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Figura: Mastocitos en proceso de desgranulación
observados por microscopía electrónica de barrido.
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Resumen

La hiperplasia mastocitaria es un hecho observado en los estromas tumorales, pero no hay unanimidad 
de criterio respecto de su rol funcional debido a los resultados experimentales contradictorios. De acuerdo 
a algunos estudios científicos, la acumulación de mastocitos (MC) peritumorales constituiría una reacción 
inmunológica de defensa del hospedador frente al tumor, mientras que otros estudios señalan que su 
acumulación y desgranulación podría promover el crecimiento tumoral y la metástasis. 

Los MC, unas de las principales células efectoras del sistema inmune, liberan un amplio espectro de 
mediadores químicos, de los cuales si bien muchos de ellos tienen un rol fundamental en desórdenes 
patológicos relacionados con reacciones alérgicas y procesos inflamatorios, otros son capaces de modular 
directa o indirectamente las distintas etapas de la progresión tumoral. 

Actualmente, el cáncer de pulmón es la principal causa de muerte por neoplasias malignas en todo el 
mundo, y los avances terapéuticos son magros. 

Debido a que los tumores de pulmón son resistentes a las terapias convencionales, las líneas celulares 
constituyen una herramienta en la búsqueda de nuevas terapias. 

Frente a estos antecedentes, en la presente tesis, decidimos evaluar el efecto de los MC en la invasi-
vidad de la línea tumoral LP07 derivada del adenocarcinoma de pulmón espontáneo P07. 
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El tumor P07 es un adenocarcinoma de pulmón murino que apareció espontáneamente en hembras 
BALB/c endocriadas en el Bioterio del Instituto de Oncología ¨A. H. Roffo¨. 

La línea tumoral LP07 se obtuvo por sucesivas divisiones in vitro de los cultivos primarios del adeno-
carcinoma P07. Esta línea que induce síndromes paraneoplásicos (leucocitosis, hipercalcemia y caquexia) 
en ratones singeneicos, es de gran importancia para estudiar la biología del tumor de pulmón, así como 
también para desarrollar nuevas estrategias de tratamiento.

En este trabajo de tesis, se investigó in vivo la capacidad espontánea de la línea LP07 para reclutar 
MC en función del tiempo de portación tumoral. Se observó que el tumor LP07, recluta MC peritumorales 
cuyo número disminuyó significativamente en el día 14 de portación coincidiendo este hecho con un au-
mento de los MC intratumorales al mismo día. Desde entonces, los MC peri e intratumorales mantuvieron 
su número constante hasta el final del experimento. 

En los estudios in vitro realizados para observar la modulación que ejercen los MC y el medio con-
dicionado de MC (McoMC) sobre la proliferación de las células tumorales (CT), se encontró que ambos 
son capaces de disminuir la proliferación celular a las 24 hs de cultivo. 

Mediante diferentes ensayos biológicos in vitro, se determinó que los medios condicionados de MC 
aumentaron la adhesión, y disminuyeron la migración e invasión de las CT LP07. Congruentemente con 
estos hechos, el McoMC modificó la disposición del citoesqueleto de actina en éstas, induciendo un fe-
notipo sin fibras de stress correspondiente a células con poco movimiento. 

Además, se determinó que las CT de esta línea producen varias metaloproteasas (MMPs) (116 KDa, 
72 KDa, 66KDa, 54 KDa, 50 KDa, 43 KDa, y 39 KDa), y también activador de plasminógeno tipo uroqui-
nasa –uPA-, los cuales tienen un rol esencial en el proceso invasivo. Por su parte, los mismos estudios 
realizados en MC, mostraron que éstos también son capaces de producir MMPs (116 KDa y 15 KDa), 
pero no se encontró actividad medible de uPA en ellos.

Por otro lado, se determinó que el Mco proveniente del cocultivo de CT y MC, y el Mco proveniente 
de CT cultivado en el McoMC, ejercen una tendencia inhibitoria en la producción/actividad de metalo-
proteasas.

Los ensayos realizados para observar la modulación que los MC y el McoMC ejercen sobre la produc-
ción/actividad de uPA mostraron un comportamiento diferencial: los MC en cocultivo con las CT potenciaron 
la actividad del uPA, mientras que el McoMC no produjo un aumento significativo.

El presente trabajo ha demostrado que tanto los MC como los McoMC tienen la capacidad de modular 
parámetros de la progresión tumoral en este modelo animal. 

Introducción

El Cáncer

1. El cáncer como enfermedad genética
«La palabra cáncer se utiliza para describir un complejo y heterogéneo grupo de estados patológicos en 

el que las células proliferan desmesuradamente e invaden tejidos vecinos» (Rojo M. Izquierdo, 1995).
El cáncer es una enfermedad de carácter genético. Sin embargo, hay dos diferencias claves entre el 

cáncer y la mayoría de las otras enfermedades genéticas. En primer lugar, el cáncer es en mayor parte, 
causado por mutaciones somáticas, mientras que otras enfermedades genéticas de mamíferos (excluyen-
do aquellas que involucran genes mitocondriales) son causadas por mutaciones en la línea germinal. En 
segundo lugar, el cáncer no surge de una única mutación sino de la acumulación de varias mutaciones 
(Vogelstein & Kinzler, 1993).

La transmisión de las alteraciones de unas células cancerosas a sus células progenie no implica que 
el desarrollo de un cáncer en un individuo sea heredable por su descendencia. De hecho, ésto ocurre 
sólo en un muy pequeño porcentaje de casos, que depende del tipo de cáncer. Es decir, que el cáncer 
no puede considerarse como una enfermedad hereditaria. 

Sólo cuando las mutaciones o cambios en los genes aparecen en las células de la línea germinal, éstas 
se transmiten a la descendencia. Ello ocurre, por ejemplo, en un 5-10% de los cánceres de mama, en los 
que como consecuencia de la transmisión de versiones alteradas de genes que han sido identificados 
como originarios de cánceres de seno (BRCA1 y BRCA2), múltiples mujeres de una familia padecen esta 
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enfermedad durante generaciones. Existen otros defectos genéticos hereditarios en los que se transmite 
una predisposición a desarrollar un tipo específico o bien múltiples tipos de cánceres. Un ejemplo de la 
primera situación es el Xeroderma Pigmentosum, en el que los individuos que padecen este síndrome 
tienen un riesgo muy elevado de padecer cánceres de piel como consecuencia de la mutación de genes 
encargados de reparar los daños causados por la luz ultravioleta en el DNA celular. Por el contrario, 
individuos con la enfermedad de Li-Fraumeni sufren con muy alta frecuencia cánceres de distintos tipos 
(sarcomas, mama, cerebrales, leucemias y otros) debido a la mutación de un gen (p53) que controla la 
proliferación celular actuando como un freno al crecimiento incontrolado (Ponder B.A., 2001).

El mayor descubrimiento en la biología del cáncer ha sido que la tumorigenicidad es un proceso de 
múltiples etapas asociado con la acumulación de alteraciones genéticas en las células somáticas (Caldas, 
1998). En el caso de tumores hereditarios, el primer evento de carcinogénesis ocurre en las células ger-
minales, el cual es seguido por mutaciones en las células somáticas (Heim S. and Mitelman F., 1987).  

Este proceso de múltiples etapas ha sido comparado con la evolución darwiniana dentro del microcos-
mos de los tejidos vivos, en los cuales las unidades de selección son las células. Una célula que posea 
características ventajosas (características que favorecen la supervivencia y proliferación) es seleccionada 
para convertirse en progenitora de una población sucesora de células que eventualmente dominará la 
masa tumoral (Bernard & Weinberg, 2002). 

Se estima que entre tres y siete mutaciones son requeridas para la conversión maligna de una célula 
normal (Weinberg, 1989).  

Acorde con esta idea, los tumores crecen por un proceso de evolución clonal dirigido por mutación. 
La primera mutación podría resultar en una expansión limitada de la progenie de una única célula. Una 
de estas células podría luego adquirir una segunda mutación, permitiendo tal vez, el crecimiento de un 
pequeño tumor benigno. Una célula de este tumor benigno podría experimentar una tercera mutación, y 
formar un tumor avanzado compuesto por células progenitoras con tres mutaciones. Eventualmente, la 
célula acumulará un número suficiente de mutaciones para hacerse maligna, permitiendo invadir tejidos 
vecinos y metastatizar a otros órganos (Vogelstein & Kinzler, 1993).

Muchos tipos de cáncer son diagnosticados en la población con una incidencia dependiente de la 
edad (Renan, 1993). El hecho que la mayoría de los cánceres ocurra en personas de edad avanzada 
se explica por las décadas requeridas para acumular el número de mutaciones necesarias para causar 
malignidad (Vogelstein & Kinzler, 1993). 

Los tumores son el resultado de una deficiencia en los mecanismos que controlan la proliferación y 
muerte celular. Las mutaciones que dirigen el desarrollo tumoral se originan en proto-oncogenes y genes 
supresores de tumores (Pegg, 1999). 

Varios procesos dirigen la activación oncogénica o la inactivación de genes supresores de tumores. 
Todos resultan en un cambio de la secuencia original del ADN. Lengauer y col. (1998) agrupan las alte-
raciones mutacionales que afectan los genes que controlan el crecimiento celular en cuatro categorías, 
proporcionando así las bases genéticas del cáncer humano:
1.	 Cambios en la secuencia del ADN
2.	 Alteraciones en el número de cromosomas 
3.	 Translocaciones cromosómicas 
4.	 Amplificaciones génicas

Además de estas aberraciones, hay crecientes evidencias de que la metilación del ADN puede ser un 
método alternativo en la inactivación génica (Versteeg, 1997). Estos procesos epigenéticos involucran la 
adición de grupos metilo a citosinas presentes en islas CpG (agrupaciones de citosinas y guaninas que 
preceden los genes) dentro de regiones promotoras de un gen. La metilación dentro del promotor está 
asociada fuertemente con el silenciamiento de la expresión génica (Jones & Laird, 1999). Los patrones 
aberrantes de metilación inactivan estos genes reprimiendo la transcripción y promoviendo así la tumo-
rigénesis (Baylin & Herman, 2000).

Todas estas alteraciones genéticas dan lugar a un vasto genotipo de células cancerosas que mani-
fiestan seis esenciales alteraciones en la fisiología celular y que colectivamente dictan un crecimiento 
maligno (Hanahan & Wainberg, 2000): 
1.	 Autosuficiencia de señales de crecimiento
2.	 Insensibilidad a señales inhibitorias del crecimiento 
3.	 Evasión a la muerte celular programada (apoptosis)
4.	 Ilimitado potencial replicativo
5.	 Angiogénesis sotenida
6.	 Invasión y metástasis.
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2. Clasificación y nomenclatura:
La proliferación descontrolada de un grupo de células dentro de un tejido, origina un tumor o neoplas-

ma, una masa celular diferenciable del resto (Rojo M. Izquierdo, 1995). 
A nivel biológico y clínico, la clasificación más importante de los tumores se encuentra entre tumores 

benignos y malignos, de los cuales, sólo éstos últimos son considerados como propiamente cancerosos 
(Rojo M. Izquierdo, 1995). 

Un tumor benigno es un crecimiento localizado. Este crecimiento puede producir compresión de tejidos 
normales adyacentes.  Los tumores benignos son encapsulados, y por lo general, crecen más lentamente 
y no constituyen una amenaza para la vida, a menos que interfieran con el funcionamiento normal de un 
órgano –bloqueándolo-, como en el caso del intestino, o comprimiendo áreas vitales, como en el cerebro 
(Mastorides S, Maronpot R., 2002).

Los tumores malignos crecen rápidamente, y se caracterizan por su invasividad (Mastorides S, Ma-
ronpot R., 2002). Suelen tener distintos grados de anaplasia, es decir, son menos diferenciados que el 
tejido normal equivalente (Ruddon, 1995). El aumento del tamaño del núcleo celular (incremento de la 
relación núcleo/citoplasma), la variación del tamaño y de la forma celular, y la presencia de alto número 
de mitosis, algunas aberrantes, son caraterísticas de una neoplasia maligna (Franks, 1997). El crecimiento 
maligno es desorganizado y puede diseminarse dentro de órganos adyacentes o por metástasis a sitios 
distantes a través de la vía sanguínea o a través de la circulación linfática (Maronpot R., 1998). 

Las áreas necróticas presentes en algunos neoplasmas malignos se producen cuando el crecimiento 
neoplásico es tan grande que el abastecimiento de sangre existente no alcanza (Maronpot R., 1998).

La adquisición de una ventaja para el crecimiento de las células cancerosas puede a menudo tener 
graves implicaciones para el tejido normal circundante. La fuerte competencia por el espacio y los nutrientes, 
provocan la destrucción de las estructuras normales, lo cual puede producir consecuencias desastrosas 
cuando ocurre en órganos vitales (Ruddon, 1995). 

En el ser humano, se han reconocido y clasificado más de 200 tipos diferentes de cáncer agrupados 
según su origen embriológico. La mayoría de estas neoplasias pueden dividirse en tres grandes grupos: 
carcinomas, sarcomas y leucemias/linfomas (Rojo M. Izquierdo, 1995). 

Los carcinomas se originan a partir de células epiteliales de origen ectodérmico y/o endodérmico, como 
por ejemplo células que cubren la superficie del cuerpo o de varias glándulas entre otros. Los sarcomas 
se desarrollan en estructuras de soporte como el tejido conectivo y vasos sanguíneos (mesodermo), 
mientras que las leucemias y linfomas se originan a partir de células sanguíneas de la médula ósea y de 
nódulos linfáticos (mesodermo), respectivamente (Franks & Teich, 1997). 

Los cánceres también se clasifican basándose en el órgano donde se originan y/o el tipo de célula 
involucrada. Por ejemplo, los carcinomas de ovario y de mama se originan en ovario y mama, respec-
tivamente, y el término carcinoma denota cáncer de células epiteliales. Tal convención ha permitido la 
clasificación de los tipos de cánceres conocidos (Ruddon, 1995).

Por otro lado, también existen neoplasias donde se reconocen dos o más tipos de tejido, tal es el 
caso, de los teratomas, considerados por lo tanto, tumores mixtos (Dehner LP, et al., 1990). El teratoma 
es un tumor compuesto por tejidos de diferentes órganos provenientes de las tres capas germinales: 
ectodermo, mesodermo, endodermo. Por eso, el tumor presenta estructuras como hueso, dientes, gra-
sa, piel, pelo, tejido cerebral, etc. Es una verdadera neoplasia porque tiene tejidos formados por más de 
una capa germinal y es un tumor extraño al órgano donde se ha encontrado (Novak ER, Lambrou CD, 
Woodruff JD, 1975). 

El grado de transformación histológica también permite hacer subdivisiones dentro de muchos tipos 
de tumores; por ejemplo, pueden subdividirse en grados I, II, III, y IV, según su citología, morfología y 
malignidad (Rojo M. Izquierdo, 1995).

3. Cáncer de pulmón

3.1. Etiología del cáncer de pulmón
El cáncer de pulmón es la principal causa de muerte por neoplasias malignas en todo el mundo (Schrei-

ber, Gilbert, Mc Crory, Douglas, 2003), y persiste como un desafío para la medicina, porque a pesar de 
los avances en las técnicas de diagnóstico y en los recursos terapéuticos, continúan siendo magros los 
resultados del tratamiento, evidenciados por las pocas curaciones con relación a la cantidad de enfermos 
asistidos. Ello se debe en buena parte a que en los últimos años no hubieron sensibles respuestas a los 
intentos de reducir la exposición a carcinógenos, y también a que no mejoró la detección del tumor en una 
etapa temprana, lo cual hubiera podido aumentar la curabilidad, pero por sobre todo a que todavía no se 
cuenta con la solución apropiada para esta patología (Pradier R., Salas C., Krichuk R., Loria D., 2000).
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El cáncer de pulmón se desarrolla cuando las células normales del pulmón presentan algún daño 
genético que eventualmente conduce a una proliferación descontrolada (Spitz, M. 

R., Wei, Q., Dong, Q., Amos, C. I., Wu, X., 2003). La mayoría de las mutaciones genéticas se deben a la 
exposición ambiental a carcinógenos, incluyendo virus y químicos, régimen alimienticios y factores físicos. 
El humo del cigarrillo contiene más de 4000 químicos, y se sabe que 55 de ellos son carcinógenos (Yuspa 
S, Shields P., 2001). En efecto, el 90% de los casos de cáncer pulmonar se relacionan con el cigarrillo, 
y muy pocos no fumadores desarrollan cáncer de pulmón.  El cáncer de pulmón se considera una de las 
enfermedades más prevenibles, ya que la abstinencia al cigarrillo y el dejar de fumar, reduce su incidencia. 
Sin embargo, si el 100% de los fumadores dejaran de fumar inmediatamente, nuevos casos de cáncer 
pulmonar aparecerían durante muchos años ya que el desarrollo de la enfermedad requiere un tiempo 
prolongado (Greenlee R, Hill-Harmon M, Murray T, Thun M., 2001). Si bien el cigarillo es el carcinógeno 
más importante para el desarrollo del cáncer de pulmón, se han identificado varios factores químicos y 
ambientales que pueden producir el daño genético que conduce a esta patología. Las estadísticas reflejan 
que son muchos los factores que contribuyen a su desarrollo (Adams, M.L. 2000):
1.	 Cigarrillos: más del 85% de los casos de cáncer pulmonar ocurren en personas que son o fueron fu-

madoras. La relación entre el cáncer de pulmón y el cigarrillo es debido a los carcinógenos presentes 
en el tabaco.

La probabilidad de que un fumador desarrolle cáncer de pulmón se ve afectada por la edad a la que se 
empezó a fumar, por el tiempo que la persona ha fumado, el número de cigarrillos fumados al día y la 
fuerza con la que inhala el fumador (Holford T.R., Z. Zhang, T. Zheng, and L.A. McKay, 1996).

2.	 Humo de tabaco en el ambiente: la posibilidad de desarrollar cáncer de pulmón aumenta con la ex-
posición al humo de tabaco en el ambiente, es decir al humo presente en el aire cuando otra persona 
está fumando. Este tipo de exposición se llama fumar de segunda mano o fumar en forma pasiva o 
involuntaria. La Agencia de Protección Ambiental de EEUU ha estimado que en este país mueren por 
año 3000 personas de cáncer de pulmón debido a la exposición pasiva (Satcher D., 2001).

3.	 Carcinógenos ambientales: existe asociación entre la incidencia de cáncer de pulmón y la exposición a 
asbestos, radón, arsénico, cromo, níquel, hidrocarburos aromáticos policíclicos (naftalenos, florantenos, 
benzopirenos, etc), radiación ionizante (rayos-x), radiación gamma, hollín, alquitrán, aceites minera-
les, etc. (Mueller, L.M., M.M. Hynes, H. Li, and F. Amadeo. 1989-1998; Melloni, B., A. Vergnenegre, P. 
Lagrange, and F. Bonnaud, 2000).

4.	 Factores genéticos: si bien todas las personas se hallan expuestas a carcinógenos no todas desarrollan 
cáncer. Mientras que muchos de los fumadores crónicos nunca desarrollan cáncer de pulmón, un número 
significante de personas que no están expuestas a factores de riesgo desarrollan la patología. Esto se 
debe a que los genes determinan cuán susceptible es la persona al daño genético,  qué tan capaz es 
de reparar el daño ocurrido, y qué tan bien el sistema inmune detecta y destruye células cancerosas 
(Au, W.W., H.Y. Oh, J. Grady, S.A. Salama, and M.Y. Heo, 2001; Forgacs, E., S. Zochbauer-Muller, E. 
Olah, and J.D. Minna, 2001).

5.	 Edad: la edad puede contribuir al riesgo personal de cáncer de pulmón ya que los daños genéticos 
tienden a acumularse. Las células acumulan múltiples defectos genéticos antes de convertirse en 
cancerosas. Además, el sistema inmune trabaja menos efectivamente con el incremento de la edad. 
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3.1. Clasificación de los carcinomas broncógenicos
El cáncer de pulmón también es denominado cáncer broncopulmonar o carcinoma broncogénico. 

Estos términos permiten identificar a cualquier tumor maligno de estirpe epitelial originado en el epitelio 
de revestimiento o glandular del árbol bronquial, quedando excluidos los tumores benignos, los mesenqui-
máticos, los pleurales, los metastásicos y otros que aunque comprometen a tejidos del tórax se propagan 
desde territorios vecinos (Pradier R., Salas C., Krichuk R., Loria D., 2000).

Clínicamente el cáncer de pulmón se divide en dos tipos principales: cáncer de pulmón de células 
pequeñas –SCLC- (small cell lung cancer), y cáncer de pulmón de células no pequeñas –NSCLC- (non-
small cell lung cancer). Muy raras veces los cánceres de pulmón tienen características de los dos tipos. 
Estos cánceres se conocen como cánceres mixtos de células pequeñas/grandes. Cada tipo de cáncer 
de pulmón tiene características biológicas únicas siendo diferentes las respuestas a las distintas terapias 
(Ginsberg R, Vokes E, Rosenweig, K., 2001).

1.	 Cáncer de pulmón de células pequeñas (SCLC): este tipo de cáncer es responsable de entre 20% 
y 25% de todos los cánceres de pulmón. Otros nombres para el cáncer de células pequeñas son 
cáncer de células en grano de avena, carcinoma indiferenciado de células pequeñas y carcinoma 
neuroendocrino mal diferenciado (Hinson J, Perry M, 1993).

2.	 Cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC): este es el tipo más común y es el responsable 
de entre 75% y 80% de los cánceres de pulmón. Dentro de este grupo hay tres subtipos (Carney DN, 
Hansen HH, 2000):
a.	 Adenocarcinoma (incluyendo el carcinoma bronquioalveolar)
b.	 Carcinoma de células escamosas 
Carcinoma indiferenciado de células grandes
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Cáncer de pulmón de células pequeñas:
Este tipo de cáncer se caracteriza por crecer más rápidamente que el NSCL (cáncer de pulmón de 

células no pequeñas), y puede extenderse a los ganglios linfáticos y a otras partes del cuerpo como los 
huesos, el cerebro, las glándulas suprarrenales y el hígado. Por lo general, empieza en los bronquios en 
la dirección central de los pulmones. 

El cáncer de pulmón de células pequeñas casi siempre es causado por el consumo de tabaco. Es muy 
raro que una persona que no fume desarrolle un cáncer de este tipo (Hinson J, Perry M, 1993).

Adenocarcinoma (cáncer de pulmón de células no pequeñas):
El adenocarcinoma es responsable aproximadamente del 40% de los cánceres de pulmón en EEUU, 

y aproximadamente del 55% de los NSCLSs (cánceres de pulmón de células no pequeñas). Es la forma 
más común de cáncer de pulmón en la mujer y en el hombre que nunca fumaron, y en personas menores 
de 50 años.

Las células del adenocarcinoma tienen apariencia glandular. La mayoría de estos tumores producen 
un fluido abundante denominado mucina. No se ha determinado con certeza aún los factores que son 
causantes de este tipo de cáncer, pero algunos de ellos incluyen: cambios en los hábitos de fumar, pa-
trones alimenticios, factores ambientales y factores ocupacionales (Kreyberg L, Liebow AA, Uehlinger 

Carcinoma de
células pequeñas

Adenocarcinoma
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Carcinoma de
células
escamosas

Carcinoma indiferenciado de células grandes

Carcinoma de células escamosas (cáncer de pulmón de células no pequeñas):
El carcinoma de células escamosas –SCC- (squamous cell carcinoma) es también conocido como 

carcinoma epidermoide, y es la forma más común de cáncer de pulmón en el hombre que es fumador o 
que lo fue. El SCC es responsable de aproximadamente el 25-30% de los cánceres de pulmón de EEUU, 
y es más frecuente en hombres y en personas de aproximadamente 65 años de los dos sexos. 

