalizar y degradar uPA:PAI-1 unido a
receptor a través de un paso endocitico.19121 Las cé-
lulas que tienen la capacidad de migrar estan dota-
das de propiedades que le permiten realizar un ciclo
completo de: 1) activaciéon de plasminégeno, 2) sinte-
sis y secrecién de un pro-uPA inactivo para unir al
receptor, 3) sufrir activaciéon y producir plasmina, 4)
ser inhibido por PAI-1 e internalizarse. Posterior a
esa serie de eventos el complejo uPA:PAI-1 unido a
receptor, es finalmente degradado.!22123

Se considera que PAI-1 juega un papel protector
del tejido tumoral contra efectos destructivos del
uPA; conclusién que ha sido basada en reportes de
varios investigadores que indican la distribucién his-
tolégica del PAI-1 en tumores inducidos experimen-
talmente y en el cancer humano. Por ejemplo, se ha
observado en el cancer de colon y mama que los nive-
les de proteina y ARN mensajero del PAI-1 son ex-
presado en el estroma del tumor, incluyendo en las
células endoteliales de los vasos tumorales. Sin em-
bargo, no se ha encontrado PAI-1 en el tejido normal
de colon y mama. La localizaciéon de uPA, PAI-1y
uPAr ha sido estudiada en colon, mama y cancer de

piel; sin embargo, el modelo de expresién celular de
esas moléculas al parecer es caracteristico para cada
tipo de céncer en particular.124-126

El significado clinico de las variaciones de los
componentes del sistema activador del plasminége-
no en pacientes con cancer, puede tener diferente
valor dependiendo de cada tipo de cancer en parti-
cular. Por ejemplo, estudios clinicos realizados en
tejido mamario con cancer han demostrado que los
niveles elevados de uPA y PAI-1 pueden ser utiliza-
dos como marcadores de pobre pronéstico.'?” En el
cancer gastrico, el PAI-1 también ha sido asociado
con un mal pronéstico,'?8 mientras que uPA se ha
demostrado que tiene un menor impacto prondstico
en el cancer colorrectal y de vejiga.12%130

Por el contrario, en los diferentes tipos de cancer
de pulmén es muy evidente la diferencia que existe
entre la expresion, localizacién y el impacto pronés-
tico de los componentes del sistema activador de
plasminégeno. Se ha observado una clara diferencia
en la expresién del sistema activador del plasminé-
geno en los dos tipos mas frecuentes de cancer de
pulmon: el de células pequenas y el de células no pe-
quenas. Ninguno de los inhibidores se ha encontra-
do en el cancer de células pequenas, asi como la
reactividad de uPA parece ser débil.!3! En tanto que
todos los componentes estan presentes en el cancer
de células no pequenas.!32

Otra situacién parecida ocurre entre el adenocar-
cinoma y el carcinoma de células escamosas de pul-
mén. Mientras que el uPA, el uPAr y el PAI-1 son
expresados por células epiteliales malignas en el
carcinoma de células escamosas, el uPAr y PAI-1
solamente se ha encontrado en las células estroma-
les en el adenocarcinoma.3? Estas diferencias en la
localizacién entre los diferentes tipos de células ma-
lignas pulmonares pueden explicar las diferencias
que existen en la biologia de los diferentes canceres
de pulmén. Ademas sugieren que el sistema activa-
dor del plasminégeno juega, probablemente, un pa-
pel diferente en el cancer pulmonar. Todos los estu-
dios sobre el papel pronéstico del PAI-1 en el cancer
(sobre todo del cancer de mama y gastrico) mues-
tran niveles elevados de PAI-1 y parece ser determi-
nante para el promedio de vida a corto plazo, sugi-
riendo también que PAI-1 puede ser un marcador
pronéstico mas general en el carcinoma.34136