Estos tumores, a menudo, producen una sustancia llamada keratina, la cual puede verse bajo mi-
croscopio. El SCC usualmente comienza a desarrollarse en alguna de las grandes vías aéreas. Como 
consecuencia, estos tumores tienden a localizarse en el área central del pulmón (Kreyberg L, Liebow AA, 
Uehlinger EA, 1981).

Carcinoma indiferenciado de células grandes (cáncer de pulmón de células no pequeñas):
Las células del carcinoma de células grandes –LCC- (large cell carcinoma) se caracterizan por estar 

altamente indiferenciadas, y presentar una apariencia inmadura. Este tipo de cáncer constituye entre el 
10% y el 15% de los cánceres de pulmón en EEUU. Puede desarrollarse en cualquier parte del pulmón 
y su pronóstico es generalmente menos favorable que las otras formas de NSCL (cáncer de pulmón de 
células no pequeñas) ((Kreyberg L, Liebow AA, Uehlinger EA, 1981).
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3.1. Epidemiología del cáncer de pulmón
El cáncer de pulmón constituye actualmente la causa más frecuente de mortalidad por enfermedad 

neoplásica en los países del mundo occidental, tanto en hombres como mujeres. Se estima que, analiza-
das globalmente las muertes por cáncer, aproximadamente el 35% de ellas obedecen a cáncer pulmonar 
(Vaporciyan AA, Swisher SG. 2000).

En Europa Occidental ocasiona el 29% de muertes en el varón y 9% de muertes en la mujer. Los 
datos en EEUU indican 160.000 fallecidos por año (28% de todas las muertes). En 1987 las muertes por 
cáncer de pulmón en la mujer superaron a las producidas por cáncer de mama, y el 31% de las muertes 
por cáncer en el hombre son debidas al cáncer de pulmón. Este causa más muertes que los tres tipos 
más comunes de cáncer juntos (cáncer de colón, 48.100 muertes; cáncer de mama, 40.000 muertes; y 
cáncer de próstata, 30.200 muertes) (Jemal A, Thomas A, Murray T, et al., 2002).

La importancia del cáncer de pulmón en relación a otras neoplasias puede verse en la siguiente figura 
donde se representa la incidencia y mortalidad de distintos tumores en EEUU durante el año 1999 (Ame-
rican Institute for Cancer Research/World Cancer Research Fund. Food, Nutrition and the Prevention of 
Cancer: A Global Perspective. American Institute for Cancer Research, Washington, 1997).

El gran incremento de la tasa de incidencia del cáncer de pulmón entre fumadores continuará creciendo 
hasta que dejen de fumar. A partir de este momento, la tasa de incidencia permanecerá constante por 
muchos años en ex fumadores (Peto J., 2001).

Las estimaciones para el 2005 indican que el cáncer de pulmón provocará 450.000 muertes, lo cual 
significa que casi 8 de los 10 casos de cáncer de pulmón resultarán en muerte (Darby S., 2003).
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En Argentina, la tasa anual de mortalidad por cáncer de pulmón para el período 1997-2001 resultó de 
35 por cada 100.000 habitantes entre el sexo masculino y de 6.9 para el sexo femenino (Atlas de Mortali-
dad por Cáncer, Argentina 1997-2001). Lamentablemente, en nuestro país la prevalencia de tabaquismo 
continúa siendo elevada, por lo que el mayor esfuerzo para la prevención debe concentrarse en alentar 
la cesación del hábito de fumar. En la última década, se observó que el tabaquismo se incrementó prin-
cipalmente en el sexo femenino y entre los más jóvenes (12 a 15 años), con una prevalencia de un 16% 
en estos últimos. La etapa de transición entre la infancia y la adolescencia es particularmente vulnerable 
y la edad de inicio se encuentra en los 12 años (Unión Antitábaquica Argentina (UATA)-Epidemiología 
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Debido a que la gran mayoría de los cánceres de pulmón son atribuibles al cigarrillo, eliminando este 
riesgo, por ejemplo mediante campañas de prevención dirigidas especialmente a jóvenes, se reduciría su 
incidencia. Por otro lado, la detección temprana de esta enfermedad es fundamental ya que los índices 
de sobrevivencia son mayores en pacientes con estadíos tempranos, y los avances en el tratamiento de 
la misma son escasos (Mountain CF., 1997). 

4. Invasión tumoral

4.1. Proceso metastático
La metástasis es la mayor causa de morbilidad y muerte en pacientes con cáncer. Las modalidades 

de tratamiento como cirugía, quimioterapia, y radioterapia, pueden curar aproximadamente el 50% de 
los pacientes que desarrollan un tumor maligno. La mayoría de los pacientes en tratamiento, mueren por 
los efectos directos de la metástasis o por las complicaciones asociadas con el tratamiento de la misma 
(Liotta, 1986).

La transición desde el crecimiento tumoral in situ hasta la formación de la metástasis se define por la 
habilidad de las células tumorales en el sitio primario, para invadir el tejido local y atravesar las barreras 
tisulares que les permitirán colonizar vasos sanguíneos y linfáticos, facilitando su diseminación. El proceso 
de metástasis no es azaroso (Fidler, 1990). Es una cascada de pasos secuenciales e interrelacionados, 
cada uno de los cuales involucra múltiples interacciones entre el tumor y los tejidos del hospedador, las 
cuales incluyen adhesión, angiogénesis y proteólisis (Folkman, 1986). Las células tumorales metastási-
cas deben abandonar el tumor primario e invadir el tejido del hospedador. Deben entrar en la circulación, 
sobrevivir en ella, arrestarse en el lecho vascular distante, y extravasar en el intersticio de un órgano y/o 
su parénquima (Liotta et al., 1980). Sólo un pequeño número de células tumorales inician exitosamente 
colonias metastásicas. Consecuentemente, como describen Fidler y Hart (1982), la metástasis puede ser 
vista como una competencia altamente selectiva, que favorece la supervivencia de las células tumorales 
metastásicas que preexisten dentro del tumor primario original. No todas las células que abandonan el 
tumor primario puedan dar lugar a una metástasis debido en parte, a que fracasan al completar algún paso 
de este proceso. La complejidad de la patogénesis metastásica explica en parte, la causa por la cual este 
proceso es ineficiente. Por ejemplo, la presencia de células tumorales en la circulación no implica que 
ocurrirá metástasis, porque la mayoría de las células tumorales que entran en la corriente circulatoria son 
rápidamente eliminadas. Menos del 1% de las células tumorales que entran en la circulación son viables, 
y menos del 0.1% de estas células sobreviven para producir metástasis (Fidler, 1990).

Cada paso del proceso metastásico puede ser limitante: una falla o una insuficiencia en alguno de 
ellos, puede detener el proceso entero (Poste & Fidler, 1979). 

Las metástasis pueden localizarse en diferentes nódulos linfáticos, órganos viscerales, y en varias 
regiones del mismo órgano, complicando así sus tratamientos. Además, el ambiente específico del órga-
no puede modificar la respuesta de las células tumorales a la terapia sistémica y alterar la eficiencia de 
agentes anticancerosos (Fidler, 1990). 

La mayor barrera en el tratamiento de las metástasis es la heterogeneidad biológica de las células 
cancerosas en los neoplasmas primarios y secundarios. Esta heterogeneidad se evidencia en un amplio 
rango de características genéticas, bioquímicas, inmunológicas y biológicas. Se observa por ejemplo, 
cambios en la expresión de receptores celulares de superficie, enzimas, así como también cambios en el 
cariotipo, morfologías celulares, propiedades de crecimiento y habilidad para invadir y producir metástasis 
(Nicolson, 1984). La presencia de subpoblaciones de células tumorales que proliferan en el mismo tumor 
exhibiendo un potencial metastásico heterogéneo se ha confirmado en muchos laboratorios con un amplio 
rango de tumores experimentales de distintos orígenes histológicos (Fidler, 1978; Heppner G., 1984).

La búsqueda de los mecanismos que regulan el patrón metastásico comenzó hace un siglo atrás. En 
1889, Paget cuestionó si la distribución de la metástasis era un hecho aleatorio. Él analizó setescientas 
treinta y cinco autopsias de mujeres con cáncer de mama, y el patrón metastásico hallado, le sugirió que 
el proceso no fue aleatorio sino más bien que las células tumorales (la «semilla») tuvieron una afinidad 
específica por el medio ambiente de determinados órganos (el «suelo»). La metástasis se produjo sólo 
cuando la «semilla» y el «suelo» resultaron compatibles (Fidler, 2002). 

En 1929, James Ewing puso en duda la teoría «semilla y suelo» de Paget, proponiendo que la dise-
minación metastásica ocurre por factores puramente mecánicos que son el resultado de la estructura 
anatómica del sistema vascular (Fidler, 2002). 

Sugarbaker (1979) y Weiss (2000) revisaron los datos experimentales de los sitios de preferencia de las 
metástasis producidos en neoplasmas humanos diferentes. Ellos concluyeron que la metástasis regional 
podría ser atribuida a consideraciones anatómicas y mecánicas, como la circulación venosa eferente o 
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el drenaje linfático a los nódulos linfáticos, pero los subsecuentes eventos de proliferación y crecimiento 
son influenciados por las células de un órgano específico.

Observaciones clínicas de pacientes con cáncer y estudios experimentales de tumores en ratones 
revelaron que los tumores producen metástasis a órganos específicos independiente de la anatomía 
vascular, proporción de flujo sanguíneo, y número de células enviadas a cada órgano (Fidler, 1970). Por 
consiguiente, la mera presencia de células tumorales viables en un órgano particular no siempre predice 
que las células proliferarán para producir metástasis (Nicolson, 1988). Estudios realizados por Hart y Fidler 
(1980), confirmaron que los sitios de metástasis no están sólo determinados por las características de las 
células neoplásicas sino también por el microambiente del tejido del hospedador.  

En principio, los pasos y eventos requeridos para la formación de una metástasis son los mismos en 
todos los tumores. La mayoría de los pasos en la formación de una metástasis son los siguientes (Fidler, 
1990):
1.	 Transformación: es el proceso por el cual la célula acumula mutaciones en genes específicos, como 

protooncogenes y genes supresores de tumores. Una vez ocurrida esta transformación, el crecimiento 
de células neoplásicas debe ser progresivo. 

2.	 Angiogénesis: consiste en una amplia vascularización que debe ocurrir cuando la masa tumoral excede 
los dos milímetros de diámetro. La síntesis y secreción de varios factores angiogénicos juegan un rol 
clave en el establecimiento de una red capilar desde el tejido circundante del hospedador. 

3.	 Invasión: implica la adquisición por parte de las células tumorales de la capacidad de escapar del 
tumor primario y de atravesar la matriz extracelular que delimita el tumor primario del tejido conjuntivo 
adyacente. Entre los aspectos implicados, se encuentran la ruptura de las interacciones celulares, el 
traspaso de la membrana basal, y la infiltración en el tejido normal circundante del hospedador.

4.	  Intravasasión y circulación: es la penetración de las células tumorales al torrente sanguíneo y a los 
vasos linfáticos. Una vez en la circulación, las células tumorales deben evitar la destrucción, y escapar 
de la vigilancia del sistema inmune.

5.	 Arresto mecánico: ocurre cuando las células tumorales que sobreviven en la circulación sanguínea, 
se alojan en pequeños vasos, y suelen secretar factores químicos que estimulan la producción de 
plaquetas, las cuales se agregan en torno a las células tumorales y forman émbolos. Esto ayuda a 
las células cancerosas a unirse y sobrevivir dentro de la circulación. Así, el arresto dentro de los va-
sos sanguíneos ocurre por la adhesión de células cancerosas que se agregan a las plaquetas de los 
capilares endoteliales de los órganos.  

6.	 Extravasasión: consiste en el escape de las células tumorales desde los vasos sanguíneos, e involu-
cra tres eventos: 1) la adhesión de las células tumorales al revestimiento endotelial, 2) la retracción 
de las células endoteliales seguida por  la adhesión de las células tumorales a la membrana basal, y  
finalmente, 3) la destrucción de ésta. Luego de la extravasación, las células cancerosas deben migrar 
a su nueva localización, lo cual requiere la producción continua de proteasas para digerir la matriz. 
Además, los péptidos liberados durante la proteólisis actúan como factores quimiotácticos para atraer 
a otras células cancerosas al lugar.

7.	 Proliferación de células tumorales, metástasis, y metástasis secundarias:. La proliferación de las células 
cancerosas en su nuevo sitio, está inicialmente confinada a una pequeña región en torno a los vasos 
sanguíneos. Este crecimiento ocurre bajo la influencia de factores de crecimiento producidos localmen-
te, y debido a la difusión de oxígeno desde la sangre. A medida que el tumor aumente su tamaño, se 
deberán formar nuevos vasos sanguíneos que puedan abastecerlo con los nutrientes esenciales y con 
oxígeno. Para producir lesiones apreciables, la metástasis debe desarrollar un circuito vascular, evadir 
el sistema inmune del hospedador, y responder a factores específicos que influyen su crecimiento. 
Una vez que ésto se produjo, las células pueden invadir el estroma del hospedador, penetrar en los 
vasos sanguíneos, y entrar en el torrente circulatorio para producir metástasis secundarias, llamadas 
«metástasis de metástasis».



Tesinas                           Rol de los mastocitos en la tumorigenicidad de una línea de adenocarcinoma...

21

4.2. Angiogénesis
La angiogénesis es la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de pequeños capilares ya 

preexistentes en tejidos y órganos.  Este fenómeno acompaña algunos procesos fisiológicos como la 
cicatrización de heridas, los cambios morfológicos observados dentro de los órganos reproductivos de 
la mujer durante el ciclo menstrual, y la formación de placenta en el embarazo (Eliseenko VI, Skobelkin 
OK, Vhegin VM & Degtiarev MK, 1998). 

En 1963, Folkman y colaboradores, observaron la existencia de neovascularización durante la forma-
ción y crecimiento de tumores sólidos. La formación de nuevos vasos sanguíneos dentro de neoplasmas, 
provee a los tejidos tumorales de oxígeno y componentes energéticos básicos, y es un proceso complejo 
que involucra vías de señalización molecular y la participación de diferentes tipos celulares como células 
del sistema inmune y células endoteliales (Hanahan, 1999; Liekens, 2001). Uno de los primeros eventos 
observados durante 

la angiogénesis, es la extravasación y migración de células del sistema inmune en respuesta a citokinas 
secretadas por las células tumorales. A través de la secreción de factores proangiogénicos adicionales, 
las células del sistema inmune amplifican la señal proangiogénica que difunde dentro del tejido circun-
dante. La respuesta de las células endoteliales a las señales proangiogénicas es la secreción de enzimas 
especializadas llamadas metaloproteasas de matriz que digieren las fibras de colágeno presentes en la 
membrana basal. Esto crea una fisura a través de la cual las células endoteliales pueden migrar esti-
muladas por el TAF (factor angiogénico tumoral), produciendo en su trayecto de migración, una matriz 
extracelular que se ensambla dentro de una membrana basal organizada, dirigiendo así la formación de 
nuevos vasos sanguíneos  funcionales (Orme ME, Chaplain MA, 1996).
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Los estudios sobre el rol de la angiogénesis en el curso de la carcinogénesis, han demostrado que la 
formación de nuevos vasos es el punto de cambio después del cual un pequeño tumor que no excede 
1-2 mm3 en tamaño (carcinoma in situ), se transforma en un gran neoplasma que metastatiza a tejidos 
próximos y también puede metastatizar a distancia (Folkman, 1995).

En 1972, Folkman propuso como hipótesis que los tumores sólidos son angiogénicos dependientes. 
Luego de subsecuentes modificaciones, esta idea fue enunciada en términos simples: una vez formado 
el tumor, todo incremento en la población de células tumorales debe ser precedido por un incremento de 
nuevos capilares que convergen sobre el tumor. Esta hipótesis fue respaldada por experimentos en los 
cuales las células tumorales se separaron de sus lechos vasculares para prevenir la neovascularización. 
Los tumores detuvieron su crecimiento a un pequeño tamaño de 1 ó 2 mm3, pero reasumieron rápidamente 
el crecimiento cuando se permitió la vascularización (Folkman & Klagsbrun, 1987).

El análisis histológico y ultraestructural de los vasos tumorales han revelado la existencia de pronun-
ciadas diferencias entre éstos y vasos normales en tejidos maduros. Estas diferencias incluyen integridad 
y composición de la membrana basal, y diferencias en la permeabilidad. Debido a la discontinuidad de la 
membrana basal, los vasos tumorales son permeables y fácilmente penetrados por células cancerosas 
que entran en alta proporción (Kohn EC, Liotta LA, 1995).

Se ha determinado que el estímulo clave que provoca la angiogénesis es un defecto en el aparato 
genético de células mutadas, lo cual resulta en la formación del llamado fenotipo angiogénico (Pepper, 
1997; Gasparani, 1999). Como resultado de mutaciones en oncogenes, se produce una constante y exce-
siva producción de factores de crecimiento angiogénicos, los cuales estimulan a las células endoteliales 
a migrar y a proliferar. En cambio, mutaciones y deleciones en genes supresores de tumor conducen a 
la síntesis alterada de proteínas endógenas, que en condiciones normales tienen como función la inhi-
bición de la angiogénesis. Por lo tanto, ésta es el resultado de un desbalance entre factores pro y anti 
angiogénicos, en particular de una disminución en la producción de proteínas inhibitorias (Stepien H., 
Kolomecky, Pasieka, Komorowski, Stepien T. & Kuzdak, 2002). 

El proceso de angiogénesis puede ser dividido en tres pasos, los cuales ocurren paralelamente al 
proceso de invasión de células tumorales: 1) proliferación de células endoteliales, 2) ruptura de la mem-
brana basal, y 3) migración de células endotelialies. La inducción de este proceso es mediado por factores 
angiogénicos liberados por células tumorales y por células del hospedador, y depende del balance neto 
de reguladores positivos y negativos (Folkman, 1996). Las células inflamatorias del hospedador, inclui-
das linfocitos, neutrófilos, fibroblastos, macrófagos y mastocitos, que son reclutados y activados por las 
células tumorales, vía un mecanismo parácrino, actúan sinérgicamente con estas últimas secretando los 
mismos u otros factores (Ribatti et al., 2001).

4.2.1.	 Factores angiogénicos y antiangiogénicos
Entre las proteínas angiogénicas, las más importantes son el factor de crecimiento del endotelio vas-

cular VEGF (vascular endotelial growth factor), el factor de crecimiento fibroblástico básico bFGF (basic 

Vascularización de un tumor, penetrado por capilares.
Para soportar el crecimiento tumoral, el sistema vascular se restaura continuamente.



Tesinas                           Rol de los mastocitos en la tumorigenicidad de una línea de adenocarcinoma...

23

fibroblast growth factor), y el factor de crecimiento del hepatocito HGF (hepatocyte growth factor) (Kohn, 
Liotta 1995).

El VEGF es el mayor regulador de la neovascularización fisiológica y patológica (Ferrara, Davis-Smith, 
1997). Estimula a las células endoteliales a degradar la matriz extracelular, migrar, y formar estructuras 
tubulares in vitro. Es un regulador de la permeabilidad vascular in vivo, lo cual es considerado de gran 
importancia para el inicio de la angiogénesis (Senger DR, Van de Water I, Brown LF, et al.,1993). La su-
pervivencia de la célula endotelial en los nuevos vasos formados es dependiente del VEGF; consistente 
con este rol de supervivencia celular, el VEGF también induce la expresión de proteínas anti-apoptóticas 
en las células endoteliales (Shweiki D., Itin A., Sofer D., et al., 1992). 

La transcripción del mRNA del VEGF es inducida por una gran variedad de factores de crecimiento 
y citokinas. La presión de oxígeno tisular regula los niveles de VEGF: la hipoxia induce rápida y reversi-
blemente la expresión de VEGF incrementando la transcripción y estabilización del mRNA (Shweiki D., 
Itin A., Sofer D., et al., 1992). 

La sobreexpresión de VEGF se ha encontrado en un gran número de líneas celulares de cáncer hu-
mano (Blood CH & Zetter BR, 1990).

El FGF constituye una amplia familia de factores de crecimiento relacionados. El miembro más carac-
terizado es el bFGF, un polipéptido con una potente función angiogénica. Está implicado en el crecimiento 
de las células musculares lisas y células endoteliales, en la proliferación de células epiteliales y fibroblas-
tos, en la diferenciación de células endoteliales y musculares, y en la angiogénesis (Shing Y, Folkman J, 
Sullivan R., et al., 1984). La actividad angiogénica del bFGF y del VEGF pueden ser sinergísticas (Kohn 
EC, Liotta LA, 1995). 

El bFGF y el VEGF, entre otros factores proangiogénicos, pueden unirse a la heparina en la matriz 
extracelular y en la superficie celular, lo cual les confiere protección de las enzimas proteolíticas capaces 
de degradarlos, pudiendo formar así un reservorio de factores de crecimiento (Folkman J, Shing Y; 1992; 
Powers CJ, McLeskey SW, Wellstein A 2000). Dado que la heparina -uno de los principales mediadores 
de los mastocitos (MC)-, facilita la formación de estos complejos resistentes al clivaje proteolítico, a través 
de ella, se favorece el proceso angiogénico.

El HGF es secretado por fibroblastos y es mitogénico para células epiteliales y endoteliales. Tiene 
una gran afinidad con el heparán sulfato y está implicado en la regeneración tisular, la cicatrización de 
las heridas y la angiogénesis (Van Belle E, Witzenbichler B, Chen D et al., 1998).

Del grupo de factores inhibidores de la angiogénesis con aproximadamente 40 miembros, los más 
importantes son la angiostatina, endostatina y trombospondina-1 (Stepien HM, Kolomecki K, Pasieka Z, 
Komorowski J, Stepien T, Kuzdak K., 2002). 

La trombospondina-1, una glicoproteína, es uno de los componentes esenciales de la matriz extracelular. 
Produce efectos antiproliferativos y proapoptóticos en las células endoteliales. Su síntesis es regulada por 
el gen p53. La mutación de este gen altera la transcripción del mRNA de la trombospondina, e incrementa 
la angiogénesis (Dameron KM, Volpert OV, Tainsky MA & Bouck N, 1994).

La angiostatina, inhibe selectivamente la proliferación de células endoteliales a la vez que induce 
apoptosis en éstas (Claesson-Welsh L, Welsh M, Ito N, Anand-Apte B, Soker S, Zetter B, O’Reilly M, 
Folkman J., 1998). También, inhibe la migración de células endoteliales a través de la matriz extracelular 
(Stack MS, Gately S, Bafetti LM, Enghild JJ, Soff GA, 1999). 

La endostatina, por su lado, induce apoptosis en las células endoteliales a través de una marcada dis-
minución de proteínas antiapoptóticas, e inhibe la invasión de células endoteliales a través de un bloqueo 
de la actividad catalítica de la metaloproteinasa de matriz (MMP-2) (Kim YM, Jang JW, Lee OH, Yeon J, 
Choi EY, Kim KW, Lee ST, Kwon YG., 2000).

Muchos de los inhibidores de la angiogénesis, debido a su rol potencial en el tratamiento de cáncer, 
han sido objeto de investigación de experimentos en fase clínica I/II. En los últimos años, se demostró 
que la terapia con angiostatina o endostatina produce casi la supresión completa de la angiogénesis 
inducida por el tumor, lo cual muestra una fuerte actividad antitumoral (Bergers G, Javaherian K, Lo KM, 
Folkman J, Hanahan D, 1999).

4.2.2.	 Rol de los mastocitos y la heparina en la angiogénesis
Los mastocitos se acumulan en situaciones normales y patológicas donde se desarrollan procesos 

angiogénicos y su migración quimiotáctica al sitio de neovascularización es inducida por factores de cre-
cimiento como SCF (factor de cremiento de células progenitoras), VEGF (factor de crecimiento vascular 
endotelial), EGF (factor de crecimiento epidérmico), bFGF (factor de crecimiento fibroblástico básico), y 
PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas). Los mediadores químicos liberados por los mas-
tocitos, especialmente proteasas, degradan la matriz del tejido conectivo y proveen un espacio para la 
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formación de nuevos vasos (Hiromatsu Y, Toda S, 2003).
Existen evidencias que mediadores de los mastocitos, como histamina, heparina, enzimas colagenolí-

ticas (quimasa, triptasa y MMPs) que degradan la matriz extracelular, potentes citokinas proangiogénicas 
(cuatro isoformas del VEGF, bFGF. TGF-beta, TGF-alfa e IL-8) pueden, individualmente o sinérgicamente, 
estimular la angiogénesis (Norrby K, 2002).

La angiogénesis tumoral disminuye en ratones deficientes de mastocitos (W/Wv) implantados con 
células de melanoma B16BU6, habiendo una correlación entre el número de mastocitos y la densidad de 
microvasos en muchos tumores (Starkey JR, Crowle PK, Taubenberger S, 1988).

Kessler y Folkman implantaron tumores en la membrana corio-alantoidea del embrión de pollo y en-
contraron incrementada 40 veces la cantidad de mastocitos en torno al tumor implantado antes de que 
arribaran nuevos capilares (Kessler DA, Langer RS, Pless NA, Folkman J, 1976). Subsecuentemente, 
Azizkhan y Zetter encontraron que el lisado de mastocitos o su medio condicionado pudo estimular la 
locomoción de células endoteliales in vitro. Todos los productos de los mastocitos fueron testeados y 
sólo la heparina pudo estimular la locomoción de células endoteliales capilares y sustituir al lisado de 
mastocitos o su medio condicionado (Azizkhan RG, Azizkhan JC, Zetter BR, Folkman J, 1980). Cuando 
pequeñas cantidades de heparina (6-25 ìg) se agregaron al embrión de pollo, el porcentaje de crecimiento 
capilar (estimulado por el extracto tumoral) aumentó significativamente (Taylor S, Folkman J, 1982). Una 
fracción no coagulante de la heparina tuvo un efecto similar (Rosenberg RD, Lam L., 1979). A partir de 
estos experimentos se puede pensar que alguna parte de la molécula de heparina actúa como regulador 
positivo de la angiogénesis (Folkman, 1986). Klagsbrun y Shing, encontraron que la heparina o fragmentos 
de ella pueden unir selectivamente en la superficie de células endoteliales vasculares, mitógenos celu-
lares endoteliales que son también angiogénicos (Shing Y, Folkman J, Sullivan R, Butterfield C, Murray 
J, Klagsbrun M.Shing Y, 1984). Estudios realizados por Vlodavsky (1990) y colaboradores, demostraron 
que la actividad angiogénica de la heparina es mediada por la interacción con FGF (Vlodavsky I, Corner 
G, Ishai-Michaeli R, et al., 1990). La heparina puede liberar bFGF de la matriz extracelular, y este factor 
de crecimiento actúa como un fuerte mitógeno de células endoteliales (Bashkin P, Doctrow S, Klagsbrun 
M, et al., 1989). 

4.3. Matriz extracelular
La matriz extracelular (MEC) es una malla fibrilar altamente organizada, que entre otras funciones, 

sirve como sustrato para la adhesión celular y la migración. También mantiene la integridad tisular, regu-
la la difusión molecular y transferencia de estímulos. Además, la MEC forma un microambiente celular 
dinámico, el cual juega un importante rol en la determinación del fenotipo celular (Boudreau N, and M.J. 
Bissell, 1998; Streuli, C., 1999). 

La MEC está formada por colágenos, glicoproteínas de adhesión como fibronectina y laminina, pro-
teoglicanos, y glicosaminoglicanos (Aumailley M., and B. Gayraud, 1998; Zagris N., 2001). A través de 
sus componentes media la información desde y hacia las células, modulando la función de factores de 
crecimiento/citoquinas y otros factores regulatorios incluyendo la producción de enzimas y sus inhibidores 
(Lehti, K., Lohi, J., Valtanen H., Keski-Oja, J. 1998).

La MEC incluye la membrana basal (MB) y el estroma intersticial. El estroma intersticial está formado 
en los distintos tejidos por células de tejido conectivo como fibroblastos, osteoblastos, condrocitos, y ma-
crófagos, específicos de cada uno de ellos. Presenta además, una malla de fibras proteicas –colágeno 
y elastina- embebidas en sustancia amorfa (Aumailley M., and B. Gayraud, 1998). La MB, por su parte, 
separa las capas de células epiteliales y endoteliales de las células subyacentes del estroma. Al micros-
copio electrónico está formada por dos capas laminares: la que está vecina a las células y se denomina 
lámina rara o lúcida, y la segunda capa que se denomina lámina densa y se asocia a una tercera capa 
llamada lámina fibroreticular que contiene fibrillas colágenas, la cual es continua con el estroma inters-
ticial. (Tryggvason, K; M. Hoyhtya, and T. Salo. 1987). Los cuatro tipos predominantes de moléculas de 
la MB son el colágeno tipo IV, perlecan (proteoglicano de heparan-sulfato) laminina y entactina, además 
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Matriz extracelular
1) glucosaminoglucanos, proteoglucanos y glicoproteínas; 2) fibras de colágeno; 3) elastina; 
4) mastocito; 5) macrófago; 6) fibroblasto; 7) axones terminales; 8) capilar; 9) membrana 
basal; 10) células epiteliales.
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En condiciones normales, la MB y el estroma intersticial, forman una barrera relativamente impermea-
ble a células y macromoléculas. Sin embargo, en el sitio de contacto de la MEC con un tumor invasivo, 
ésta es digerida por enzimas proteolíticas liberadas por el tumor, permitiendo el pasaje de células y ma-
cromoléculas. Durante la transición del carcinoma in situ al invasivo, las células neoplásicas penetran la 
membrana basal e ingresan en el estroma intersticial. Una vez allí, tienen acceso a los vasos linfáticos y 
sanguíneos, para diseminarse a distancia. La infiltración celular de la matriz, depende indudablemente, 
de múltiples factores que incluyen propiedades de las células infiltrantes y de las células del hospedador, 
como así también propiedades de la matriz en sí misma (Liotta, 1986).

Se ha postulado una hipótesis de tres pasos para describir la secuencia de eventos bioquímicos que 
ocurren durante la invasión de células tumorales a la matriz extracelular. El primer paso es el anclaje de 
células tumorales vía sus receptores de superficie, los cuales se unen específicamente a los componentes 
de la matriz como laminina y fibronectina. Luego, las células tumorales ancladas, secretan enzimas hidro-
líticas (o inducen a las células del hospedador a secretar enzimas) las cuales pueden degradar localmente 
la matriz (incluyedo la degradación de componentes de anclaje). La lisis de la matriz se localiza en una 
región cercana a la superficie de la célula tumoral. Finalmente, el tercer y último paso es la migración de 
las células tumorales hacia la región de la matriz modificada por proteólisis en respuesta a un estímulo 
quimiotáctico específico (Mc Carthey, 1985). Estos pasos se reiteran cíclicamente durante la invasión y 
son cruciales en la diseminación metastásica de células tumorales (Terranova, 1986). 

4.4. Alteraciones en la expresión de las moléculas de adhesión 
Uno de los primeros eventos en la invasión de células tumorales es la pérdida de contactos entre 

células adyacentes en el tejido tumoral por la interrupción de las asociaciones célula-célula y célula-ma-
triz extracelular. La pérdida de la cohesividad es consecuencia de la alteración de la expresión y función 
de varias moléculas de adhesión (Brodt P, Dedhar S, 1996). Estas normalmente impiden la migración e 
invasión de células dentro del estroma circundante al mantener la adhesión célula-célula y célula-ma-
triz extracelular. Moléculas asociadas a la superficie celular, como la familia de receptores de integrina, 
cadherinas, la superfamilia de las inmunoglubulinas, tienen un rol importante en la migración de células 
tumorales y pueden contribuir a la progresión de dichas células hacia la metástasis (Streit M, Schmidt R, 
Hilgenfeld RU, Kreuser ED, 1996).

Se ha demostrado que la progresión de una neoplasia requiere alteraciones en la expresión de 
moléculas de adhesión en la célula tumoral (Velasco- Velazquez, Molina-Guarneros, Oviedo, Orozco, 
Mendoza-Patiño, Mandoki, 2000). 

Mediante diversos modelos experimentales se ha estudiado la importancia de las moléculas de adhe-
sión en las neoplasias, observándose que los cambios en la expresión y/o funcionalidad de los receptores 
de adhesión intervienen en la progresión de la enfermedad. Por ello, las moléculas de adhesión han sido 
señaladas como blancos para el desarrollo de terapias neoplásicas (Velasco- Velazquez, et al., 2000).

La información actual muestra que las moléculas de adhesión no sólo se expresan en forma anormal 
en los tumores, sino que participan activamente en su crecimiento y desarrollo, e inclusive algunas de ellas 
les confieren el potencial metastásico. Por lo tanto, su caracterización puede contribuir a la comprensión 
de algunos de los mecanismos que emplean las células tumorales y que no sólo pueden tener importancia 
en el diagnóstico como marcadores de malignidad, sino que también son relevantes en el tratamiento, al 
permitir inhibir los procesos relacionados con la formación de metástasis (Roa Iván E , et al.,  2001). 

4.4.1.	 Cadherinas:
Las cadherinas son glicoproteínas de membrana, capaces de mediar la adhesión célula-célula en 

una manera dependiente de calcio. Las cadherinas expresadas en la superficie de células adyacentes 
se unen entre sí (unión homotípica), para mantener las células juntas y conservar la arquitectura tisular; 
además participan en el desarrollo de órganos y vasos, y en la cicatrización de heridas (Roa Iván E, et 
al., 2001). 

Las cadherinas fueron nombradas de acuerdo al tipo de células que las expresan: E-cadherina se 
encuentra en células epiteliales, la N-cadherina en tejido neural, y la P-cadherina en placenta (Gumbiner 
BM, 1996).

La región citoplasmática (extremo carboxilo terminal) de las cadherinas está conectada al citoesqueleto 
de actina mediante proteínas de la familia de cateninas. Los complejos cadherina-catenina, además de 
favorecer la fuerte adhesión entre células, están involucrados en la generación de señales que regulan la 
proliferación y migración (Guilford P., 1999). Existe evidencia que indica que las alteraciones en los com-
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Modelo del arreglo molecular en la adhesión mediada por el complejo cadherina-catenina. 
Las cadherinas se expresan como dímeros en la superficie celular e interactúan con otros 
dímeros de células vecinas. La adhesión mediada por cadherinas depende de la asociación 
de éstas con el citoesqueleto de actina. La unión es proporcionada por un grupo de tres 
proteínas llamadas cateninas; la beta-catenina o gamma-catenina se fija directamente al 
dominio citoplasmático de las cadherinas y a la alfa-catenina mediante su extremo amino-
terminal. La alfa-catenina interactúa de manera concertada con otras proteínas y se fijan a 
los filamentos de actina.

Siendo la mayoría de las neoplasias de origen epitelial, los cambios de expresión y funcionalidad de 
la E-cadherina han sido los más reportados. Se ha postulado que la adhesión mediada por E-cadherina 
actúa como un sistema que suprime la invasión; por ello se prevee que la reducción en la expresión de 
esta molécula aumenta la capacidad metastásica (Velasco- Velazquez, et al., 2000). 

La expresión de E-cadherina es menor en las metástasis que en los tumores primarios, en todos los 
tipos histológicos con excepción del adenocarcinoma; esto puede indicar que los mecanismos celulares 
que favorecen la progresión son diferentes en el adenocarcinoma (Bohm M., et al., 1994; Shibanuma 
H., 1998).

La pérdida de la expresión de E-cadherina, precede a la disminución de la expresión de á-catenina 
(Toyoyama H, et al., 1999); esta reducción en la expresión también se asocia con un aumento en la invasión 
local y con el estado patológico (Shibanuma H, et al., 1998). En un estudio con muestras de carcinomas 
de células no pequeñas de pulmón se encontró que los niveles de expresión de â-catenina también se 
correlacionaban con los de E-cadherina. La baja expresión de â-catenina se asocia a la presencia de 
metástasis y a un pronóstico desfavorable (Retera JM., et al., 1998). 	

Utilizando modelos murinos, se ha demostrado que las células tumorales con baja expresión de E-ca-
dherina y â-catenina incrementan su capacidad de penetrar a la circulación vascular y de generar metás-
tasis (Akimoto T, et al., 1999). También, la expresión reducida de E-cadherina en el carcinoma de mama 
es un indicador de baja sobrevivida (Charpin C., et al., 1998). Por otro lado, en el carcinoma colorrectal 
y gástrico se ha demostrado que una expresión reducida de E-cadherina y á-catenina se relaciona con 
el aumento del potencial invasor de las células tumorales (Hebbar M, et al., 1998). 

En base a todas estas observaciones, es posible afirmar que la supresión de la expresión de E-cadherina 
es uno de los principales eventos moleculares responsables de la disfunción en la adhesión célula-célula. 
La mayoría de los tumores tienen una arquitectura celular anormal, y pierden la integridad tisular lo cual 
puede dirigir la invasión local. Así, la pérdida de función de la proteína supresora de tumor E-cadherina se 
correlaciona con un incremento de la invasividad y metástasis tumoral, por lo cual el gen que la codifica 
es referido como un gen «supresor de la invasión» (Bussemakers MJG., et al., 1994).

4.4.2.	 Integrinas:
Las integrinas constituyen una familia de glicoproteínas de superficie que funcionan como receptores 

a moléculas de MEC o como moléculas de adhesión célula-célula. Estos receptores están formados por 
dos subunidades transmembrana, una subunidad á y una subunidad â. La unión entre ambas subunidades 
es de tipo no covalente (Roa Iván E, et al., 2001). 



Tesinas                           Rol de los mastocitos en la tumorigenicidad de una línea de adenocarcinoma...

28

La adhesión entre las células y la matriz esta mediada esencialmente por las integrinas: son 
las principales clases de moléculas de adhesión celular que interaccionan entre la célula y la 
matriz (aunque las selectinas y proteoglicanos también intervienen en la fijación). Las integri-
nas están compuestas por dos subunidades diferentes (heterodímeros) que toman el nombre 
de alfa (con 16 tipos diferentes) y beta (con ocho tipos diferentes), lo cual permite un gran 
número de combinaciones. Aquí se muestra el receptor de fibronectina (á5â1), el cual tiene 
un sitio de unión a fibronectina en la cara explasmática de la membrana, y un sitio de unión 
a talina en la cara citoplasmática de la membrana. En ésta y otras integrinas, la subunidad 
alfa está dividida en dos segmentos que se mentienen juntos por una unión bisulfuro.

Las integrinas participan en la agregación plaquetaria, inflamación, reacción y respuesta inmune, 
cicatrización de heridas y en la patogénesis de las metástasis tumorales (Pignatelli M, et al., 1994; Tang 
DG, Honn KV, 1994-1995; Miyasaka M., 1995). 

Originalmente clasificadas como â1, â2 y â3, en la actualidad se ha demostrado que existen al menos 
ocho cadenas â, dieciseis cadenas á, y por lo menos, veintidos heterodímeros (Hynes RO., 1992; Imhof BA, 
et al., 1995).  La especificidad del ligando es el resultado de la combinación de los dominios extracelulares 
de ambas cadenas. La mayoría de las integrinas reconocen moléculas de MEC como laminina, colágeno, 
fibronectina o vitronectina; la secuencia peptídica Arg-Gly-Asp (RGD) contenida en estas moléculas se 
ha identificado como uno de los sitios de unión a integrinas (Ruoslahti E, 1996). Otras integrinas (sobre 
todos las â2) pueden participar en la adhesión célula-célula, reconociendo moléculas de la superfamilia 
de las Inmunoglobulinas. Como reguladoras de la adhesión, las integrinas participan en varias etapas del 
proceso de metástasis (Velasco-Velazquez MA., et al., 1999).
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La alteración de la expresión de integrinas ha sido demostrada en algunas neoplasias epiteliales como 
el carcinoma de piel (Van Duinen CM., et al., 1994), ovario (Cannistra SA., et al., 1995), mama (Zutter 
MM., et al., 1995), colon (Agrez MV., et al., 1994), etc. 

El nivel de expresión de la integrina á5â1 (receptor de fibronectina) ha mostrado ser de valor pronóstico 
en diferentes tipos de neoplasias; en general, se acepta que la pérdida de esta integrina está asociada 
con un alto riesgo de recurrencia y con la disminución en la supervivencia de los pacientes, por lo que el 
gen que codifica para este receptor ha sido considerado como un gen supresor de tumores. Sin embar-
go, estudios recientes en pacientes con melanomas malignos sugieren que la sobreexpresión de este 
gen se correlaciona con la progresión tumoral. También en otros tipos de cáncer se ha asociado esta 
sobreexpresión con un fenotipo maligno. Por lo tanto, estos resultados son contradictorios con resultados 
previos en los cuales se encontró que el receptor á5â1 juega un rol importante en la supresión tumoral 
(Adachi M, Taki T, Higashiyama M, Kohno N, Inufusa H, Miyake M., 2000). Estas discordancias dificultan 
la identificación de los mecanismos por los cuales el receptor de fibronectina participa en el curso de la 
enfermedad (Velasco- Velazquez, et al., 2000). 

4.4.3.	 Superfamilia de Inmunoglobulinas:
Los receptores adhesivos de esta superfamilia son glicoproteínas que se caracterizan por contener en 

su porción extracelular, múltiples dominios parecidos a los de las inmunogloblulinas. Fisiológicamente, 
estas moléculas participan en las interacciones célula-célula, ya sea manteniendo unidas a células de 
igual o distinta estirpe. En general, los cambios en la expresión de estas moléculas durante la oncogénesis 
pueden favorecer la formación de grandes agregados celulares y/o interferir en la adhesión de células 
tumorales con leucocitos, alterando la respuesta inmune (Velasco- Velazquez, et al., 2000). 

Entre las moléculas más importanes de esta familia se encuentran la N-CAM, e I-CAM (Roa Iván E, 
et al., 2001). 

La molécula de adhesión de células neurales (N-CAM) es mediadora de la adhesión homotípica, man-
teniendo unidas células que expresan N-CAM (Velasco- Velazquez, et al., 2000). Existen varias isoformas 
de esta molécula, producidas por «splicing» alternativo a partir de un mismo gen; las principales son las 
de 180 kDa, 140kDa (ambas transmembranales) y 120 kDa (soluble).

Kibeelaar y colaboradores, investigaron la expresión de N-CAM en carcinomas de pulmón resecados 
quirúrgicamente mediante el uso de anticuerpos que reconocen diferentes epitopes de N-CAM. Sólo el 20% 
de los carcinomas de pulmón de células no pequeñas expresaron N-CAM, y el tiempo de sobrevida fue 
menor en pacientes con carcinoma pulmonar de células no pequeñas N-CAM positivos que en pacientes 
con carcinoma de pulmón de células no pequeñas N-CAM negativos (Kibbelaar RE, et al., 1991).  Casi 
todos los carcinomas de células pequeñas expresan N-CAM, por lo que esta molécula se ha propuesto 
como marcador diagnóstico (Ledermann JA, et al., 1994).

Tres isoformas de N-CAM: 120 kDa, 140 kDa, y 180 kDa



Tesinas                           Rol de los mastocitos en la tumorigenicidad de una línea de adenocarcinoma...

30

La molécula de adhesión intercelular 1, ICAM-1, se expresa en diferentes tipos de células, como lin-
focitos B, linfocitos T, fibroblastos, keratinocitos, y células endoteliales. 

En las neoplasias pulmonares la expresión de ICAM-1 depende del tipo histológico. En estudios in vitro 
con diferentes líneas celulares se ha reportado que en las líneas provenientes de carcinomas epidermoides 
y de carcinomas de células grandes –ambos cánceres de pulmón de células no pequeñas- se expresa 
ICAM-1 en su superficie, mientras que en las líneas provenientes de carcinomas de células pequeñas no 
se expresa este receptor (Schardt C., et al., 1993; Melis M, et al., 1996). Aparentemente, la disminución 
en la expresión de ICAM-1 favorece el proceso de metástasis. Esto explica parcialmente, la sobrevida 
mayor en los pacientes con carcinoma pulmonar de células no pequeñas (Passlick B., et al., 1996). 

Una forma soluble de ICAM-1 (sICAM-1) ha sido identificada en el suero de sujetos sanos. En diver-
sos estudios se ha analizado la expresión de sICAM-1 en sujetos con neoplasias pulmonares; en todos 
los casos se han encontrado niveles de expresión significativamente más altos en pacientes que en los 
controles sanos (Sprenger A, et al., 1997; Taguchi O, et al., 1997).  En pacientes con carcinoma pulmo-
nar de células no pequeñas se ha demostrado que existe una correlación positiva entre la concentración 
sérica de sICAM-1 con: a) el tamaño del tumor primario; (Osaki T, 1996) b) la etapa clínica; (Taguchi O, 
et al., 1997; De Vita F, et al., 1998) y c) el potencial metastásico (Grothey A., et al., 1998). Melis y cola-
boradores, investigaron la actividad biológica de ICAM-1 soluble en fluidos del compartimiento pleural en 
pacientes con cáncer. Los resultados mostraron que ICAM-1 es liberada preferentemente de la superfi-
cie celular antes de ser sintetizada de novo. La expresión de sICAM-1 es regulada por macrófagos que 
liberan ICAM-1 vía un mecanismo dependiente del TNFá. Además, ICAM-1 mostró tener un rol clave en 
la inmunosupresión, al inhibir la adhesión de linfocitos citotóxicos y células tumorales (Melis M, Pace 
Elisabetta, Siena Liboria, Spatafora Mario, Tipa Annalisa, Profita Mirella, Bonanno Anna, Vignola 
Antonio M., Bonsignore Giovanni, Mody Christopher H. and Gjomarkaj Mark, 2003).

4.4.4.	 Selectinas: 
Presentan una estructura unitaria homóloga con las inmunoglobulinas. Median las interacciones hete-

rotípicas entre células endoteliales y leucocitos, lo cual se requiere para la extravasasión al tejido blanco 
durante el proceso inflamatorio. La familia de Selectinas consta de 3 miembros: E-Selectina, L-Selectina, 
y P-Selectina (Roa Iván E, et al., 2001). 

Los tres miembros de Selectinas: L-Selectina, E-Selectina, y P-Selectina. Pertenecen a la 
familia de lectinas tipo-C (dependientes de calcio). Tienen un dominio de lectina (L) en su 
extremo amino terminal, seguido de un dominio (E) correspondiente al factor de crecimiento 
epidérmico (EGF), varios dominios regulatorios complementarios (C), un dominio transmem-
brana, y un corto domionio citoplasmático. 
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Las E-Selectinas son inducibles en el endotelio vascular bajo estimulación de citoquinas. Las L-Selec-
tinas son expresadas en casi todos los leucocitos. Las P- Selectinas si bien, se encontraron originalmente 
en plaquetas activadas, su expresión es también inducida en el endotelio vascular. Las P-Selectinas 
son almacenadas como proteínas transmembrana preformadas en gránulos citoplasmáticos, y ellas son 
translocadas a la superficie celular bajo estimulación. Los ligandos para L-Selectinas se encuentran en 
las células endoteliales mientras que los ligandos para E- y P- selectinas se hallan en los leucocitos (Imai 
Y, et al., 1991).

La E-Selectina participa en la adhesión de las células de cáncer de colon al endotelio vascular. Los 
vasos sanguíneos de los márgenes de las lesiones tumorales invasoras expresan E-Selectina y P-Se-
lectina, como así también I-CAM1 (Brummer J., et al., 1995).

Un aumento en los niveles séricos de E-Selectina guarda relación con un pronóstico desfavorable en el 
cáncer de mama (Hebbar M., et al., 1999), así como también en el cáncer pulmonar de células pequeñas 
(Tsumatori G, et al., 1999).