La expresion de PAI-2 es regulada por una amplia
variedad de factores, los cuales pueden actuar en va-
rios tipos celulares y en una forma dependiente de la
etapa de diferenciacién.!37-138 Se han encontrado ni-
veles marcadamente elevados de PAI-2 en plasma y
en extractos celulares de pacientes con diferentes ti-



Rev Inst Nal Cancerol (Mex) 2000; 46 (1).

pos de leucemias.!3%140 Estudios relacionados con los
niveles de PAI-2 han sido ampliamente estudiados
en diferentes tipos de cAncer humanos.141-150

3. Las catepsinas

Las catepsinas son otro grupo de enzimas proteoliti-
cas que participan en la progresién del cancer. Se co-
nocen las catepsinas B y L., ambas son proteasas de-
pendientes de cisteina, y la catepsina D, una proteasa
dependiente de aspartilo. Evidencias experimentales
que emergieron a partir de los afnos 70 permitieron
mostrar la participacion de estas enzimas en la inva-
sién y metastasis del cancer.

La catepsina B es una hidrolasa lisosomal que tie-
ne una amplia actividad de endopeptidasa. Aunque
es una enzima lisosomal, ha sido encontrada en la
membrana plasmatica de las células tumorales y en
el medio condicionado de lineas celulares cultivadas
in vitro.151.152 La catepsina B no solamente es impor-
tante debido a su capacidad para degradar proteinas
de la matriz extracelular, sino porque tiene ademas
la capacidad de convertir tanto al pro-uPA inactivo
como al complejo uPAr, en un uPA enziméaticamente
activo en células tumorales.153154

Piedras y colaboradores'®® han cuantificado la ac-
tividad de la catepsina B en el suero de pacientes con
tumores ginecolégicos malignos. Ellos han encontra-
do un incremento significativo en la actividad de esta
enzima s6lo en pacientes con carcinoma de células
escamosas del cérvix uterino. Mientras que elevacio-
nes minimas han sido detectadas en mujeres en eta-
pas tempranas del cancer, con displasia o bien con
tejido normal. Por otro lado, la actividad y los niveles
de expresiéon del ARN mensajero de la catepsina B se
han observado elevados en pacientes con carcinoma
papilar de tiroides.'?® La enzima activa ha sido detec-
tada en lineas celulares de alto potencial maligno
cultivadas in vitro.157

Al igual que la catepsina B, la catepsina L tiene
una alta capacidad para degradar las proteinas de la
matriz extracelular, como la colagena, laminina y
elastina.!®® Sin embargo, su actividad proteolitica se
dice que es mas alta que la de catepsina B, pues esta
enzima tiene también la capacidad de activar al pro-
uPA.159 El potencial metastésico de algunas lineas
celulares ha sido asociado con niveles elevados de
ARN mensajero de la catepsina L; asimismo, niveles
elevados de la enzima han sido encontrados en pa-
cientes con cancer papilar de tiroides, tumores rena-
les, tumores testiculares, en el carcinoma de células
no pequenas de pulmoén, y en la mayoria de los can-
ceres de mama, ovario, colon y vejiga.160-162
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La catepsina D, es también una enzima lisosomal
que requiere la presencia del aminoacido aspartato,
para ejercer su actividad.'6? Se ha observado que la
catepsina D tiene actividad mitogénica sobre células
de adenocarcinoma de mama dependientes de estroé-
geno.!%* Recientemente, Losh y colaboradores!6? han
mostrado que la expresion de la catepsina D tiene un
valor prondstico importante en mujeres con cancer
de endometrio. También se ha visto una correlacién
entre los niveles de catepsina D y el potencial malig-
no del cancer humano de cérvix y de mama.166.167