4.5. Citoesqueleto de actina
El citoesqueleto de actina es una red dinámica de polímeros de actina y gran variedad de proteínas 

asociadas. Sus principales funciones fisiológicas están relacionadas con la motilidad celular y los cambios 
de forma de la célula durante el ciclo celular. También participa en la organización del citoplasma para 
generar fuerzas mecánicas dentro de la célula en respuesta a diversas señales extracelulares (Schmit A, 
Hall MN. 1998; Small JV, Rother K, Kaverina I. 1999). Está involucrado en la regulación de la forma, la mo-
tilidad y la adhesión celular, por lo que alteraciones en su función contribuyen a la transformación maligna. 
Interacciona tanto con moléculas intracelulares como con los receptores de adhesión, conectando así el 
microambiente externo con el interior de la célula. Se sabe que los cambios en el citoesqueleto pueden 
modular la actividad de los receptores de adhesión y de otros oncogenes, y viceversa, participando de 
esta manera, en la progresión tumoral (Velasco-Velazquez, et al., 2000). 

En las células normales los microfilamentos de actina son muy estables, y por lo tanto, las células 
tienen muy poco movimiento; en las células cancerosas la desorganización del citoesqueleto de actina 
impide la formación de contactos célula-célula y facilita la migración. Entre las anormalidades en el cán-
cer de pulmón también se encuentran cambios en el citoesqueleto y en las proteínas asociadas a éste. 
Desde hace dos décadas se sabe que los carcinomas pulmonares metastásicos tienen un nivel de actina 
polimerizada (F-actina) disminuido y un decremento en la integridad del citoesqueleto (Bernal S, Baylin 
S, Shaper J, Gazdar A, Chen L, 1983).

Las relaciones y funciones de la actina del citoesqueleto son moduladas por vías de señalización que 
responden a estímulos que inciden sobre la membrana plasmática, especialmente sobre receptores de 
proteínas tirosina kinasa que activan a Ras. La superfamilia de proteínas Ras, dentro de las cuales se 
incluye la familia de proteínas Rho, son componentes de las vías de señalización. Algunas de las proteí-
nas de esta superfamilia o de sus reguladores resultan ser oncogénicas, y de hecho, las mutaciones o 
la sobreexpresión de estas se hallan implicadas en diferentes tipos de cáncer (Khorravi-Far R, Campbel 
S, Rossman KL, Der CJ., 1998).

4.6. Proteasas
4.6.1.	 Importancia en la invasión tumoral y clasificación

La degradación de la MEC y la migración de la célula tumoral son eventos complejos que requieren la 
producción, liberación y activación de una variedad de enzimas degradantes de la MEC. Se ha encontrado 
que existe una sobreexpresión de esas enzimas en casi todas las células del microambiente hospedador-
tumor (Dano K. Andreasen PA, Grondahl-Hansen J. 1985; Plow EF, Miles LA., 1990). 

Para que tome lugar el proceso de invasión, es necesario que ocurra no sólo una exagerada produc-
ción de enzimas por parte de las células tumorales y de las células de los tejidos adyacentes, sino que 
también se requiere una extensa lisis de los componentes de la MEC. De modo que la célula tumoral 
invasora usa la proteólisis en una forma altamente organizada, espacial y temporalmente (He CS, Wilhem 
SM, Pentland AP, 1989). 

La degradación tisular observada en procesos normales y en ciertas enfermedades es similar a la 
que ocurre en el cáncer. Sin embargo, las células tumorales pueden además: 1) inducir la producción de 
proteasas en células vecinas, a través de la secreción de citokinas y/o factores de crecimiento, y también 
inducir la producción de sustratos para las proteasas, como las formas latentes de TGF-â las cuales pueden 
ser activadas proteolíticamente por MMP-2 y MMP-9 (Yu Q, et al., 2000; Whitelock JM, et al., 1996),  2) 
producir y secretar ellas mismas sus proteasas, o bien 3) producir factores que pueden inhibir o activar 
proteasas presentes localmente (DenBesten PK, Heffernan LM, Treadwell B.,1989). 
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Las proteasas  se agrupan en cuatro familias: 
1.	 Serinoproteasas: 

Dentro de este grupo de enzimas proteolíticas se encuentran los activadores del plasminógeno, que 
convierten el plasminógeno en plasmina y desempeñan un papel importante en el proceso de coagulación. 
El sistema de la activación del plasminógeno es, además, un complejo sistema de cascada proteolítica 
que, junto a otros sistemas enzimáticos, participa en la degradación de la MEC durante los procesos de 
remodelación tisular en condiciones normales y patológicas, incluyendo la invasión cancerosa (Dano K, 
et al., 1985). Hasta el momento, se han descrito dos tipos genética e inmunológicamente diferentes de 
estas enzimas: el tipo urokinasa -uPA- (Urokinase-type plasminogen activator) y el tipo tisular -tPA- (Tissue 
plasminogen activator) (Saksela O, et al., 1988).

El uPA es una enzima que cataliza la conversión de plasminógeno en plasmina activa (Duffy MJ, 1993). 
La plasmina, una proteinasa neutra de amplia especificidad, tiene la capacidad de unirse a diferentes 
receptores de la superficie de las células tumorales (Miles LA, Plow EF, 1988) y desarrolla una amplia 
actividad fibrinolítica catalizando la degradación de diferentes componentes de la MEC incluyendo fibrina, 
fibronectina, colágeno tipo IV, vitronectina y laminina (Gravilovicc J, et al.,1989). También se ha demos-
trado que la plasmina puede activar otras enzimas proteolíticas, conduciendo a una amplificación de la 
reacción. Así pues, como resultado de la activación del uPA se produce la ruptura de una amplia variedad 
de proteínas de la MEC (Saksela O, Rifkin DB., 1988).

El uPA se sintetiza y secreta por una amplia variedad de células tumorales y estromales en forma 
de una proenzima inactiva (pro-uPA) que se une a receptores específicos de la superficie de las células 
tumorales (Dano K, et al., 1985). Tras esa unión, la proenzima puede ser activada por la plasmina y otras 
enzimas como la calicreína (Ichinose A, et al., 1986) o las catepsinas B y L (Kobayashi H, et al., 1991). 
De este modo, los receptores del uPA también son un componente esencial de la migración de la célula 
tumoral, ya que permiten la regulación continua de la actividad proteolítica en los contactos celulares 
mediante las diferentes localizaciones de uPA y sus inhibidores (Mangel WF, 1990). 

Diversos estudios sugieren que el uPA puede desempeñar un papel relevante en la progresión de 
diversos carcinomas humanos. Además, los valores intratumorales elevados de uPA han sido asociados 
con una menor supervivencia de pacientes afectados de cáncer de mama (Foekens JA, et al., 1992), 
colorrectal (Mulcahy et al.,1994), gástrico (Nekarda H, et al., 1994), pulmonar (Pedersen H et al., 1994), 
vejiga urinaria (Hasui Y, et al., 1992) y gliomas (Hsu Dw, et al., 1995). Sin embargo, la actividad resultante 
del uPA dependerá, en gran medida, del equilibrio con su inhibidor natural específico PAI-1 (plasmino-
gen activator inhibitors) también producido por las células tumorales. Se ha observado además, que los 
valores intratumorales del receptor específico para la enzima también tienen importancia en el proceso 
de invasión tumoral (Reuning U, et al., 1998). En este mismo sentido, se destacan los estudios clínicos 
que demuestran la significación pronóstica de los inhibidores de los activadores del plasminógeno –PAI- 
(plasminogen activator inhibitor). Así, en relación con el inhibidor del uPA (PAI-1) se ha descrito que, sor-
prendentemente, los valores elevados del mismo están asociados con un pronóstico adverso en el cáncer 
de mama (Jänicke F, et al., 1991) y en el de cérvix uterino (Kobayashi H, et al., 1994). Por el contrario, 
se ha señalado que los valores elevados del inhibidor del tPA (PAI-2) están asociados a un pronóstico 
favorable en el cáncer de mama (Foekens JA, et al., 1994). Aunque estos datos pueden resultar descon-
certantes, se debe considerar, que cada vez resultan más los efectos asignados a los inhibidores de las 
enzimas proteolíticas en la patología tumoral. Así, por ejemplo, se ha demostrado que el PAI-1 también 
desempeña un papel importante en la promoción de la angiogénesis, proceso que está ampliamente 
considerado como un factor de pronóstico adverso de los tumores (Montesano R, et al., 1990). Además, 
también se considera que la excesiva liberación del PAI-1 podría ser importante para la reimplantación 
de las células tumorales circulantes, teniendo en cuenta que la formación del nuevo estroma en el lugar 
de las metástasis, requiere el bloqueo temporal de la degradación de la MEC ocasionado por el uPA 
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El receptor de uPA, uPAR, está anclado en la membrana plasmática de una amplia variedad 
de células, incluyendo las células tumorales. El uPA es secretado por células normales y 
tumorales, uniéndose con alta especificidad al uPAR. Esta unión activa al uPA y centraliza 
la actividad proteolítica en la superficie celular donde el plasminógeno es convertido a plas-
mina. Los componentes de la matriz extracelular son degradados por la plasmina, facilitan-
do la migración y metástasis. El uPA y la plasmina también activan directamente algunos 
factores de crecimiento, ejerciendo un efecto mitogénico. La vitronectina interactúa con el 
uPAR, dirigiendo la activación de una cascada de señales intracelulares las cuales inducen 

Cascada proteolítica que involucra a miembros de la familia de MMPs. Debido a que las 
MMPs son generadas como proenzimas, el clivaje por proteasas activadoras es requerido 
para producir la enzima activa. Las cascadas proteolíticas involucran MMPs río arriba y río 
abajo, formando una red compleja, en la cual están presentes varios puntos regulatorios.
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1.	 Cisteínoproteasas: 
	 Son proteasas dependientes de cisteína, como la catepsina B y L. Ambas participan en la invasión y 

metástasis (Chauhan SS, Goldstein LJ., 1991). 
	 La catepsina B pese a ser una enzima lisosomal, ha sido encontrada en la membrana plasmática de 

las células tumorales y en el medio condicionado de líneas celulares cultivadas in vitro (Sloane BF, 
Hohn KV., 1982). La catepsina B no solamente es importante debido a su capacidad para degradar 
proteínas de la MEC, sino porque tiene además la capacidad de convertir tanto el pro-uPA inactivo 
como al complejo uPA - uPAR, en un uPA enzimáticamente activo en células tumorales. 

 	 Por su parte, la catepsina L tiene una alta capacidad para degradar las proteínas de la MEC, como el 
colágeno, laminina y elastina (Chauhan SS, Goldstein LJ, 1991). Sin embargo, su actividad proteolítica 
es más alta que la de la catepsina B, pues esta enzima tiene también la capacidad de activar al pro-
uPA (Goretzki L. SchmittM., 1992). 

2.	 Asparticoproteasas: 
	 Son proteasas dependientes de aspartilo, como la catepsina D que es una enzima lisosomal (Roche-

fort H, et al., 1990). Estudios in vitro realizados por Jhonson y colaboradores (1993), han mostrado 
una correlación entre los niveles de catepsina D y la conducta invasiva de algunas líneas celulares de 
mama. También se ha hallado que la sobreexpresión de la catepsina D puede estimular la proliferación 
celular en focos de micrometástasis en ratones (Liaudet E, Derocq., 1995). Los estudios experimentales 
sugieren que la catepsina D puede facilitar el crecimiento de las células tumorales en sitios distantes 
a través de: 1) la inactivación de inhibidores de crecimiento, 2) activación de factores de crecimiento, 
o 3) a través de su interacción con receptores para factores de crecimiento (Garcia M., 1996).

3.	 Metaloproteasas: 
	 Denominadas también metaloproteasas de matriz (MMPs), son un grupo de enzimas dependientes de 

zinc que degradan moléculas de la MEC, proteoglicanos, glucoproteínas y varios tipos de colágeno 
(Okada A, Bellocq JP, Rouyer N., 1995). 
Las metaloproteasas son producidas por una gran variedad de células y son secretadas en una forma 

inactiva (pro-metaloproteasas) (Fessler LI, Duncan KG, Fessler JH., 1984). Originariamente, las MMPs 
fueron consideradas importantes casi exclusivamente en la invasión y metástasis; sin embargo, estudios 
recientes revelaron que las MMPs están involucradas en varios pasos de la progresión tumoral del cáncer. 
Estas enzimas y sus mecanismos de acción -degradación de proteínas- regulan varios comportamientos 
de relevancia en la biología del cáncer como crecimiento de células tumorales, diferenciación, apoptosis, 
migración e invasión, regulación de la angiogénesis tumoral y vigilancia inmune (Egeblad M., Werb Z, 
2002). 

Por su importancia en la progresión tumoral, sus características serán explicadas en el siguiente 
apartado. 

4.6.2.	 La familia de metaloproteasas de matriz  (MMPs)
Más de 21 MMPs humanas y sus homólogas en otras especias, pueden clivar cualquier componente 

de la MEC. Históricamente fueron divididas en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y matrilisinas 
en base a su especificidad por los componentes de la MEC. Sin embargo, como la lista de sustratos de 
MMPs ha crecido, se ha adoptado para su denominación un sistema secuencial de numeración, y las 
MMPs son ahora agrupadas de acuerdo a su estructura (Egeblad M, Werb Z, 2002).

Existen ocho clases estructurales diferentes de MMPs: cinco son secretadas y tres son MMPs de tipo 
membrana (MT-MMPs) (Egeblad M., Werb Z, 2002). Estas están covalentemente unidas a la membrana 
celular, sin embargo las MMPs secretadas, también pueden localizarse en la superficie celular uniéndose 
a integrinas (Brooks, PC et al.,1996) o al receptor CD44 (Yu, Q & Stamenkovic I., 2002), o a través de 
interacciones con la superficie celular asociándose a proteoglicanos heparan sulfato, colágeno tipo IV o 
al inductor de MMPs (EMMPRIN) el cual puede estimular la síntesis de MMPs en fibroblastos (Stemlicht 
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Las MMPs pueden facilitar la metástasis y la angiogénesis de las células                          tu-
morales. Adaptado de Opdenakker, G. & J. Van Damme (1992).

Tabla I. Clasificación de las MMPs en base a su estructura

Enzima	 Clasificación	 Pseudónimos	 Peso Molecular	 Sustratos de	 Sustratos
	 Numérica Nº	 	 (latente/activa)	 colágeno	 adicionales
MMP-1	 3.4.24.7	 Colagenasa-1, 	 55000/45000	 I, II, III, VII, VIII, X	Aggrecan,
		  Colagenasa intersiticial,			   gelatina,
		  Colagenasa tisular			   MMP-2 y 9
MMP-2	 3.4.24.24	 Gelatinasa de 72kDa	 72000/66000	 I, II, III, IV, V, VII,	 Aggrecan, 
		  Gelatinasa A		  X, XI	 Elastina, 
					     Fibronectina, 
					     Gelatina, Laminina, 	
					     MMP-9 y 13
MMP-3	 3.4.24.17	 Procolagenasa	 57000/45000	 II, III, IV, IX, X, XI	 Aggrecan, 
		  Estromelisina-1			   Elastina, 
					     Fibronectina, 
					     Gelatina, Laminina, 	
					     MMP-7, 8 y 13
MMP-7	 3.4.24.33	 Matrilisina,Proteasa 	 28000/19000	 IV,X	 Aggrecan,
		  PUMP-1Metaloproteasa 			   Elastina, 
		  uterina			   Fibronectina,
			     		  Gelatina, 		
						      Laminina,
					     MMP-2 y 9
MMP-8	 3.4.24.34	 Colagenasa-2,	 75000/58000	 I, II, III, V, VII, VIII,
		  Colagenasa neutrofílica,		   X	 Aggrecan, 
		  Colagenasa PMNL			   Elastina, 
					     Fibronectina, 
					     Gelatina, Laminina
MMP-9	 3.4.24.25	 Gelatinasa de 92 kDa	 92000/86000	 IV, V, VII, X, XIV	 Aggrecan,
		  Gelatinasa B	  		  Elastina, 
					     Fibronectina, 
					     Gelatina
MMP-10	 3.4.24.22	 Estromelisina-2	 57000/44000	 III, IV, V	 Aggrecan,
		  Transina-2	  		  Elastina, 
					     Fibronectina, 
					     Gelatina, 
					     Laminina, MMP-1 
					     y 8
MMP-11		  Estromelisina-3	 51000/44000		  Aggrecan, 		
					     Fibronectina, 
					     Laminina
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MMP-12	 3.4.24.65	 Metaloproteasa 	 54000/45000	 IV	 Elastina,
		  macofágica,MME, HME	 y 22000		  Fibronectina, 
					     Gelatina, Laminina
MMP-13		  Colagenasa-3	 60000/48000	 I,II, III, IV	 Aggrecan, 
					     Gelatina
MMP-18		  Colagenasa- IV 
		  de Xenopus	 70000/53000	 	
MMP-19		  Estromelisina-IVRASI	 54000/45000		  Fibronectina. 	
						      Aggrecan, 
					     Laminina,
MMP-20		  Enamelisina	 54000/22000		  Aggrecan, 
					     Amelogenina
MMP-23		  CA-MMP			 
MMP-26		  Matrilisina-2	 28000/19000	 IV	 Gelatina, 
					     Fibronectina
MMP-28		  Epylisina			 
MT1-MMP		  MMP-14, Metaloproteasa 	 66000/56000	 I, II, III	 Aggrecan, 
		  tipo membrana-14			   Elastina, 
					     Fibronectina, 
					     Gelatina, Laminina, 	
					     MMP-2 y 13
MT2-MMP		  MMP-15 Metaloproteasa 	 72000/60000		  Fibronectina,
		  tipo membrana-15	  		  Gelatina, Laminina, 	
					     MMP-2
MT3-MMP		  MMP-16 Metaloproteasa 
		  tipo membrana-16	 64000/52000		  MMP-2
MT4-MMP		  MMP-17 Metaloproteasa 
		  tipo membrana-17	 57000/53000		  Fibrina, Gelatina
MT5-MMP		  MMP-24	 -  / 62000		
MT6-MMP		  MMP-25, Leucolisina		  IV	 Gelatina, 
					     Fibronectina, 
					     Laminina-1

Estructura proteica de las MMPs
(Egeblad & Werb, 2002)
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Las MMPs pueden ser divididas dentro de ocho grupos estructurales diferentes, cinco de 
los cuales son MMPs secretadas y tres son MMPs tipo membrana (MT-MMPs). Las MMPs 
secretadas incluyen: MMPs con un dominio mínimo, MMPs que contienen un dominio de 
hemopexina simple, MMPs que se unen a gelatina, MMPs secretadas activadas por furina, 
MMPs con un inserto para vitronectina, mientras que las MMPs unidas a membrana incluyen 
MMPs transmembrana tipo I, MMPs unidas a glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) y MMPs trans-
membrana tipo II (Egeblad & Werb, 2002).
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4.6.2.1. Regulación y activación de las MMPs
En la actualidad, se sabe que las MMPs tienen diferentes sitios de regulación: a) a nivel transcripcional, 

a través de factores de crecimiento y citokinas (Birkedal-Hansen H, Moore WG, 1993), b) a nivel post 
transcripcional, por cambios en la estabilidad del ARNm (Schontal A, Herlich P, Rahmsdorf HJ., 1988), 
y c) a nivel post traduccional, a través de la activación de la forma latente secretada. Asimismo, pueden 
también ser inhibidas por sustancias endógenas conocidas como inhibidores tisulares de las metalopro-
teasas (TIMPs) (Brown PD, Kleiner DE, Unsworth EJ., 1993).

La regulación transcripcional es el punto de control más importante para determinar la expresión de 
la metaloproteasa latente. Sin embargo, los mecanismos reguladores extracelulares pueden finalmente 
controlar el nivel de actividad en términos de degradación de MEC. Con frecuencia, la activación de la 
enzima se lleva a cabo por una activación autocatalítica que da lugar a la pérdida de un péptido amino 
terminal (Browner MF, Smith WW, Castelahno AL., 1995).

Las MMPs pueden ser activadas in vitro por diversos agentes entre ellos los detergentes, los compuestos 
organomercuriales y las enzimas proteolíticas como plasmina, tripsina, calicreína y estromelisina.  Inde-
pendientemente de cuál sea el agente activador, éste debe ser capaz de inducir un cambio conformacional 
en la molécula de la proenzima para que puedan interactuar con la molécula de zinc.  Esta interacción 
finalmente activa a la proenzima (Liotta LA, Goldfard RH, Brundage R., 1981). 

4.6.2.2. Sustratos de las MMPs
El clivaje de componentes de la MEC por MMPs puede generar fragmentos con nuevas funciones, 

por ejemplo el clivaje de laminina-5 y colágeno tipo IV da lugar a la exposición de sitios crípticos que 
promueven la migración (Xu, J et al., 2001).

Las MMPs también pueden tener como sustratos receptores de factores de crecimiento y moléculas 
de adhesión celular. Por ejemplo, el receptor 1 del factor de crecimiento fibroblástico (FGFR1) es clivado 
por la MMP-2 (Levi et al, 1996). Los dominios extracelulares de los receptores son liberados, y pueden 
funcionar como receptores señuelos para sus respectivos ligandos (Egeblad, Werb, 2002). El clivaje de 
E-cadherina y CD44 produce la liberación de los fragmentos de los dominios extracelulares de estas 
moléculas de adhesión, y como consecuencia se produce un aumento del comportamiento invasivo. Por 
su parte, el clivaje de la subunidad áV de la integrina por la MMP-14 aumenta la migración de las células 
tumorales (Deryugina, Ratnikox, Postnova, Rosanov & Strongin, 2001). 

Finalmente, las MMPs clivan y activan sus propias formas inactivas, y también clivan otras MMPs e 
inhibidores de proteasas como las serpinas (Stemlicht M D & Werb Z, 2001). 

4.6.2.3. Sistema de inhibición de las MMPs
La función de las MMPs es regulada por inhibidores de metaloproteasas presentes naturalmente en 

el microambiente celular, los denominados inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs) (Tanaka K, 
Iwamoto Y. 1995).  Estos inhiben específicamente formas activas de MMPs, y en algunos casos, formas 
latentes de MMPs. Cualquier alteración en este balance puede conducir a situaciones patológicas en 
los tejidos. Las MMPs activas también pueden ser inactivadas por á-macroglobulinas, particularmente la 
á-2macroglobulina (Sottrup-Jensen, 1989).

Los TIMPs son moléculas producidas por las mismas células que sintetizan las MMPs o por células 
vecinas, hecho que permite controlar la proteólisis pericelular en situaciones normales. La familia de 
inhibidores de MMPs incluye: el TIMP-1, el TIMP-2, el TIMP-3 y el TIMP-4; todos ellos tienen una amplia 
especificidad para inhibir MMPs (Taylor KB, Windsor LJ, Caterina NCM, 1996). Actualmente, a los dos 
primeros se los ha asociado con la invasión y metástasis en el cáncer. Los inhibidores tisulares se unen 
con alta afinidad en una relación molar 1:1 a MMPs activas, con lo que originan una pérdida de la actividad 
proteolítica (Will H, Atkinson SJ, Butler G, 1996).

El papel de los TIMPs en los procesos de invasión y metástasis aún no es claro, ya que en algunos 
estudios experimentales los TIMPs favorecen la progresión del cáncer: TIMP-1 y -2 pueden inhibir la 
apoptosis de la célula tumoral, TIMP-2 y -3 pueden promover el crecimiento de la célula tumoral, y TIMP-1 
puede promover la angiogénesis (Wang Z, Juttermannn, Soloway, 2000).  

Varios estudios clínicos muestran que altos niveles de TIMP-1 y TIMP-2 se correlacionan con un mal 
pronóstico. Estudios in vitro han mostrado que TIMP-1 y 

TIMP-2 son mitógenos para una amplia variedad de células (Hayakawa T. Yamashita K, Ohuchi E, 
1994).

Evidencias experimentales han demostrado una unión selectiva para el TIMP-1 y TIMP-2 en la su-
perficie celular. Sin embargo, a la fecha no han sido aislados ni caracterizados los supuestos receptores 
para esos inhibidores (Corcoran ML, Stetler-Stevenson WG, 1995).
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5. Los Mastocitos 

5.1. Introducción
La acumulación de mastocitos (MC) se ha descripto en varias condiciones inflamatorias incluyendo 

artritis reumatoide y desórdenes alérgicos como asma (Robbye-Ryen, M. and M. Brown, 2002). También se 
ha encontrado que el aumento de crecimiento de algunos tumores y su capacidad invasiva está asociada 
con la acumulación de MC (Dimitriaudou, V. and M. Koutsilieris, 1997; Ribatti, D., et al., 2001).

En nuestro laboratorio se observó que el número de MC peritumorales aumenta a medida que el tumor 
progresa, pero el papel que desempeñan aún no se conoce complemetamente (Lauria de Cidre, 1990).

Los MC fueron descubiertos en 1863 por F. Von Recklinghausen, y fueron denominados por Paul Ear-
lich en 1876 como mästzellen (proveniente del alemán «mastig»= bien alimentado) debido a los gránulos 
citoplasmáticos característicos de estas células (Ehrlich, P., Beiträge, 1878). Algunos años después Elie 
Metchnikoff sugirió que los MC podrían contribuir a la defensa del hospedador por su capacidad fagocí-
tica. Si bien los MC pueden fagocitar, esta es una habilidad principalmente concerniente a macrófagos y 
neutrófilos (Mekori, Y.A. and D.D. Metcalfe, 2000; Arock, M., et al., 1998).

La principal función de los MC probablemente es regular las funciones vasculares al iniciarse la res-
puesta inflamatoria, y activar otras células (Mekori, Y.A. and D.D. Metcalfe, 2000). 

Los MC son una de las principales células efectoras del sistema inmune, y tienen un rol clave en la 
fase aguda de las reacciones alérgicas mediadas por Ig-E (Mekori, Y.A. and D.D. 

Metcalfe, 2000). Además de los desórdenes patológicos relacionados con la hipersensibilidad inmediata 
dependiente de Ig-E, los MC intervienen en la remodelación de tejidos, cicatrización de heridas, condi-
ciones fibróticas, formación de vasos sanguíneos, respuesta del hospedador a parásitos y desórdenes 
inflamatorios crónicos y agudos (Kitamura, Y., et al., 1977). 

Cuando los MC son activados, liberan sus gránulos citoplasmáticos que contienen mediadores infla-
matorios y otros compuestos. Estos mediadores preformados inducen rápidamente la vasodilatación, la 
permeabilidad vascular y la contracción del músculo liso bronquial. La activación de los MC y la subse-
cuente exocitosis de los gránulos, es seguida por la producción y secreción de citoquinas y otros factores 
que dirigen la infiltración leucocitaria y la inflamación local (Mekori, Y.A., 2000).

5.2. Origen, maduración y localización de MC
En 1991 se demostró que los MC humanos se originan de células madre hematopoyéticas CD34+ 

residentes en la médula ósea. Estas células también dan origen a otras células hematopoyéticas como 
los linfocitos, eritrocitos, plaquetas, neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y basófilos (Kirshenbaum, A.S., 
et al., 1991). 

Árbol hematopoyético que muestra la diferenciación de células madre pluripotenciales 
hacia los diferentes linajes de células sanguíneas maduras vía progenitores intermediarios 
(Sundström, M; 2001).
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Reclutamiento de los MC durante su desarrollo. Los progenitores de los MC son reclutados 
desde la médula ósea hacia el tejido y hacia los sitios de inflamación dentro del tejido (Ol-
sson, Niclas; 2003.)

5.3. El rol de SCF y su receptor c-kit en la biología de los MC
La presencia de MC en los tejidos periféricos depende de la acción del receptor transmembrana 

tirosina-kinasa tipo III en su superficie -c-kit-, y su ligando, el factor de células madre -SCF- (stem cell 
factor), el cual es normalmente expresado en células fibroblásticas y estromales. El SCF es liberado por 
ambos tipos celulares como un factor de crecimiento soluble, y es expresado en la superficie de células 
estromales (Nilsson G., J.J. Costa, and D.D. Metcalfe, 1999). Al unirse al receptor transmembrana c-
kit de los MC, es capaz de inducir la diferenciación, migración, supervivencia, crecimiento, adhesión y 
desgranulación (Nilsson G., Metcalfe D.D., 1996). Diferentes estudios experimentales han mostrado la 
influencia que tiene el SCF sobre los MC:
·	 SCF como factor de crecimiento y diferenciación: el SCF es capaz de regular el número de MC en los 

diferentes tejidos, y junto con el SDF-1á (factor derivado de células estromales) está involucrado en 
la localización de las células progenitoras desde la sangre periférica hacia el tejido (Lin TJ, Iseekutz 
TB, Marshall JS, 2000). 

·	 SCF como factor de supervivencia: en base a estudios in vitro se demostró que el SCF es capaz de 
inhibir la apoptosis de los MC (Iemura A, Tsai M, Ando A, Wershil BK, Galli SJ, 1994).

·	 SCF como factor de migración: el SCF puede regular la distribución de los MC maduros dentro de los 
tejidos, induciendo la migración (Meininger CJ, Yano H, Rottapel R, Bernstein A, Zsebo KM, Zetter BR, 
1992).

·	 SCF involucrado en la adhesión: el SCF puede intervenir en la adhesión de los MC a células que ex-
presan SCF en su superficie (Adachi S, et al., 1992), y estimular la adhesión de los MC a fibronectina 
(Dastych J, Metcalfe DD, 1994). 

Los progenitores de MC abandonan la médula ósea, y circulan en la sangre como precursores antes 
de entrar en un tejido donde completan finalmente su maduración (Kirshenbaum, A.S., et al., 1991). Los 
pregenitores liberados dentro de la sangre periférica expresan c-kit+ (o CD117; receptor para el factor 
de crecimiento de células madre –SCF-), CD34+ (marcador de células hemotopoyéticas germinales que 
actúa como ligando para L-selectina), y CD13+ (metaloproteasa dependiente de zinc), pero no expresan 
FcåRI (receptor de IgE de alta afinidad) , FcåRII (o CD23; receptor de IgE de baja afinidad), CD14 (re-
ceptor para lipo-polisacáridos bacterianos) y CD17 (glicosfingolípido de superficie celular, implicado en 
la transducción de señales). Cuando ellos entran en el tejido finalizan la maduración bajo la influencia 
de citoquinas –principlamente el SCF-, y adicionalmente interleuquina-3 (IL3) e interleuquina-4 (IL4) 
(Kirshenbaum, A.S., et al., 1999). 

Los precursores de los MC son capaces de producir metaloproteasa de matriz –gelatinasa- B/MMP9, 
la cual es esencial para su migración dentro de los tejidos (Tanaka A., et al., 1999). 

Los MC maduros, en condiciones normales, sólo se encuentran en los tejidos. Están ampliamente dis-
tribuidos a lo largo de todo el tejido vascular y son particularmente abundantes (3000-25000 MC/mm3) en 
la proximidad de superficies expuestas al ambiente, como la piel, y el tracto respiratorio y gastrointestinal. 
En estos tejidos ellos se encuentran cerca de los vasos sanguíneos, epitelio, músculos lisos, y nervios 
(Nilsson G., J.J. Costa, and D.D. Metcalfe, 1999).
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·	 SCF involucrado en la desgranulación: el SCF es capaz de aumentar la desgranulación de MC depen-
dientes de IgE, y a concentraciones elevadas inducir directamente la liberación de histamina (Columbo 
M, et al., 1992). 
Por lo tanto, debido al rol de SCF en diferentes aspectos de la biología del MC, mutaciones en su 

receptor –c-kit- pueden conducir a la patogénesis. Así, estudios experimentales han reflejado que muta-
ciones en el dominio tirosina kinasa citoplasmático, son importantes para el desarrollo de mastocitosis, 
tanto de las formas benignas como malignas (Castells MC, 1997).

5.4. Morfología y heterogeneidad de los MC
El MC es una célula grande, mononuclear, que contiene receptores de alta afinidad para la IgE en su 

membrana celular, y gránulos grandes, intracitoplasmáticos, electro-densos que almacenan mediadores 
preformados de la inflamación (Serra E. – Baldrich, 1994).

Los MC comparten en diferentes tejidos muchas características como la expresión de FcåRI y Kit, y 
gránulos conteniendo histamina y triptasa. Sin embargo, Enerbäck encontró variaciones en las propieda-
des de tinción de los MC de rata en sitios anatómicos diferentes, las cuales se deben a variaciones en la 
composición de proteoglicanos en sus gránulos (Enerbäck, L., 1996).

Los MC de roedores y humanos exhiben un alto grado de heterogeneidad que se debe al contenido 
de sus gránulos y a su localización tisular (Sundström, M, 2001). 

Figuras 1 y 2. Mastocitos de la cavidad peritoneal.

Nótese en ambas figuras los gránulos citoplasmáticos densos de los MC. 

E: eritrocito 
MC: mastocito

Coloración: azul de toluidina. Aumento 100X.

	 MC humano en reposo	 MC humano activado

	 MC de ratón en reposo	 MC de ratón activado
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Figura 3. Mastocito parcialmente desgranulado

Figura 4. Mastocito completamente desgranulado 
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Hay dos poblaciones de MC de roedores fenotípicamente distintas basadas en la localización tisular, 
patrones de tinción, y contenido de mediadores químicos: los MC de tejido conectivo (CTMC) y los MC de 
mucosa (MMC). Ambos expresan receptores para el componente constante (Fc) de la Inmunoglobulina 
E (IgE) pero difieren en el contenido de sus gránulos. 

Como indica su nombre, los MMC están localizados debajo de las superficies mucosas, como la lámina 
propia del tracto respiratorio y gastrointestinal, mientras que los CTMC se encuentran principalmente en 
la piel y en la cavidad peritoneal (Caufield K.P., Hein A., Moser G., and Sher A., 1981).  

Algunas de las características de estos dos subtipos se encuentran en la tabla II (Dowdall, 2002). 

Tabla II. Características de los dos subtipos de MC de roedores

	 MC de Mucosa	 MC de Tejido Conectivo
Características morfológicas	 Redonda u ovalada;	 Redonda u ovalada
	 núcleo multilobulado	 núcleo regular
Gránulos	 Tamaño variable	 Grandes, tamaño uniforme
Duración de vida	 Menor a 40 días	 Mayor a 6 meses
Característica bioquímicas		
Proteoglicanos: 		
Heparina	 -	 +
Condroitin sulfato di-B	 +	 -
Condroitin sulfato di-A	 +	 -
Condroitin sulfato di-E	 +	 +
Aminas Biogénicas	 Histamina	 Histamina y serotonina
Proteasas neutras	 MMCP-1 y -2	 MMCP-1, -2, -3, -4, -5, -6 y -7
Activación de la desgranulación:		  y carboxiopeptidasa
IgE	 +++	 ++
Ionóforo de Calcio	 +	 +
Sustancia P, compuesto 48/80	 +++	 +/-
Morfina	 +	 -

A diferencia de los MC de roedores, los subtipos de MC humanos no pueden distinguirse por simples 
análisis histoquímicos, ya que ambos tipos contienen heparina y por consiguiente, presentan las mismas 
propiedades de tinción. En lugar de ello, se utilizan técnicas inmunohistoquímicas, a través de las cua-
les, pueden distinguirse dos subtipos de MC:  MCT (MC triptasa positivo) y MCTC (MC triptasa/quimasa 
positivo) (Irani, A.M., et al., 1989). Esta división está basada en el patrón de expresión de proteasas en 
los gránulos citoplasmáticos, los cuales difieren en diferentes tipos de tejidos (Irani, A.A., et al., 1986). 
Los MCTC, son el subtipo predominante en la piel y en la delgada submucosa intestinal, correspondiendo 
en términos de localización a los CTMC en roedores. Los MCT que predominan en el pulmón y en la 
delgada mucosa intestinal, se corresponden por lo tanto, con los MMC de los roedores (Welle, M. 1997). 
Sin embargo, cabe destacar que la mezcla de los MCTC y MCT se encuentran en todos los tejidos, espe-
cialmente en la mucosa nasal la cual exhibe casi igual proporción de los dos subtipos (Weidner, N., and 
K. F. Austen, 1993). 

Tabla III. Subtipos de MC humanos. MCT indica mastocitos que contienen triptasa pero no 
quimasa. MCTC indica mastocitos que contienen tanto triptasa como quimasa.(Modificada de 

Metcalfe et al, 1997)

	 MCT	 MCTC

Proteasas neutras 	 Triptasa	 Triptasa, Quimasa, Carboxipeptidasa A

Tabla IV. Distribución de los subtipos de MC humanos en base a la técnica de 
inmonuhistoquímica para la detección de triptasa y quimasa. (Irani AA., et al., 1986)

Tejido	 MCT	 MCTC
Piel	 12%	 88%
Intestino Delgado     
Mucosa      	 98%	 2%
Submucosa	 13%	 87%
Pulmón/Bronquio/Brionquiolo     
Subepitelio     	 77%	 23%
Alvéolo      	 93%	 7%
Células dispersas	 90%	 10%
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Estudios experimentales muestran que cuando los MC inmaduros cultivados in vitro son inyectados 
en ratones deficientes de MC, pueden adquirir el fenotipo maduro apropiado para el tejido específico en 
el cual se encuentran. Esto indica que las condiciones microambientales diferentes influyen en el fenotipo 
del MC maduro (Nakano T., et al., 1985).

Por otra parte, existe también heterogeneidad en cuanto a las citokinas que expresan los diferentes 
tipos de MC. Estudios histoquímicos de localización de proteínas y de hibridización de ARN indican que 
existe una expresión diferencial de las citokinas IL-4, IL-5 y IL-6 en la piel, el tejido de la mucosa nasal 
y en los bronquios. La citoquina IL-4 se encuentra en forma preferencial en el subtipo MCTC, con poca 
expresión de IL-4 en el subtipo de los MCT. En cambio, las citoquinas IL-5 y IL-6 se restringen al tipo de 
los MCT (Bradding P., Okayama Y., Church M.K., Holgate S.T., 1995). Estos hallazgos son consistentes 
con una síntesis y liberación de citoquinas dependientes del tejido y del subtipo de MC, e indican una 
función biológica distinta para cada tipo de MC (Castells, M.C., 1997).

5.5. Activación del MC
Los MC pueden ser activados por una amplia variedad de compuestos inmnológicos y no inmunológicos 

(Serra E. – Baldrich, 1994). Morfológicamente, la desgranulación producida por estimulación inmunoló-
gica y no inmunológica presenta una apariencia similar, pero la cinética de los mediadores liberados y 
la cantidad de los productos liberados puede variar, dependiendo de la estimulación inicial (Inamura N., 
et al., 1998).

La vía clásica de activación de los MC ocurre cuando un alergeno interactúa con un anticuerpo IgE 
específico, el cual se une con alta afinidad al receptor-IgE (FcåRI) anclado en el MC, pudiendo así iniciar 
la señalización intracelular.  Este acoplamiento sobre el receptor produce la desgranulación y transcripción 
de citoquinas inflamatorias (Segal, D. M., J.D.  Taurog, and H. Metzger, 1977).

Estudios experimentales han demostrado que además de la IgE, también la IgG puede activar la des-
granulación de MC humanos por unión a FcãRI (Marone, G., S.J. Galli, and Y. Kitamura, 2002). Además, 
los MC pueden ser activados por neuropéptidos, factores de complemento, C3a y C5a a través de C3aR 
y C5aR (CD88). El factor de crecimiento nervioso (NGF) también puede activar a los MC a través de su 
receptor TrkA, como así también las lectinas por unión a la región Fc del FcåRI (Nilsson, G., et al., 1997; 
Nilsson, G., et al., 2000). Recientemente, se ha encontrado que los receptores donominados toll-like (TLR) 
–que desempeñan un papel crítico en la activación de la respuesta inflamatoria- pueden activar diferen-
cialmente a los MC. A través de interacciones entre TLR con lipopolisacaridos (LPS) y proteoglicanos 
(PGN), los MC son directamente activados por diferentes bacterias, y en consecuencia contribuyen con 
la primera línea de defensa contra las infecciones bacterianas (Akira, S., K. Takeda, and T. Kaisho. 2001; 

Dibujo esquemático de algunas vías de activación de MC
(Karlson, U; 2003)
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	 importancia del proteoglicano heparina ha sido recientemente demostrada en ratones carentes de 
heparina sulfatada, los cuales presentaron CTMC con severos defectos en el almacenamiento del 
contenido de gránulos, como por ejemplo, falla en el almacenamiento de dos quimasas y de histamina 
(Forsberg, et al., 1999; Humphries, D. E., et al., 1999). La heparina es de especial interés en la pro-
gresión tumoral ya que aumenta la angiogénesis in vivo, y la migración y proliferación de las células 
endoteliales in vitro (Folkman J, 1985; Folkman J, 1994). Además, la heparina tiene la capacidad de 
liberar activador de plasminógeno del endotelio pudiendo contribuir a la lisis de la membrana basal, 
permitiendo así la migración de las células tumorales (Markwardt F, 1977; Roche WR, 1994). 

	 Proteasas: Las proteasas de los MC incluyen: quimasas, triptasas y carboxipeptidasa A. Las proteasas 
de MC de ratón incluyen cinco quimasas y tres triptasas (Metcalfe DD, Baram D, Mekori Y., 1997). Una 
de las proteasas presente sólo en los CTMC es la carboxipeptidasa A (CPA) que es una metaloproteasa 
dependiente de Zn2+ con actividad de exopeptidasa (Goldstein, S. M., et al., 1989). 
Los MC humanos contienen triptasa, quimasa y carboxipeptidasa A, todas acomplejadas con heparina 

en los gránulos. Además, los gránulos secretorios contienen metaloproteasas de matriz (MMPs) (Kanbe 
N, et al., 1999). 

Las proteasas de los MC degradan la MEC, facilitando la migración de las células endoteliales, y la 
liberación de factores de crecimiento unidos a heparina que actúan como compuestos pro-angiogénicos 
(tales como VEGF, cFGF, y TGF-beta) y anti-angiogénicos (como trombospondina-1, angiostatina, en-
dostatina). Además, la quimasa y triptasa son capaces de actuar directamente como factores pro-angio-
génicos. Por su parte, la MMP-9 secretada por los MC regula la angiogénesis y promueve la progresión 
tumoral (Norrby K., 2002). Recientemente, se ha encontrado en los MC un nuevo grupo de proteasas 
relacionado con la granzima B de las células T, la familia de rMCP-8 (rat mast cell protease-8), pero aún 
no se conoce su especificidad de sustrato (Lutzelshwab, C., M. R. Huang, M. C- Kulbberg, M. Aveskogh, 
and L. Hellman, 1998).

Tabla V. Mediadores de MC
(Norrby K., 2002 Mast cells and angiogenesis)

	
Mediadores preformados
Asociados a gránulos 	 Eluidos rápidamente 

Heparin/condroitin sulfato	 Histamina
Triptasas	 Serotonina (en algunas especies)
Quimasas	 Factores quimiotácticos para macrófagos, 
Metaloproteasas de matriz: 	 eosinófilos, neutrófilos y linfocitos
MMP-2, MMP-9, y 
MMPs adicionales
Elastasa
Carboxipeptidasa 
AExoglicosidasas
Activador de Plasminógeno
Arilsulfatasa A
Heparanasa

Mediadores sintetizados de novo:

Prostaglandinas: PGD2, 	 Citoquinas: TNF-alfa, GM-CSF, SCF, 
PGE2	 IL-1-beta, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
Tromboxanos	 Il-10, IL-12, IL-14, IFN-gamma. BFGF, 
HETEs 	 VEGF
(Hidroxieicosatrienoicos)
HPETEs(Hidroperoxieicosatrienoicos)	 Quimioquinas: MIP-1-alfa, MIP-beta, 
Leucotrienos: LTB4, 	 MCP-1, linfotactina.
LTC4, LTD4, LTE4, 
PAF (factor activador de plaquetas).	
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5.7. Rol de los MC en la progresión tumoral
Los MC han sido asociados con diversos cánceres humanos (Meininger, C.J., and B.R. Zetter, 1992), y 

su número se halla aumentado en patologías tumorales. Ehrlich (1879), a un año de haberlos descubierto, 
ya los encontró asociados a procesos de proliferación celular malignos. 

El papel que desempeñan los MC durante el desarrollo tumoral es controvertido, aunque hay unanimidad 
de criterio en el hecho de que su número aumenta durante la progresión tumoral (Lauria et al., 1990).

Se ha encontrado que varios tipos de células tumorales expresan SCF y otros factores que actúan 
como quimioatractantes de MC, lo cual podría proveer una explicación para el elevado número de MC 
asociados a los tumores (Poole, T.J. and B.R. Zetter, 1983; Turner, A. M., et al., 1992).

En los procesos de invasión y metástasis están involucrados fenómenos de proliferación celular, 
neovascularización, y degradación de la MEC. En cada uno de ellos, los MC pueden intervenir modificando 
por ejemplo, el crecimiento tumoral ya sea inhibiéndolo (Henderson et al., 1981; Farram, 1989; Lauria de 
Cidre, 1996) o activándolo (Hartveit, 1981; Nordlund, 1983; Norrby, 1985; Roche, 1985). También pueden 
actuar potenciando el proceso angiogénico (Smith, 1970; Kessler et al., 1976; Azizkhan et al, 1980), o 
facilitando la invasión mediante la liberación de enzimas proteolíticas capaces de clivar colágeno tipo 
IV, fibronectina, elastina y proteoglicanos (Dexter et al, 1981; Choi, et al., 1987; McKerrow, 2000) o bien 
activando la procolagenasa de los fibroblastos y estimulando su secreción (Dabbous et al, 1986). 

La asociación de MC a pequeños vasos, y la presencia de componentes angiogénicos en sus grá-
nulos indican que ellos pueden contribuir con el proceso angiogénico (Meininger, C.J., 1992; Metcalfe 
DD, Baram D, Mekori, 1997). Estudios experimentales basados en la manipulación de niveles de SCF 
demostraron que los MC están asociados con la angiogénesis. El incremento en la expresión de SCF 
por células tumorales produjo una acumulación de MC, la cual indujo el crecimiento de nuevos vasos 
sanguíneos y también el crecimiento tumoral (Zhang, W., et al., 2000). 

Además, los MC pueden inducir la angiogénesis por expresión de mitógenos -los cuales inducen el 
crecimiento de fibroblastos, células endoteliales y epiteliales-, y de proteasas, las que a su vez llevan a 
cabo la remodelación de la MEC (Coussens, LM., et al., 1999). Consecuentemente, ratones deficientes en 
MC W/Ww presentan una disminución de la angiogénesis asociada al tumor (Starkey, J.R., P.K., Crowle, 
and S. Taubenberger, 1988). En contraste, también se ha sugerido que los MC participan en la defensa 
anti-tumoral inflamatoria por exhibir una citotoxidad natural contra las células tumorales. Similarmente, 
ratones deficientes en MC W/Ww han mostrado un incremento de metástasis e incidencia tumoral (Dimi-
triaudou, V. and M. Koutsilieris, 1997). Por lo tanto, mientras que algunos investigadores no encuentran 
ninguna correlación entre el pronóstico tumoral y la infiltración de MC, otros reportan una correlación 
con valor pronóstico positivo o negativo (Dimitriaudou, V. and M. Koutsilieris, 1997). Por ejemplo, se ha 
encontrado que en carcinomas de mama con un elevado número de MC la supervivencia es mayor, sin 
embargo, carcinomas de intestino con elevado número de MC presentan metástasis (Fisher ER, Sass 
E, Watkins G et al., 1985). Otros estudios muestran que pacientes con adenocarcinoma de pulmón con 
elevado número de MC presentan un pronóstico menos favorable que aquellos que tienen un número 
menor, siendo mayor la supervivencia en estos últimos (Imada A, Shijubo N, Kojima H, Abe S., 2000). 
Contrariamente, un elevado número de MC alrededor del carcinoma cervical está asociado con una mayor 
supervivencia. Estudios histológicos de MC en sarcoma muestran que los sarcomas menos agresivos 
están asociados con un elevado número de MC peritumorales (Ueda T, Aoyasa K, Tsujimoto M, Yoshijawa 
H, Kato T. Ono K et al., 1988). Cuando diferentes sarcomas fueron divididos en grados de malignidad, se 
encontró que los tumores de mayor grado presentaban significativamente menor número de MC que los 
de grado intermedio y menor (Donhuijsen K., Sastry B., Volker B., Leder L D., 1992). 