Estudios in vitro, realizados por Johnson y aso-
ciados,1%® han mostrado una correlacién entre los
niveles de catepsina D y la conducta invasiva de al-
gunas lineas celulares de mama. Por el contrario,
Liaudet y su grupo'®® han mostrado que la sobreex-
presion de la catepsina D puede estimular la prolife-
racion celular en focos de micrometastasis en rato-
nes desnudos. Por lo que han propuesto que esta
enzima inactiva a un inhibidor de un factor de cre-
cimiento. Esos estudios sugieren que la catepsina D
puede facilitar el crecimiento de las células tumora-
les en sitios a distancia a través de: 1) la inactiva-
ci6n de inhibidores de factores de crecimiento, 2) la
activaciéon de factores de crecimiento, o bien 3) a
través de su interaccién con receptores para facto-
res de crecimiento.170-171

Sistema inhibidor de las catepsinas

Las catepsinas pueden ser reguladas también a tra-
vés de la interaccién con inhibidores endégenos. Los
inhibidores de estas enzimas se dividen en tres gru-
pos, estefinas, cistatinas y los cinégenos, todos ellos
pertenecen a la familia de las cistinas.!™? Se sabe que
los inhibidores de las catepsinas bloquean el sitio ac-
tivo de las proteasas en una forma no covalente y re-
versible. Las alteraciones en la relaci6n proteasa/in-
hibidor contribuyen a la progresién maligna de los
tumores. Una disminucién en la concentracion y/o la
actividad de los inhibidores puede contribuir a este
desbalance favoreciendo el fenotipo maligno.

Varios estudios han determinado la importancia
de los inhibidores de estas proteasas en la progre-
si6én tumoral. Van der Stappen y colaboradores!'’3
han observado una correlaciéon inversa entre la
cantidad de inhibidor de catepsina secretada al
medio y la tumorigenicidad de lineas celulares co-
lorrectales. Estudios realizados en muestras de pa-
cientes con carcinoma de mama también han mos-
trado que la actividad de los inhibidores de catep-
sina B, L y de estefin fue méas baja comparadas con
la del tejido normal.l7*175 Por otro lado, estudios
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utilizando muestras de carcinoma colorrectal, s6lo
detectaron pequenas diferencias entre el tejido tu-
moral y el normal.176

Boike y asociados!?” han aislado el estefin A de un
sarcoma humano y han mostrado que la proteina tie-
ne una menor capacidad inhibitoria hacia la catepsi-
na B. Ellos senalan que esta actividad inhibitoria
disminuida puede ser debida a una modificacién en
la estructura primaria de la proteina. De manera
que, los inhibidores de catepsinas pueden jugar un
papel directo en el fenotipo celular migrador, propio
de la célula tumoral. La expresion de estefin también
se ha observado disminuida en tumores malignos
humanos, como el cancer de cérvix uterino, pero no
en el cérvix normal.!”® Aunque se han incrementado
los conocimientos de la biologia de las catepsinas y
sus inhibidores, la participacién de estos en la pro-
gresion del cancer sigue siendo atin controversial.

CONCLUSIONES

Los avances en el campo de la biologia molecular
han incrementado nuestros conocimientos sobre los
eventos moleculares involucrados en la invasién de
la célula tumoral y la subsecuente metastasis. Esta
informacién esta permitiendo actualmente enfocar
la intervencién terapéutica hacia nuevos objetivos
particulares como: el uso de péptidos analogos de
las moléculas de adhesién para inhibir la adhesi6n
de la célula tumoral, o bien el uso de inhibidores de
proteasas, para limitar la proteélisis de la matriz
extracelular, entre otros. Aunque hallazgos previos
sugieren que las interacciones matriz-célula influ-
yen en la expresion de genes y que el balance pro-
teasa/inhibidor pueden influir de manera importan-
te en las interacciones matriz-célula. Investigacio-
nes recientes sefialan que esos eventos operan,
tanto en forma unida como de manera independien-
te, en el proceso invasivo. Quizas esa es la razén
que complica el estudio de esos eventos en el can-
cer. Por lo que, el estudio y comprensién de esas in-
teracciones son el tema fundamental para el desa-
rrollo de futuras investigaciones en cancer.
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