Como consecuencia de los resultados experimentales obtenidos que reflejan un efecto contradictorio 
de los MC, se han propuesto dos hipótesis:

 Los MC promueven una reacción de defensa del organismo contra el tumor:
La presencia de MC en el tejido peritumoral es interpretada como una simple respuesta antitumoral 

del hospedador (Csaba G, et al., 1961; Ghiara P., et al., 1985; Parwaresch MR, et al., 1985). Esto sugiere 
que los MC como sus productos de desgranulación, tendrían un efecto protector del organismo contra 
los tumores o serían citotóxicos para los tumores in vitro (Farram E., et al., 1980; Henderson WR, et al., 
1981). La citoquina –TNFá- presenta efectos citotóxicos y es sintetizada por los MC, de modo que podría 
ser responsable de tal reacción (Benyon RC, et al., 1991).

Se ha encontrado que la incidencia de tumores inducidos experimentalmente en ratones genéticamente 
deficientes en MC (W/Ww) es significativamente mayor en relación con ratones que tienen un número 
normal de MC (Tanooka H, et al., 1982; Burtin C, et al., 1985). Además, se ha observado el crecimiento 
de metástasis pulmonares del melanoma B16 en ratones deficientes de MC y no en ratones normales 
(Schitteck A., et al., 1985).
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Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que los MC aumentan durante la progresión 
tumoral (Lauria de Cidre, 1990) e inhiben el crecimiento in vitro y la incidencia tumoral in vivo de un ade-
nocarcinoma mamario murino. Existen fuertes evidencias que la heparina, secretada por los MC, podría 
ser en parte la responsable de los efectos biológicos observados, ya que se demostró que las células 
mamarias tumorales poseen receptores específicos para la heparina (Bertolesi, 1995) y ésta es capaz 
de inhibir su proliferación (Bertolesi, 1994). 

 Los MC promueven el crecimiento tumoral y la metástasis: 
 Bajo esta hipótesis se postula que las CT alterarían la reactividad de los MC, obteniendo ventajas 

de ellos. Por lo tanto, se sugiere que los MC podrían promover el crecimiento de los tumores malignos 
alterando la MEC, favoreciendo la migración y la neovascularización (Hartveit, F., 1981; Roche, W., 1985; 
Dabbous MKh, et al., 1986). 

Los MC activados por distintos tumores descargan sustancias que podrían promover el crecimiento 
tumoral. Además, estudios in vitro muestran que los productos solubles de los MC aumentan la prolife-
ración de las células tumorales (Dabbous MK, et al., 1991). Estas observaciones están sustentadas por 
experimentos realizados in vivo con adenocarcinomas mamarios de rata que muestran que una supresión 
farmacológica de la actividad de los MC resulta en una inhibición significativa del crecimiento tumoral 
(Nordlund J., et al, 1983; Roche WR, 1986; Dabbous MK, et al., 1991).

Por otro lado, los MC se caracterizan por su habilidad de sintetizar y liberar numerosas moléculas 
activas (Galli, S.J. 1990). Así, a través de sus mediadores, los MC pueden actuar directamente sobre 
algunos pasos críticos del desarrollo tumoral como la neovascularización, invasión y metástasis (Dimi-
triaudou, et al., 1997).

OBJETIVO
El objetivo general de este seminario de licenciatura es evaluar la influencia de mastocitos de ratón y 

de sus medios condicionados (McoMC) en la progresión tumoral in vivo e in vitro de un adenocarcinoma 
de pulmón murino: la línea LP07, derivada del adenocarcinoma pulmonar murino espontáneo P07.

OBJETIVOS PARTICULARES
·	 Evaluar la capacidad espontánea para reclutar MC por parte de la línea tumoral LP07 in vivo.
·	 Investigar si el McoMC tiene la capacidad de influir en la adhesión, migración e invasión de las CT 

LP07, como así también en la organización del citoesqueleto de actina de las mismas. 
·	 Determinar si las CT y los MC con capaces de producir enzimas del tipo MMPs (Metaloproteasas) o 

uPA (Activador de Plasminógeno tipo uroquinasa) muy comprometidas en la biología tumoral, y a su 
vez si la interacción CT-MC y CT-McoMC afecta la expresión de estas enzimas.

HIPÓTESIS
La asociación de MC a tejidos neoplásicos ha sido reconocida en una gran variedad de tumores, sin 

embargo, el significado funcional de este fenómeno es aún objeto de controversia debido a los resultados 
contradictorios observados. La investigación registrada en la bibliografía se llevó a cabo en tumores de 
distinta estirpe y distinta agresividad, y en muy pocas líneas experimentales se analizó el rol de los MC.

En este trabajo nos propusimos evaluar la influencia de los MC y del McoMC en la línea de adenocar-
cinoma de pulmón LP07, no investigada hasta el presente.

Nuestra hipótesis es que los MC y el McoMC pueden ejercer una acción moduladora sobre distintos 
parámetros de la progresión tumoral de nuestro modelo.

1. Animales
Se trabajó con ratones BALB/c de 9 a 12 semanas de edad, endocriados en el Bioterio del Instituto 

de Oncología ¨A. H. Roffo¨ bajo condiciones controladas de luz y temperatura (20ºC y de 12 horas luz-
12horas de oscuridad). Los animales se alimentaron con pellet y agua ad libitum.

2. Células tumorales
Se utilizaron cultivos de la línea LP07 derivada del adenocarcinoma de pulmón murino espontáneo 

P07.
Esta línea ha sido caracterizada y descripta por Urtreger et al. (New murine cell line derived from a 

spontaneous lung tumor induces paraneoplastic sindromes; International Journal of Oncology 18 (3):639-
647, 2001).

El tumor P07 es un adenocarcinoma de pulmón murino que apareció espontáneamente en hembras 
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BALB/c endocriadas en el Bioterio del Instituto de Oncología ¨A. H. Roffo¨. Este tumor es transplantable 
en ratones singeneicos generando metástasis de pulmón espontáneas. 

Los animales portadores del adenocarcinoma P07 desarrollan síndromes paraneoplásicos, como 
leucocitosis, hipercalcemia, y caquexia, atribuidos a factores producidos por el tumor, como GM-CSF 
(factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos) y PTHrP (péptido relacionado con la hor-
mona paratiroide). 

Debido a que los tumores de pulmón son resistentes a las terapias convencionales, las líneas celulares 
constituyen una herramienta en la búsqueda de nuevas terapias. Por lo tanto, la línea LP07 –derivada 
del adenocarcinoma pulmonar P07- que induce síndromes paraneoplásicos en ratones singeneicos, es 
de gran importancia para estudiar la biología del tumor de pulmón, así como también para desarrollar 
nuevas estrategias de tratamiento.

La línea LP07 se obtuvo por sucesivas divisiones in vitro de los cultivos primarios del adenocarcinoma 
P07. Está compuesta en su mayor parte por células poliédricas epitelioides heterogéneas en la forma y 
tamaño del núcleo y del citoplasma.

Por medio de técnicas inmunocitoquímicas y de microscopía electrónica, se puede observar que las 
células LP07 establecen muchas uniones intercelulares rudimentarias y forman conductos de tipo glandular. 
Sus citoplasmas presentan abundantes ribosomas libres, y membranas del retículo endoplásmico. Además, 
las mitocondrias de esta línea muestran alteraciones morfológicas, y la presencia de gránulos secretorios 
indicarían un origen glandular epitelial, sugiriendo la presencia de componentes neuroendócrinos. 

Según los análisis citogenéticos realizados en el trabajo científico de  Urtreger et al., las células LP07 
son triploides, presentando como término medio 58 cromosomas,  mientras que más del 40% de las 
células estudiadas, presentaron entre 56-65 cromosomas. 

Por otro lado, las células LP07 muestran un tiempo de duplicación poblacional de 25 horas, una baja 
eficiencia de plaqueo, e incapacidad para crecer en agar blando. 

La habilidad migratoria de esta línea es alta, y aumenta por enriquecimiento con suero. En esta notable 
movilidad está involucrado el uPA (activador de plasminógeno tipo urokinasa), el cual es secretado por estas 
células en grandes cantidades a diferencia de las MMPs que son secretadas en pequeñas cantidades. 

Los estudios in vivo de las células LP07, mostraron que éstas son más agresivas que el tumor parental 
P07, presentando elevada tumorigenicidad y elevada incidencia de metástasis pulmonares experimen-
tales. 

Los estudios histopatológicos, revelaron que los tumores LP07 son adenocarcinomas poco diferen-
ciados. 
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Figura 1. Cultivo de la línea LP07
Se observan células poliédricas de diferentes tamaños, y con relación núcleo/citoplasma variable. En 
menor porcentaje se observan células gigantes (punta de flecha).
Aumento de observación 1000X.
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Figura 2. Obtención de MC
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4. Obtención de medios condicionados
Las células pueden secretar al medio de cultivo factores de crecimiento, anticuerpos, citokinas, en-

zimas, inhibidores de proteasas, componentes (o fragmentos) de matriz extracelular, etc. Este medio 
enriquecido con secreciones celulares recibe el nombre de medio condicionado (Mco), y puede utilizarse 
como fuente de dichos productos o para analizar la actividad celular mediante distintas técnicas biológicas 
o bioquímicas. 

a. Medio condicionado de mastocitos (McoMC) 
Para obtener McoMC, se sembró en cada hoyo de una placa de 24, 0,2 ml de suspensión de dichas 

células en medio MEM sin SFB con el agregado de ionóforo de calcio A23187 (Sigma Chemical Co.) 
0,1 mM, a fin de provocar la desgranulación y la consecuente liberación de mediadores químicos. Se 
incubaron durante 24 horas a 37ºC en estufa gaseada y atmósfera húmeda, luego de las cuales se co-
sechó el medio, se lo centrifugó a 13000 rpm durante 30 minutos a fin de eliminar detritos celulares, y el 
sobrenadante se alicuotó y se guardó a –20ºC para su posterior utilización. 

Las células adheridas a la placa se levantaron y lisaron con PBS-tritón 1%, y se cuantificó la con-
centración proteica mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Se tuvo en cuenta el número total 
de MC utilizados para la obtención del Mco y el volumen total del mismo, tal de poder respetar en los 
ensayos una relación 10 CT: 1 MC.

b. Medios condicionados de células tumorales (Mco de CT), Mco resultante del cocultivo de CT 
con MC, y  Mco resultante del cultivo de CT en McoMC.

A fin de obtener Mco de CT, Mco de CT cocultivadas con MC, o Mco de CT cultivadas en McoMC, se 
sembraron 45000 células por hoyo en 0,2 ml de medio MEM y suero al 5% en una placa multiwell de 24. 
A las 48 horas se obtuvo un 80% de confluencia. 

Para obtener Mco de CT, las células se lavaron con 0,5 ml de PBS dos veces, y luego se incubaron 24 
horas con 0.2 ml de MEM (control). Luego de las 24 horas, los medios fueron cosechados, centrifugados 
a 13000 rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se alicuotó y congeló a –20ºC. 

A fin de obtener Mco de CT cocultivadas con MC o Mco de CT cultivadas en el McoMC, las célu-
las se lavaron con 0,5 ml de PBS dos veces, y luego se incubaron durante 24 horas con 0,2 ml de MEM 
conteniendo MC en una proporción un MC cada diez CT o un MC cada cinco CT, o bien se las incubó con 
el Mco de mastocitos activados, obtenido previamente en un volumen que respetó la relación 1MC:10CT 
o 1MC:5CT. Los medios fueron cosechados, centrifugados a 13000 rpm durante 30 minutos y el sobre-
nadante se alicuotó y congeló a –20ºC. 

 Las células adheridas a la placa se levantaron y lisaron con PBS-tritón 1%, y se cuantificó la concen-
tración proteica mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). 

c. Medio condicionado de pulmón (Mco de pulmón).
Se sacrificaron dos ratones BALB/c de nueve semanas de edad, y se extrajeron los pulmones en 

esterilidad. Éstos fueron lavados con PBS, y cortados en pequeños trozos de 1 mm3 aproximadamente. 
Se pesaron y luego se sumergieron en 2ml de medio MEM por cada 250 mg de tejido. Se sembraron en 
placas de Petri de 3,5 cm, y se incubaron en estufa gaseada a 37ºC durante 24hs. Luego se tomó el medio 
condicionado y se lo centrifugó a 2000 rpm durante diez minutos. Se descartó el pellet y el sobrenadante 
se volvió a centrifugar a 10000 rpm durante media hora a 4ºC. El sobrenadante se alicuotó y se congeló 
a –20ºC para su posterior utilización.

5. Ensayo in vivo:
a. Evaluación de la capacidad de reclutamiento espontáneo de MC in vivo

Se determinó en primera instancia el número óptimo de células tumorales a inyectar. 
Se ensayó en primer lugar la inoculación de 5.104 células de la línea LP07 en 0.1 ml de MEM en el 

flanco lateral de 10 ratones BALB/c. Esta concentración se basó en datos bibliográficos (Urtreger A. J. et 
al, 2001). Debido a que la latencia fue muy grande (mayor a 15 días), y el pocentaje de toma turmoral fue 
bajo, se ensayaron inoculaciones con suspensiones celulares más concentradas. Se adoptó la inoculación 
de 1.106 células de la línea LP07 en 0,1 ml de MEM en el flanco lateral de cada ratón. Se utilizaron lotes 
de 10 ratones. Se realizó un seguimiento de los ratones cada dos días mediante palpación de la zona de 
inoculación. Cuando el 50% alcanzó un diámetro mayor o igual a 2 mm se sacrificaron dos ratones, y a 
partir de ese momento se sacrificaron dos ratones dos veces por semana. Se extirparon los tumores, se 
fijaron las biopsias y se procesaron según la rutina clásica histológica, obteniéndose cortes de 5mm. Se 
colorearon con azul de toluidina 0,5% con el fin de detectar la presencia de mastocitos peritumorales e 
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intratumorales dada su característica metacromásica. Éstos fueron cuantificados bajo microscopio óptico 
con objetivo de 40X y ocular de 10X provisto de una grilla cuya superficie a este aumento corresponde 
a 0,0144 mm2. La medición se efectuó en 24 campos adyacentes en las zonas peri e intratumorales, y 
luego se calculó el número de MC peri e intratumorales por mm2.

6. Ensayos in vitro
a. Ensayo de adhesión:

El ensayo de adhesión, consistió en determinar el número de CT que permanecen ancladas al fondo 
del hoyo de una placa de cultivo en presencia de McoMC, con el fin de probar si éste ejerce alguna in-
fluencia en la capacidad de adhesión de las células tumorales. Para ello, se probaron tres metodologías, 
que serán descriptas a continuación:
a)	 En 6 hoyos de una placa de 24 se efectuó un ¨coating¨ de fibronectina (FN) (2ìg/cm2) en MEM (0,2 

ml por hoyo) durante una hora a temperatura ambiente en el flujo laminar. Luego se trató con 0,2 
ml de MEM con 1mg/ml de seroalbúmina bovina (BSA) durante 60 minutos a temperatura ambiente 
sobre dichos hoyos y sobre 6 hoyos sin tratamiento previo, con el fin de bloquear sitios de adhesión 
inespecíficos (Figura 3). Ambos procedimientos se realizaron en condiciones de esterilidad en el flujo 
laminar. 
Se sembraron 5. 104 CT por hoyo en 0,2 ml de medio MEM solo o con el agregado de Mco de masto-

citos activados por ionóforo de calcio. En todos los casos se sembraron las células en ausencia de SFB. 
Se incubaron los distintos tratamientos durante 30 minutos a 37ºC. Las células adheridas se lavaron dos 
veces con 0,2 ml de PBS, se levantaron con 0,2 ml de tripsina, y se contaron en cámara de Neubauer. 
Todos los tratamientos se efectuaron por triplicado.

Figura 3. Esquema de la placa utilizada para realizar el ensayo de adhesión
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b)	 Se siguió la misma metodología que en a), con la diferencia de que en vez de tripsinizar, las células 
fueron fijadas con formaldehído 4%, y en cada hoyo se contó el número de células a lo largo de una 
transecta (diez campos). Los resultados se expresaron como número de células promedio en diez 
campos, cuya superficie equivale a 16,5 mm2. Todos los tratamientos se efectuaron por triplicado.

c)	 En placas de 96 hoyos, se siguió la misma metodología que en a). Se sembraron distintas concen-
traciones de CT (4.104, 8.104 y 1.105) en 0,1 ml de medio MEM sin SFB por hoyo. Al igual que en a) 
se incubaron a 37ºC durante 30 minutos. Las células adheridas fueron lavadas una vez con 0,1 ml de 
PBS, fijadas con 0,1 ml de metanol y luego fueron teñidas con cristal violeta durante diez minutos a 
37ºC. Los hoyos fueron lavados con 0,5 ml de PBS cinco veces y secados a 50ºC durante una hora. 
Finalmente las células fueron lisadas en 0,1 ml ácido acético 33%v/v. La absorción inespecífica del 
plástico se determinó en hoyos sin células sobre los que se efectuó el mismo tratamiento. Se midió la 
absorbancia a 530 nm. Todos los tratamientos fueron efectuados por triplicado.

b. Ensayos de migración e invasión:
Para evaluar si el McoMC ejerce alguna influencia en la capacidad migratoria e invasiva de las CT LP07, 

se utilizaron cámaras Transwell de cultivo celular (Costar 3422, Cambridge, Ma), que están constituidas 
por una cámara inferior correspondiente a un hoyo de una placa multiwell de 24, y un inserto o cámara 
superior provista de un filtro de policarbonato con poros de 8 ìm de diámetro, los cuales permiten que las 
células puedan atravesarlo libremente. La cara inferior del filtro se cubre con gelatina 0.1% en PBS. 

En la cámara superior de la caja de cultivo se siembran las células tumorales, mientras que en la 
cámara inferior se agrega algún factor quimioatractante, para estimular el pasaje de las células a través 
de los poros. 

Figura 4. Esquema de la cámara de cultivo celular Transwell provista de una membrana microporosa 
(8ìm de diámetro del poro)

A fin de medir la capacidad de migración e invasión de las CT, realizamos ensayos preliminares para 
poner a punto el tiempo y condiciones de los ensayos. En primera instancia, utilizamos fibronectina como 
factor quimioatractante, pero como el número de células que migraron e invadieron fue bajo, decidimos 
utilizar Mco de pulmón. Este contiene factores que pueden actuar como quimioatractantes para las CT y 
que son propios del órgano blanco de metástasis, en este caso, el pulmón.

La metodología utilizada para los ensayos de migración e invasión es la misma, con la excepción del 
agregado de Matrigel en la cámara superior para el segundo caso. El Matrigel es una matriz extracelular 
biológicamente reconstituida derivada del tumor Englebreth-Holm-Swarm (EHS) murino, que simula la 
presencia de la membrana basal presente in vivo. El Matrigel contiene colágeno IV, laminina, entactina, 
heparán sulfato, y proteoglicanos. La degradación enzimática del colágeno tipo IV por las células está 
altamente implicada en el proceso invasivo. De este modo, el Matrigel permite reproducir in vitro la inva-
sión de las CT a través de la membrana basal. 

Por lo tanto, para el ensayo de invasión se adicionó 100 ìl de Matrigel que se dejó secar a 37ºC durante 
24 horas en condiciones de esterilidad. Luego se rehidrató agregando 200 ìl de medio MEM-BSA 0,1% 
durante 1 hora. Posteriormente se lavó cada hoyo con PBS, y se siguió el mismo protocolo que para el 
ensayo de migración. 
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Para ambos ensayos –migración e invasión-, las CT se cuantificaron por visualización de sus núcleos 
a través de microscopio de fluorescencia, previa coloración de los filtros microporosos con reactivo de 
Hoescht-33258, el cual tiñe específicamente los núcleos celulares.

1) Ensayos preliminares de migración e invasión utilizando fibronectina como factor 
quimioatractante de las CT

Para estos ensayos, se colocó en la cámara superior 100 ìl de medio MEM-BSA 0.1% conteniendo 
2.105 células de la línea LP07, y en la cámara inferior se agregó 500 ìl de MEM con 10 ìg de fibronectina. 
Se probaron tres tiempos de incubación: 13 hs, 20 hs y 40 hs, tras las cuales se detuvieron los ensayos, 
colocando luego, los insertos en fijador Carnoy durante 15 minutos. Luego se los sumergió en reactivo de 
Hoescht-33258 durante una hora, se los lavó en PBS tres veces, se limpió la cara superior de los filtros 
con un hisopo a fin de retirar las células sembradas que no atravesaron los poros, y se cortaron los filtros 
montándolos en PBS:glicerina 1:1. Se observaron los filtros bajo microscopio de fluorescencia a 20X, y 
se contó el número de núcleos en seis campos. 

En las Figuras 5 y 6 se puede observar los esquemas de las cámaras Transwell correspondientes a 
los ensayos de migración e invasión preliminares utilizando fibronectina como quimioatractante. 

Figura 5. Esquema de la cámara de cultivo celular Transwell utilizada para el ensayo preliminar de mi-
gración, utilizando fibronectina como quimioatractante.

Figura 6. Esquema de la cámara de cultivo celular Transwell utilizada para el ensayo preliminar de invasión, 
utilizando fibronectina como quimioatractante. Nótese la presencia de Matrigel en la cámara superior.
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2) Ensayos preliminares de migración e invasión utilizando Mco de pulmón como factor 
quimioatractante de las CT

Debido a la escasa cantidad de células que migraron e invadieron con el uso de fibronectina, se repitió 
la misma metodología que en el caso anterior, pero utilizando Mco de pulmón en lugar de fibronectina como 
factor quimioatractante. Se sembró en la cámara superior 100 ìl de medio MEM-BSA 0.1% conteniendo 
2.105 CT de la línea LP07, y se colocó en la cámara inferior 500 ìl de medio MEM-BSA 0,1% con Mco 
de pulmón en una proporción 3:1 (MEM-BSA 0,1%: MCo pulmón). Para determinar el tiempo óptimo de 
migración e invasión, los ensayos se incubaron en estufa gaseada a 37ºC, y se detuvieron a las 22 horas 
y a las 38 horas de incubación. Luego los insertos se colocaron en fijador Carnoy durante 15 minutos, y 
se los sumergió en reactivo de Hoescht-33258 durante una hora; se los lavó en PBS tres veces, se limpió 
la cara superior de los filtros con un hisopo a fin de retirar las células sembradas que no atravesaron los 
poros, y se cortaron los filtros, montándolos en PBS:glicerina 1:1. 

El número de CT capaces de migrar e invadir se cuantificaron en seis campos a 20X equivalentes a 
una superficie de 17,04 mm2. La observación se realizó bajo microscopio de fluorescencia.

Dado que el Mco de pulmón resultó ser un buen factor quimioatractante, decidimos utilizarlo para los 
ensayos definitivos, estableciendo como tiempo óptimo de migración e invasión 24 horas. 

En las Figuras 7 y 8 se pueden observar los esquemas de las cámaras Transwell de cultivo celular 
utilizados para los ensayos preliminares con Mco de pulmón.

Figura 7. Esquema de la cámara de cultivo celular Transwell utilizada para el ensayo preliminar de mi-
gración, utilizando Mco de pulmón como quimioatractante.

Figura 8. Esquema de la cámara de cultivo celular Transwell utilizada para el ensayo preliminar de inva-
sión, utilizando Mco de pulmón como quimioatractante.

Nótese la presencia de Matrigel en la cámara superior.
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1) Ensayos definitivos de migración e invasión
Los ensayos definitivos de migración e invasión se realizaron con Mco de pulmón como factor quimio-

atractante y un tiempo de incubación establecido en 24 horas. Se utilizó la misma metodología que en los 
ensayos preliminares con Mco de pulmón, y los tratamientos fueron los siguientes: 
a)	 CT solas en 100 ìl de MEM- BSA 0,1%.
b)	 CT en medio MEM-BSA 0,1% y McoMC en una proporción CT10: MC1, hasta completar un volumen 

de 100 ìl.
Luego de las 24 hs de incubación, a cada filtro se le realizó la técnica de coloración con reactivo de 

Hoescht-33258 para efectuar el recuento celular. Los filtros se observaron bajo microscopio de fluores-
cencia a 40X, y se cuantificó el número de CT que migraron e invadieron, mediante la observación de 
sus núcleos, refiriéndose su número a mm2 (superficie: 0,69 mm2).

En las Figuras 9 y 10 se pueden observar las cámaras de cultivo Transwell utilizadas en los ensayos 
de migración e invasión para el control (CT sin McoMC) y para el tratamiento (CT con el agregado de 

Figura 9. Esquema de la cámaras de cultivos Transwell utilizadas en el ensayo de migración para el 
control (CT sin McoMC) y para el tratamiento (CT con el agregado de McoMC).

Figura 10. Esquema de la cámaras de cultivos Transwell utilizadas en el ensayo de invasión para el 
control (CT sin McoMC) y para el tratamiento (CT con el agregado de McoMC).
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Secuencia de la invasión de una célula tumoral a través de la membrana microporosa (Matrigel), 
por medio de microscopía elecrónica de barrido (SEM)

Figura 1: La célula tumoral se encuentra en la membrana microporosa en el inserto superior de la Cámara 
Transwell. Se observa que la célula aparece entrando y ocluyendo el poro.

Figura 2: La célula tumoral, luego de la digestión del Matrigel, emerge de un poro en la cara inferior de 
la membrana (en el compartimiento inferior de la Cámara Transwell). Nótese los filipodios de la célula. 

Figura 3: La célula tumoral luego de emerger completamente del poro en la cara inferior de la membra-
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c. Ensayo para evidenciar la conformación del citoesqueleto de actina
Se colocó un vidrio por hoyo en una placa de 24 donde se sembraron 75000 células tumorales de la 

línea LP07 en 500 ìl de medio MEM solo o conteniendo Mco proveniente de 7500 mastocitos (relación 
CT10:MC1). Se las incubó en estufa gaseada durante 24 horas, y luego se fijaron con 200 ìl de formol 
10% durante 15 minutos. Se trabajó con los vidrios sobre los que crecieron las células tumorales. Se lavó 
con PBS dos veces y se agregó 50 ìl de una solución que contiene 1ìl de falodina-rodamina y 5 ìl reactivo 
de Hoescht en 200 ìl totales. Se dejó una hora a temperatura ambiente, y luego se realizaron tres lavados 
de diez minutos con PBS. Se montaron los vidrios con PBS-glicerina 1:1, y se observaron las muestras 
en un microscopio de fluorescencia a 40X. Se evaluó la presencia de actina cortical o fibras de stress. 

d. Cuantificación de la actividad de metaloproteasas (MMPs)
Se valoró la capacidad gelatinolítica de metaloproteasas en los medios condicionados mediante zi-

mografía directa de corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida (10%) copolimerizados con 0,1% 
de gelatina. La corrida se efectuó a 100V, con SDS y en condiciones no reductoras. El SDS se desplazó 
mediante dos lavados de 20 minutos con Tritón X-100 2,5%. Los geles se incubaron en un buffer conte-
niendo 0,25M de Tris-HCl, 1M de NaCl, 25mM de CaCl2 (pH 7,4) durante 72 horas. Para confirmar que se 
trate de actividad específica de metaloproteasas se incubaron los geles en el mismo buffer conteniendo 
25 mM de EDTA. Los zimogramas se fijaron y tiñeron con Coomassie Blue (Biorad). Las bandas de de-
gradación enzimática se observaron como tinción negativa, y se midieron con un densitómetro (Biorad, 
modelo 65-700). Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias/ìg de proteínas, y luego como 
porcentaje de actividad de MMPs respecto del control (cultivo de LP07). 

e. Cuantificación de la actividad del activador del plasminógeno tipo urokinasa (uPA).
La actividad de uPA en los medios condicionados se cuantificó utilizando la técnica de caseinólisis 

radial (Saksela O, 1981). 
Se usaron placas de caseína-agarosa ricas en plasminógeno (2mg/ml), en las que se efectuó hoyos de 

5mm. Se sembraron 10 ml de la muestra a probar en cada hoyo, y se incubó durante 24 horas en cámara 
húmeda a 37ºC. Se midió el halo de degradación, y se refirió la actividad de uPA a una curva standard de 
uroquinasa, en un rango de 0,1 a 50 UI/ml; los resultados se normalizaron según el contenido proteico 
de las monocapas, y se expresaron como UI de actividad de uPA/ ìg proteínas, y luego como porcentaje 
de actividad de uPA/ ìg proteínas respecto del control (cultivo de LP07).

f. Ensayo de proliferación celular
Se utilizó la solución MTS-PMS considerando el metabolismo celular como una medida indirecta de 

la proliferación.
El MTS –un compuesto tetrazolium- en presencia de PMS –un reactivo que acopla electrones-, es 

biorreducido por la deshidrogenasa mitocondrial de las células a formazan, un producto que es soluble 
en el medio de cultivo, y puede ser analizado colorimétricamente. La cantidad de formazan se mide en 
un espectrofotómetro, y la absorbancia medida es directamente proporcional al número de células vivas. 
Por lo tanto, el ensayo de MTS depende de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial para reducirlo, 
y sólo las mitocondrias de las células vivas presentan esta actividad.  

Primeramente se puso a punto la concentración de células de la línea LP07 a sembrar de 96 hoyos. 
Para ello se sembraron distintas concentraciones celulares: 1x104, 2.5x104, 5x104 y 6.9x104 células por 
hoyo y por triplicado en 200 ìl de medio MEM con suero fetal bovino al 5%; se dejó que se adhiriesen 
durante cuatro horas en estufa gaseada a 37ºC. Se observó el porcentaje de confluencia al microscopio 
óptico:

10.000 células.....................	 40% de confluencia.
25.000 células.....................	 70% de confluencia.
50.000 células.....................	 90% de confluencia.
69.000 células.....................	 100% de confluencia.
 Se optó por la concentración de 2.5x104 células, con la que se consiguió un 70% de confluencia luego 

de 4 horas.
Una vez elegida la concentración óptima, se llevaron a cabo dos tipos de ensayos: el primero, tendiente 

a observar qué efecto ejercen los MC sobre la proliferación de las CT, y el segundo, con el objetivo de 
observar qué acción produce el McoMC sobre la proliferación de éstas. Para ello se sembraron 2.5x104 
células tumorales por hoyo en 200 ìl medio MEM y suero fetal bovino al 5% por triplicado, y se las dejó 
adherir durante 4 horas en estufa gaseada a 37ºC. Se lavaron las células adheridas dos veces con 200 
ìl de PBS, y luego se prepararon los siguientes tratamientos:
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a-	 control sin células
b-	 CT LP07
c-	 CT con el agregado de MC (CT10:MC1) o con el agregado de McoMC en una proporción CT10:

MC1
d-	 CT con el agregado MC (CT5: MC1) o con el agregado de McoMC en una proporción CT5:MC1.
e-	 MC o McoMC (control del tratamiento c).
f-	 MC o McoMC (control del tratamiento d).

En todos los hoyos se colocaron 200 ìl de medio MEM sin SFB, y se incubaron durante 24 horas en 
estufa gaseada a 37ºC.  Luego se lavaron los hoyos con 200 ìl de PBS, y se colocó 100 ìl de medio MEM, 
y 20 ìl de la mezcla MTS-PMS en una proporción PMS 1: MTS 20 en oscuridad. Se incubó nuevamente 
en estufa gaseada a 37ºC durante una hora, y se obtuvo una lectura dual de absorbancia a 430 y 630-
700 nm. Sobre todas las lecturas se descontó el tratamiento a- (background). Cabe destacar, que los 
tratamientos control de MC solos o de su Mco dieron un valor similar al background, razón por la cual no 
fueron tenidos en cuenta. Los resultados se expresaron como unidades de absorbancia, y luego como 
porcentaje de proliferación respecto del control (cultivo de CT LP07).

7. Análisis estadístico

Todos los ensayos fueron repetidos al menos tres veces y el que se muestra es uno representativo.
Los resultados fueron analizados utilizando el test de T-student o ANOVA con corroboración de Bon-

ferroni, por medio del software Graph Pad Prism (Graphpad Software, Inc., San Diego). En los casos en 
los que resultó p<0,05, la diferencia se consideró significativa.

Resultados

1. Estudio in vivo
a. Capacidad espontánea de las CT LP07 en el reclutamiento de MC

Los MC se han encontrado asociados a la mayor parte de tumores sólidos, pero sin embargo –como 
ya se comentó en la introducción-, su rol en la progresión tumoral es controvertido. 

Ciertos estudios muestran que pacientes con adenocarcinoma de pulmón con elevado número de MC, 
presentan un pronóstico menos favorable que aquellos que tienen un número menor, siendo mayor la 
supervivencia en estos últimos (Imada A, Shijubo N, Kojima H, Abe S., 2000). Sin embargo, otros trabajos 
realizados en cáncer de pulmón muestran una relación inversa entre el número de MC y la cantidad de 
tejido tumoral, sugiriendo que éstos podrían actuar contra la expansión del tumor (Tomita M, Matsuzaki 
Y, Edagawa M, Shimizu T, Hara M, Onitsuka T., 2003).

Decidimos entonces, evaluar si los tumores generados por células de la línea LP07 tienen también la 
capacidad de reclutar MC in vivo.

Como figura en Materiales y Métodos, se estableció el número óptimo de células tumorales a inocu-
larse, determinándose un número de 1.106 CT en 100 µl de MEM. Una vez determinada la concentración 
óptima de CT a inyectarse en forma subcutánea en el flanco lateral de cada ratón (1.106 CT en 100 µl de 
MEM), la latencia disminuyó a 7 días, y la toma tumoral fue del 100%.

Cuando el 50% de los ratones alcanzó un diámetro mayor o igual a 2 mm se sacrificaron dos ratones 
dos veces por semana. Se extirparon los tumores, y se procesaron las biopsias realizando cortes que 
luego fueron coloreados con azul de toluidina 0.5% 

Las preparaciones histológicas así procesadas permitieron observar en la zona peritumoral, MC de 
color fucsia debido a la metacromasia producida por la presencia de heparina en sus gránulos (Figura 
1). El diámetro mayor de los MC más frecuentemente observados en el tejido peritumoral fue de 20 µm, 
mostrando algunos de ellos signos de desgranulación. 

Los MC de la zona intratumoral presentaron un diámetro menor (15 µm), y en el tejido conectivo se 
observa un color rosado (Figura 2). Muchos MC (Figura 2, punta de flecha), muestran escaso número de 
gránulos citoplasmáticos. Por otro lado, el tamaño menor, conjuntamente con la metacromasia suave en 
el estroma tumoral, induce a pensar en una exocitosis mayor respecto a la que se presenta en los MC 
peritumorales.

Con el objeto de evaluar la capacidad de reclutamiento de MC por parte de la línea tumoral LP07, se 
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cuantificaron los MC peritumorales e intratumorales bajo microscopio óptico en 24 campos adyacentes, 
y el número de MC registrados se refirió a 1 mm2. Se encontró sorpresivamente la presencia de MC, no 
sólo en la zona peritumoral sino también en la zona intratumoral, siendo esta última un área del tumor 
donde la mastocitosis no es normalmente evidente. Con la misma metodología, se procedió a evaluar el 
número de MC/mm2 presentes en la zona subcutánea de ratones sanos (comparable con la peritumoral) 
donde el número fue de 536,7±  27,3 (n=5).

En las muestras de tumores generados por las células de la línea LP07, se vio un aumento significativo 
en el número de MC peritumorales respecto del control, desde el primer día de muestreo –día 12- (Figura 
3). A partir de este día se observó una disminución significativa en el número de MC peritumorales, la 
que a partir del día 14 permaneció estable hasta el final del experimento, y siempre fue significativamente 
mayor que el control. 

Fue llamativo el reclutamiento de MC en la zona intratumoral respecto a lo observado en otros adeno-
carcinomas. Como se observa en la Figura 2, estas células se vieron ubicadas en las delgadas trabéculas 
de tejido conectivo que rodean los acúmulos de células tumorales. 

El aumento de los MC intratumorales fue estadísticamente significativo desde el primer día de mues-
treo (día 12) respecto del número de MC que se registran en animales libre de tumor –control- (Figura 4). 
Este aumento alcanzó su máximo valor al día 14 de portación tumoral observándose que a partir del día 
18 el número de MC se mantuvo prácticamente estable. Es importante destacar que si bien el número 
de MC es estable a partir del día 18, sigue siendo una medición significativamente elevada respecto a la 
determinada en el día 12 de portación. 

Figura 1. Mastocitos peritumorales.
Los MC peritumorales se observan de color fucsia, debido a la metacromasia producida por la presencia 

de heparina en sus gránulos citoplasmáticos.
G: gránulo en exocitosis
N: núcleo
MC: mastocito
TC: tejido conectivo
TCPT: tejido conectivo peritumoral
Coloración: azul de toluidina. Barra= 30µm

Figura 2. Mastocitos intratumorales.
Nótese que las fibras del tejido conectivo intratumoral tienen un color rosado. Esta metacromasia puede 

deberse a la presencia de heparina, proveniente de MC previamente desgranulados.
MC: mastocito
PT: parénquima tumoral
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Figura 1. Mastocitos peritumorales

Figura 2. Mastocitos intratumorales
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Figura 3. Reclutamiento espontáneo de MC (ubicación peritumoral) en muestras de tumores 
de la línea LP07.

*Nivel de significancia entre los días del experimento respecto del primer día de muestreo
o Nivel de significancia entre el control (MC en ratones sanos) y experimentales (MC en 
ratones portadores de tumor).



Tesinas                           Rol de los mastocitos en la tumorigenicidad de una línea de adenocarcinoma...

64

2. Estudios in vitro
a. Puesta a punto del cultivo de la línea LP07 

En el trabajo científico de caracterización de la línea LP07 (Urtreger et al., 2001) se establecieron las 
condiciones óptimas para su cultivo, pero para realizar cada uno de los ensayos propuestos en nuestro 
trabajo, primeramente debimos determinar las condiciones necesarias y adecuadas para cada experi-
mento.

 Determinación de la concentración de SFB 
Se probaron distintas concentraciones de SFB para adicionar al medio de cultivo, obteniendo un cre-

cimiento óptimo con concentraciones al 10% y 5%, según se necesitara activar o no la la resproducción 
celular, respectivamente.

 Determinación del volumen de tripsina y de su tiempo de exposición
Dado que las células LP07 son muy adherentes, a fin de obtener suspensiones celulares al trabajar 

con frascos T-25 de cultivo celular, se probaron distintos tiempos de tratamiento con tripsina, obteniéndose 
el mejor resultado a los veinte minutos de exposición a la enzima. Por otra parte, el volumen de tripsina 
determinado para remover las células del soporte de frascos T-25, osciló entre 400 ìl y 600 ìl dependiendo 
del número de repique celular. Si bien trabajamos con células de la línea LP07 entre los repiques 15 y 
25, observamos que en general, a partir del repique 20 se requería más volumen de tripsina para separar 
las células de su sustrato. 

 Determinación de la concentración de células tumorales a sembrar en placas de 24 hoyos y 
en placas de 6 hoyos.

Con el fin de poner a punto la concentración inicial de células a sembrar para posteriores experimentos 
(que requieren 80% de confluencia), se efectuaron las siguientes pruebas:
a)	 Se sembraron distintas concentraciones de células tumorales: 1.103, 5.103, 1.104, 5.104 y 1.105 en 0,5 

ml de medio MEM con SFB al 5% en una placa de 24 hoyos.  
	 Para las últimas dos concentraciones -5.104 y 1.105- se obtuvo a las 24 horas de cultivo, un 40% y un 

50% de confluencia respectivamente, y a las 48 horas un 80% y un 90% de confluencia, respectiva-
mente. Se estableció como concentración óptima 5.104.

b)	 Se sembraron distintas concentraciones de células tumorales: 1.105 y 2.105 en 2 ml de medio MEM con 
5% de SFB en placas de 6 hoyos. Se obtuvo para la segunda concentración un 80% de confluencia 
a las 48 horas de cultivo. Se estableció como concentración óptima 2.105.
	 Se determinó que para un crecimiento óptimo de las CT en medio de cultivo, las concentraciones 

de SFB a utilizar deben ser de 10% o 5%, según se necesitara activar o no la reproducción celular, 
respectivamente.

	 Se determinó que para la obtención de suspensiones celulares, el tiempo óptimo de tratamiento 
con tripsina debe ser de veinte minutos, y el volumen de tripsina a utilizar al trabajar con frascos 
T-25 de cultivo debe ser entre 400-600 ìl dependiendo del número de repique celular.

	 La concentración de CT para obtener un 80% de confluencia en 48 horas de cultivo, en placas de 
24 hoyos debe ser 5.104.

	 La concentración de CT para obtener un 80% de confluencia en 48 horas de cultivo, en placas de 
6 hoyos debe ser 2.105.

b. Efecto del McoMC sobre la capacidad de adhesión de las CT
La adhesión de las células a otras células o a la matriz extracelular provee señales que influyen en su 

habilidad para sobrevivir, proliferar, migrar y diferenciarse.
Como se vio en la introducción de este seminario, la adhesión celular está mediada por receptores de 

adhesión a moléculas de la MEC como las Integrinas, y moléculas de superficie celular que median la in-
teracción célula-célula, como las Cadherinas, la Superfamilia de las Inmunoglubilinas, y las Selectinas.  

Por lo tanto, el conocimiento de la capacidad de adhesión de una línea tumoral, no sólo es importante 
desde el punto biológico sino también para aplicaciones clínicas, ya que células tumorales con alteraciones 
en la capacidad de adhesión muestran un fenotipo metastásico.

Nosotros nos propusimos evaluar si el McoMC ejerce algún efecto sobre la capacidad de adhesión 
de las CT LP07. Para ello se probó la adhesión de las CT a BSA y a fibronectina (FN), con el fin de ob-
servar su capacidad de adhesión a distintos sustratos. Las tres metodologías que se pusieron a prueba 
detalladas en Materiales y Métodos, fueron brevemente las siguientes:
a)	 con placa de 24 hoyos y contando número de células en Cámara de Neubauer.
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b)	 con placa de 24 hoyos y contando células en diez campos a través de una transecta en cada hoyo.
c)	 con placa de 96 hoyos y tiñendo las células con cristal violeta y luego midiendo absorbancia a 530 

nm.
Dado que se trata de células muy adherentes, la primera no resultó una metodología apropiada. Las 

células no pudieron ser removidas totalmente de los hoyos mediante el tratamiento con tripsina, razón 
por la cual no pudieron percibirse diferencias entre tratamientos.

Tampoco resultó buena la metodología c). El plástico adsorbe mucho colorante, y no se percibieron 
diferencias entre tratamientos. Además debe considerarse que es necesario hacer 5 lavados en PBS con 
el fin de eliminar absolutamente el colorante no incorporado en las células, lo que puede llevar, a pesar de 
la gran capacidad de adhesión de estas células, a despegarlas mecánicamente, dado que el experimento 
se lleva a cabo a los 30 minutos de haberlas sembrado.

La metodología elegida fue la segunda (b). Se probó la adhesión de CT LP07 durante 30 minutos a 
BSA y a FN, con o sin el agregado de McoMC. Cabe destacar que no se trabaja con cocultivos de CT y 
MC, ya que el aspecto en el microscopio óptico de ambos tipos celulares es similar, y llevaría a confu-
siones al momento de contar. Se contó en cada hoyo el número de CT a lo largo de una transecta cuya 
superficie equivale a 16.5 mm2, y se refirió su número a CT/mm2.

El agregado de McoMC provocó un aumento significativo en la adhesión de las CT a FN. En el trata-

Figura 5. Efecto del tratamiento con McoMC en la adhesión de células tumorales.

A-  % CT LP07 sobre BSA
B-  % CT LP07 y McoMC en proporción CT 10: MC 1 sobre BSA.
C-  % CT LP07 sobre FN
D-  % CT LP07 y McoMC en proporción CT 10: MC 1 sobre FN.

En 6 hoyos de una placa de 24 se efectuó un ¨coating¨ de FN (2ug/cm2) en MEM (0,2 ml por 
hoyo) durante una hora a temperatura ambiente. Otros 6 hoyos se cubrieron con albúmina 
sérica bovina (BSA –1mg/1ml-) durante una hora a temperatura ambiente. Se sembraron 
en tres hoyos de cada condición, 5. 104 CT en 0,2 ml de medio MEM solo o con el agregado 
de McoMC. Se incubaron los distintos tratamientos durante 30 minutos a 37ºC. Las células 
adheridas se lavaron dos veces con 0,2 ml de PBS, y se fijaron con formaldehído al 4%. Se 
contó en cada hoyo el número de células a lo largo de una transecta cuya superficie equivale 
a 16,5 mm2, y se refirió su número a CT/mm2.
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Los resultados indican que el McoMC influyó en la adhesión de CT a FN a 30 minutos de tratamiento, 
produciendo un incremento significativo de 80±14 CT/mm2 respecto del control de CT LP07 sobre 
FN (40±2 CT/mm2).

c. Efecto del McoMC sobre la capacidad migratoria e invasiva de las CT
Una de las características principales de las CT es su incontrolada y única capacidad de invadir tejidos 

vecinos. Este fenómeno es particularmente crítico cuando las células tumorales difunden a través del flujo 
sanguíneo provocando metástasis a distancia. 

El crecimiento y otras propiedades biológicas de las células tumorales, como la migración e invasión 
están profundamente influenciadas por las células circundantes del hospedador, entre ellas los MC, que 
pueden actuar en pasos críticos de la progresión tumoral como la invasión y la metástasis.

Por lo tanto, decidimos evaluar la capacidad de las CT en el proceso migratorio e invasivo, examinando 
si la interacción del McoMC con las CT puede influenciar la motilidad de estas células in vitro.

1) Resultados de los ensayos preliminares de migración e invasión utilizando fibronectina como 
factor quimioatractante

La tabla I muestra los resultados de los ensayos preliminares de migración e invasión con el agregado 
de fibronectina a la cámara inferior. El número de células que migraron e invadieron en ambos casos, fue 
muy bajo, y no se detectaron diferencias marcadas en ninguna de los tres tiempos a los que se detuvieron 
los ensayos.

Tabla I. Número de células que migraron e invadieron en los ensayos preliminares, utilizando FN 
como quimioatractante.

	 Horas	 Migración	 Invasión
	 (tiempo de incubación)

	 13	 19	 0

	 20	 19	 19

	 40	 18	 14

Se cuantificó el número de CT en seis campos observados a 20X bajo microscopio de fluorescen-
cia.

2) Resultados de los ensayos preliminares de migración e invasión utilizando Mco de pulmón 
como factor quimioatractante.

La tabla II muestra los resultados obtenidos en los ensayos preliminares de migración e invasión uti-
lizando el Mco de pulmón como quimioatractante.

Tabla II. Número de células que migraron e invadieron en los ensayos preliminares, utilizando 
Mco de pulmón como factor quimioatractante.

	 Horas	 Migración(CT/mm2)	 Invasión(CT/mm2)
	 (tiempo de incubación)

	 22	6 2	 12

	 38	 121	 51

Se cuantificó el número de CT en seis campos observados a 20X bajo microscopio de fluorescencia. 
La superficie de los seis campos es equivalente a 17,04 mm2, y los resultados se refirieron a CT/mm2.

3) Ensayos definitivos de migración e invasión
En la Figura 6 se muestran los resultados del ensayo definitivo de migración, refiriéndose el núme-
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Se cuantificó el número de CT en tres campos observados a 40X bajo microscopio de fluorescen-
cia. La superficie de los tres campos es equivalente a 0,69 mm2, y los resultados se refirieron a 

Figura 6. Ensayo de migración.

Tratamientos:
 % Control: LPO7
 % Tratado: LPO7 con el agregado de McoMC en proporción (CT10:MC1).

Se sembraron en la cámara superior 2.105 células en 100 ìl de medio MEM solo o con el agregado 
de McoMC respetando una proporción CT10: MC1. En la cámara inferior se colocó 500 ìl de me-
dio MEM - BSA 0,1% con Mco de pulmón en una proporción 3:1 (MEM-BSA 0,1% : MCo pulmón). 
Luego de las 24 horas de incubación, a cada filtro se le realizó la técnica de coloración con reactivo 
de Hoescht-33258 para efectuar el recuento celular. Los filtros se observaron bajo microscopio de 
fluorescencia a 40X, y se cuantificó el número de CT que migraron mediante la obervación de sus 
núcleos, refiriéndose su número a mm2 (superficie: 0.69 mm2).

El McoMC afectó la capacidad migratoria de las CT, provocando una disminución significativa de 
la misma (607±51 vs.1006±62).

En la Figura 7 se muestra el número de CT que invadieron, refiriéndose su número a mm2. Se obtuvo 
una disminución significativa en presencia de McoMC (p<0,001).
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El McoMC afectó la capacidad invasiva de las CT, provocando una disminución significativa de la 
misma (56±16 vs 317±35).

Figura 7. Ensayo de invasión.

Tratamientos: 
 % Control: LP07
 % Tratado: LP07 con el agregado de McoMC en proporción (CT10:MC1).
Se sembraron en la cámara superior 2.105 células en 100 ìl de medio MEM solo o con el agregado 
de McoMC respetando una proporción CT10: MC1. En la cámara inferior se colocó 500 ìl de medio 
MEM - BSA 0,1% con Mco de pulmón en una proporción 3:1 (MEM-BSA 0,1%: Mco de pulmón). 
Luego de las 24 horas de incubación, a cada filtro se le realizó la técnica de coloración con reactivo 
de Hoescht-33258 para efectuar el recuento celular. Los filtros se observaron bajo microscopio de 
fluorescencia a 40X, y se cuantificó el número de CT que invadieron mediante la obervación de 
sus núcleos, refiriéndose su número a mm2 (superficie: 0.69 mm2).

Se cuantificó el número de CT en tres campos observados a 40X bajo microscopio de fluorescen-
cia. La superficie de los tres campos es equivalente a 0.69 mm2, y los resultados se refirieron a 

d. Efecto del McoMC en la disposición del  citoesqueleto de actina de las CT
El citoesqueleto de actina, una red dinámica de polímeros de actina y gran variedad de proteínas 

asociadas, está involucrado en la regulación de la forma, la motilidad y la adhesión celular, por lo que 
alteraciones en su función contribuyen a la transformación maligna.

Sabiendo que la migración de las CT está íntimamente relacionada con la organización del citoesque-
leto de actina, y habiendo observado que el McoMC produjo una disminución de la capacidad migratoria 
e invasiva de las CT LP07, decidimos evaluar qué influencia ejerció el McoMC en la disposición del 
citoesqueleto de actina de las CT al disminuir su motilidad.

Las Figuras 8, 9, 10, y 11, muestran los resultados del experimento.
El tratamiento con McoMC provocó un cambio en la disposición del citoesqueleto de actina de las CT, 

ya que se acentuó la presencia de actina cortical y desaparecieron por completo las fibras de stress.

El tratamiento con McoMC provocó un cambio en la disposición del citoesqueleto de actina de las 
CT, ya que se acentuó la presencia de actina cortical y desaparecieron por completo las fibras de 
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Figuras 8 y 9. CT LP07 sin tratar.

Se colocó un vidrio por hoyo en una placa de 24 donde se sembraron 7.5x104 CT en 500 ìl de medio 
MEM. Se incubó en estufa a 37ºC por 24hs, y luego cada hoyo se fijó con formaldehído al 4% durante 15 
minutos. Se lavó dos veces con PBS y se agregó 50 ìl de una solución que contiene 1 ìl de faloidina-roda-
mina y 5 ìl de reactivo de Hoescht en 200 ìl totales. Se dejó durante una hora a temperatura ambiente, y 
luego se realizaron tres lavados con PBS. Se montaron los vidrios con PBS: glicerina 1:1, y se observaron 
las muestras al microscopio de fluorescencia.

La marcación roja corresponde a falodina-rodamina (en ambas figuras), y la marcación azul al reactivo 
de Hoescht mostrando los núcleos (en la figura 9). 

Figura 8: Nótese la presencia de fibras de stress y la forma ahusada de las células en el cultivo.

Figura 9: Idem a Figura 8 resaltando los núcleos celulares con el reactivo de Hoescht.

FS: fibras de stress
N: núcleo

Figuras 10 y 11. CT LP07 tratadas con McoMC.

Se colocó un vidrio por hoyo en una placa de 24 donde se sembraron 7.5x104 CT en 500 ìl de medio 
MEM conteniendo Mco de 7.5x103 MC (CT10: MC1). Se incubó en estufa a 37ºC por 24hs, y luego cada 
hoyo se fijó con formaldehído al 4% durante 15 minutos. Se lavó dos veces con PBS y se agregó 50 ìl 
de una solución que contiene 1 ìl de faloidina-rodamina y 5 ìl de reactivo de Hoescht en 200 ìl totales. Se 
dejó durante una hora a temperatura ambiente, y luego se realizaron tres lavados con PBS. Se montaron 
los vidrios con PBS: glicerina 1:1, y se observaron las muestras al microscopio de fluorescencia. 

La marcación roja corresponde a falodina-rodamina (en ambas fotos), y la marcación azul al reactivo 
de Hoescht mostrando los núcleos (en la figura 11).

Figura 10: Nótese la presencia de actina cortical y la ausencia total de fibras de stress.

Figura 11: Idem a la Figura 10 resaltando los núcleos celulares con el reactivo de Hoescht.

AC: actina cortical
N: núcleo

Los resultados indican que el McoMC influyó en la adhesión de CT a FN a 30 minutos de tratamiento, 
produciendo un incremento significativo de 80±14 CT/mm2 respecto del control de CT LP07 sobre 
FN (40±2 CT/mm2).
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	 Figura 8. Control LP07	 Figura 9. Control LP07
	 (Faloidina)	 (Faloidina +Hoescht)   

	 Figura 10. Tratado LP07 + McoMC	 Figura 11. Tratado LP07+ McoMC
	 (Faloidina)	 (Faloidina + Hoescht)

e. Investigación de la producción/actividad de MMPs secretadas por CT y MC.
El estudio de MMPs es de gran importancia ya que estas enzimas están asociadas con la invasión 

de las células tumorales, con la penetración de dichas células al flujo sanguíneo, y con la metástasis. 
También están implicadas en el crecimiento del tumor metastásico y en la angiogénesis, de modo que 
tienen un rol primordial en la progresión tumoral. 

Las MMPs son producidas por células tumorales y por células de tejidos adyacentes, sin embargo, 
las CT además pueden inducir a las células vecinas a producir otras MMPs con el objetivo de llevar a 
cabo la proteólisis. 

Decidimos investigar la producción/actividad de MMPs por parte las CT LP07 y de los MC, con el fin 
de poder evaluar luego, si la actividad de las MMPs secretadas por las CT se ve afectada cuando éstas 
se hallan en cocultivo con los MC, como así también si dicha actividad es influenciada en presencia del 
McoMC. Con las observaciones llevadas a cabo en estos ensayos esperamos poder establecer alguna 
correlación entre la actividad de MMPs –cuyo rol es clave en el proceso de migración e invasión- con los 
resultados obtenidos en la modulación que ejerce el McoMC en la capacidad migratoria e invasiva de 
esta línea tumoral. Podría esperarse que la disminución producida en la migración e invasión de las CT 
LP07 en presencia del McoMC, esté relacionada con una disminución en la expresión de MMPs, proba-
blemente debido a la intervención de algún mediador mastocitario que inhiba su expresión a través de 
alguna vía de señalización. 

Se detectó por zimografía la actividad gelatinolítica en medios condicionados provenientes de cultivos 
de 24 horas de CT LP07 o de MC. 

Se observó que los MC producen dos MMPs con actividad gelatinolítica, una de 116 KDa y otra de 15 
KDa. (Figura 12).  Se comprobó que se trata de MMPs y no de otro tipo de proteasas con el agregado de 
EDTA en el buffer de incubación. 
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Figura 12. Actividad de MMPs en Mco proveniente de cultivo de 24 hs de MC.

Las muestras se fraccionaron en geles de poliacrilamida (10%) copolimerizados con 0.1% de ge-
latina. Luego de la corrida, los geles se lavaron en Tritón X-100 2.5% y se incubaron por 72 hs en 
buffer 0.25M Tris-HCl/1M NaCl/25mM CaCl2 (pH 7.4). Los geles se fijaron y tiñeron con Coomassie 
Blue. Las bandas de degradación enzimática se observaron como tinción negativa, y se midieron 
con un densitómetro.

Los MC producen dos MMPs con actividad gelatinolítica, una de 116 KDa y otra de 15 KDa.

Por otro lado, al analizar por zimografía la actividad de MMPs de medio condicionado proveniente del 
cultivo de 24 horas de CT, se vio que éstas producen varios péptidos con actividad gelatinolítica. También 
se comprobó que se trata de metaloproteasas mediante el agregado de EDTA. Las bandas se correspon-
den con PM de 116 KDa, 72 KDa, 66 KDa, 54 KDa, 50 KDa, 43 KDa y 39 KDa (Figura 13).

Figura 13. Actividad de MMPs en Mco proviente de cultivo de 24 hs de CT LP07.

Las muestras se fraccionaron en geles de poliacrilamida (10%) copolimerizados con 0.1% de ge-
latina. Luego de la corrida, los geles se lavaron en Tritón X-100 2.5% y se incubaron por 72 hs en 
buffer 0.25M Tris-HCl/1M NaCl/25mM CaCl2 (pH 7.4). Los geles se fijaron y tiñeron con Coomassie 
Blue. Las bandas de degradación enzimática se observaron como tinción negativa, y se midieron 
con un densitómetro.
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Las CT producen varias MMPs con actividad gelatinolítica

f. Modulación de la actividad de MMPs ejercida por el Mco de cocultivos de CT y MC.
A partir de los resultados obtenidos en el apartado anterior, de donde determinamos que tanto las CT 

como los MC producen MMPs, decidimos evaluar si la presencia de MC en cocultivo con CT produce 
alguna modificación sobre la actividad de las MMPs y viceversa. 

Se realizaron cocultivos de CT LP07 y MC en proporción CT5: MC1 durante 24 horas, y se midió la 
actividad gelatinolítica de los medios condicionados de dichos cocultivos por medio de zimografía cuan-
titativa (Figura 14). No se obtuvieron resultados significativos, aunque hay una tendencia inhibitoria de la 
actividad gelatinolítica en presencia de MC (Figura 15). 

Figura 14. Actividad de MMPs en medios condicionados de:

	 A-CT LP07
 	 B- CT+MC (CT5:MC1)
	 C-MC

Las muestras se fraccionaron en geles de poliacrilamida (10%) copolimerizados con 0.1% de ge-
latina. Luego de la corrida, los geles se lavaron en Tritón X-100 2.5% y se incubaron por 72 hs en 
buffer 0.25M Tris-HCl/1M NaCl/25mM CaCl2 (pH 7.4). Los geles se fijaron y tiñeron con Coomassie 
Blue. Las bandas de degradación enzimática se observaron como tinción negativa, y se midieron 
con un densitómetro.

Nótese en la zimografía que en el Mco de cocultivo de CT y MC aparece la banda de bajo PM (15 
KDa) presente en el Mco del cultivo de MC solos.
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Figura 15. Actividad de MMPs en Mco de cocultivos de CT y MC.

Se expresó como unidades arbitratrarias/mg de proteínas, y luego como porcentaje de actividad 
de MMPs respecto del cultivo de CT LP07.
A- % Mco de MC
B-  % Mco de CT
C- % Mco de cocultivo LP07 + MC (CT5:MC1)

El cocultivo de CT y MC produjo un Mco con una producción/actividad de MMPs menor, aunque 
no significativa.

g. Modulación de la actividad de MMPs ejercida por el Mco resultante del cultivo de CT en 
McoMC

Además de analizar si la presencia de MC en cocultivo con las CT afecta la actividad de las MMPs 
–que por lo visto en el apartado anterior, ejerce un efecto con tendencia inhibitoria-, también decidimos 
investigar qué efecto tiene el McoMC sobre la actividad de las MMPs secretadas por las CT, y observar 
si esta modulación sobre la actividad de MMPs es diferente a la que ocurre cuando los MC están en 
contacto con las CT.

Se cultivaron las CT durante 24 horas con McoMC, y se midió la actividad gelatinolítica de los medios 
condicionados por medio de zimografía (Figura 16). 

Se obtuvo nuevamente, una tendencia inhibitoria de la actividad de MMPs cuando las CT están en 
cultivo con el McoMC (Figura 17). 
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Figura 16. Actividad de MMPs en medios condicionados de:

	 A- CT LP07
	 B- CT + McoMC (CT10:MC1)
	 C- MC

Las muestras se fraccionaron en geles de poliacrilamida (10%) copolimerizados con 0.1% de ge-
latina. Luego de la corrida, los geles se lavaron en Tritón X-100 2.5% y se incubaron por 72 hs en 
buffer 0.25M Tris-HCl/1M NaCl/25mM CaCl2 (pH 7.4). Los geles se fijaron y tiñeron con Coomassie 
Blue. Las bandas de degradación enzimática se observaron como tinción negativa, y se midieron 
con un densitómetro.

Figura 17. Actividad de MMPs en Mco de CT cultivadas con McoMC.

Se expresó como unidades arbitrarias/mg de proteínas, y luego como porcentaje de actividad de 
MMPs respecto del cultivo de CT LP07.
 A-  % Mco de MC
 B- % Mco de CT
 C-  % Mco resultante del cultivo de CT LP07 en McoMC (CT10:MC1)
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La presencia de McoMC en cultivo con las CT produjo una tendencia inhibitoria de la actividad de 
las MMPs.

h. Modulación de la actividad de uPA ejercida por el Mco de cocultivos de CT y MC. 
El activador de plasminógeno tipo urokinasa –uPA- es una serinoproteasa que, además de degradar 

algunos componentes de la matriz extracelular, cataliza la conversión de plasminógeno en plasmina, la 
cual al unirse a receptores de superficie en las células tumorales puede activar otras enzimas conduciendo 
a una amplificación de la cascada proteolítica.

El uPA es sintetizado y secretado por células tumorales y estromales en forma de proenzima inactiva, 
y se une a receptores de superficie en las células tumorales donde puede activarse, y producir a su vez la 
activación del plasminógeno, lo cual se incrementa hasta 40 veces cuando el uPA está unido a su receptor 
(uPAR). De este modo, el uPA y su receptor uPAR, constituyen un componente esencial en la migración 
e invasión celular in vivo e in vitro.

Según estudios realizados en nuestro laboratorio, las CT de la línea LP07 secretan elevadas canti-
dades de uPA (aproximadamente, 40 UI/mg prot./24 horas), no habiéndose detectado uPA asociado a la 
superficie de estas células (Urtreger et al., 2001).

Cabe destacar también, que no se detectó actividad medible de uPA en Mco de cultivo de MC solos. 
De acuerdo a los resultados obtenidos con los ensayos realizados hasta el momento, podríamos 

pensar que el aumento de la adhesión de las CT por acción del McoMC, se condice con la disminución 
de la capacidad migratoria e invasiva de las CT en presencia del McoMC, lo cual también podría correla-
cionarse con la tendencia inhibitoria de la actividad de las MMPs que el McoMC ejerció en cultivo con las 
CT. Hasta este punto de nuestra investigación, podríamos afirmar que los MC estarían ejerciendo cierta 
acción inhibitoria en la progresión tumoral in vitro de esta línea. Por ello, al investigar la actividad del 
uPA, cuyo rol es importante en la migración e invasión de las CT, esperaríamos que los MC o el McoMC 
provocasen una disminución en dicha actividad, pero sorprendemente, como se verá a continuación, la 
actividad del uPA aumentó ya sea por efecto de los MC en cocultivo con CT, o por acción del McoMC en 
contacto con las CT.

Figura 18. Actividad de uPA en Mco de cocultivos de CT y MC

Se expresó como UI de uPA/ìg de proteínas, y luego como porcentaje de actividad de uPA respecto 
del cultivo de CT LP07.
	 A- % Mco de MC (carente de actividad medible; barra equivalente a 0)
	 B- % Mco de CT LP07
	 C- % Mco del cocultivo CT-MC en proporción CT 10: MC 1
             D- % Mco del cocultivo CT-MC en proporción CT 5: MC 1
Se utilizaron placas de caseína–agarosa ricas en plasminógeno (2mg/ml), en las que se efectuó 
hoyos de 5 mm. Se sembró en cada hoyo 10 ìl de las muestras y se incubó durante 24 horas en 
cámara húmeda a 37ºC. Se midió el halo de degradación. Se refirió la actividad de uPA a una curva 
standard de uoquinasa, en un rango de 0.1 a 50 UI/ml, y los resultados se normalizaron según el 
contenido proteico de las monocapas.
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La interacción de CT y MC produjo un aumento de 250,0 ± 68.4% en la actividad del uPA respecto 
del control de células solas.

i. Modulación de la actividad de uPA ejercida por el Mco resultante del cultivo de CT en McoMC
Dado que los MC en cocultivo con las CT produjeron un aumento significativo de la actividad del uPA, 

quisimos evaluar qué efecto producía el McoMC en presencia de las CT, y observar así, si la modulación 
ejercida por el contacto directo entre CT y MC es distinta a la que podrían ejercer los mediadores químicos 
presentes en el McoMC en contacto con las CT.

Se realizó la misma técnica que en el apartado anterior (caseinólisis radial) pero utilizando medios 
condicionados provenientes de cultivos de células LP07 con el agregado de McoMC. El McoMC potenció 
en forma no significativa la actividad del uPA (Figura 19).  

Nuevamente el McoMC careció actividad medible.

Figura 19. Actividad de uPA en Mco de cultivo de CT y McoMC 

Se expresó como UI de uPA/ìg de proteínas, y luego como porcentaje de actividad de uPA respecto 
del cultivo de CT LP07.
A- % Mco de MC (carente de actividad medible; barra equivalente a 0).
 	 B- % Mco de CT LP07
 	 C- % Mco resultante del cultivo de CT en McoMC (proporción CT 10: MC 1)

 Se utilizaron placas de caseína–agarosa ricas en plasminógeno (2mg/ml), en las que se efectuó 
hoyos de 5 mm. Se sembró en cada hoyo 10 ìl de las muestras y se incubó durante 24 horas en 
cámara húmeda a 37ºC. Se midió el halo de degradación. Se refirió la actividad de uPA a una curva 
standard de uoquinasa, en un rango de 0.1 a 50 UI/ml, y los resultados se normalizaron según el 
contenido proteico de las monocapas.
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La interacción de las CT en cultivo con el McoMC produjo un aumento no significativo de la acti-
vidad de uPA.

j. Modulación ejercida por los MC sobre la proliferación de las CT in vitro
Como vimos en la introducción de este seminario, los MC pueden ejercer diferentes efectos biológicos 

sobre las CT, favoreciendo o inhibiendo la progresión tumoral. 
Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que los MC inhiben el crecimiento in vitro de 

un adenocarcinoma mamario murino (Lauria de Cidre, 1990). Teniendo en cuenta este antecedente sobre 
el efecto que los MC pueden ejercer sobre la proliferación de CT, decidimos investigar si afectan de algún 
el modo el crecimiento de las CT LP07.

Para llevar a cabo este objetivo, evaluamos la actividad metabólica de las CT como medida indirecta 
de la proliferación, y confrontamos los resultados obtenidos con los observados por el método de recuento 
celular (no se muestran los datos), obteniendo por ambas metodologías una disminución significativa de 
la proliferación.

La Figura 20 muestra los resultados del ensayo. 

Figura 20. Acción de los MC sobre la proliferación de las CT luego de 24 horas de cultivo

Los resultados se expresaron como unidades de absorbancia, y luego como porcentaje de prolife-
ración respecto del cultivo de CT LP07.
A- % CT LP07
B- % CT y MC (CT 10: MC 1)
C- % CT y MC (CT 5: MC 1)

En una placa de 96 hoyos, se sembraron 2.5X104 CT por hoyo en 200ìl de medio MEM y SFB 5%, 
se las dejó adherir cuatro horas en estufa a 37ºC. Las células adheridas se lavaron dos veces con 
PBS, y se agregaron MC en proporción CT10:MC1 y CT5:MC1. En todos los hoyos se colocó 200 ìl 
de medio MEM sin SFB, y se incubó por 24 hs a 37ºC. Los hoyos se lavaron con PBS, y se colocó 
en cada uno 100 ìl de medio MEM, y 20 ìl de la solución MTS-PMS en una proporción 1:20 (PMS 
1: MTS 20) en la oscuridad. Se incubó nuevamente en estufa a 37ºC durante 1 hora, y se realizó 
una lectura dual de absorbancia a 430 y 630-700 nm.
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La acción de los MC produjo una disminución significativa de la proliferación celular a las 24hs de 
cultivo (72±8.6%).

k. Modulación ejercida por el McoMC sobre la proliferación de las CT in vitro
Debido a la amplia variedad de mediadores químicos que presenta el McoMC, decidimos investigar 

si este tiene algún efecto sobre la proliferación celular de la línea LP07, y observar si existe alguna dife-
rencia sobre dicha proliferación cuando las CT interaccionan directamente con los MC, y  cuando las CT 
se hallan en cultivo con el  McoMC.

La Figura 21 muestra los resultados del ensayo.

Figura 21. Acción del McoMC sobre la proliferación de las CT luego de 24 horas de cultivo.

Los resultados se expresaron como unidades de absorbancia, y luego como porcentaje de prolife-
ración respecto del cultivo de CT LP07.
A- % CT LP07
B- % CT y McoMC (CT 10: MC 1)
C- % CT y McoMC (CT 5: MC 1)

En una placa multiwell de de 96 hoyos, se sembraron 2.5X104 CT por hoyo en 200ìl de medio MEM  
y SFB 5%, se las dejó adherir cuatro horas en estufa a 37ºC. Las células adheridas se lavaron dos 
veces con PBS, y se agregó el McoMC en proporción CT10:MC1 y CT5:MC1. En todos los hoyos 
se colocó 200 ìl de medio MEM sin SFB, y se incubó por 24 hs a 37ºC. Los hoyos se lavaron con 
PBS, y se colocó en cada uno 100 ìl de medio MEM, y 20 ìl de la solución MTS-PMS en una pro-
porción 1:20 (PMS 1: MTS 20) en la oscuridad. Se incubó nuevamente en estufa a 37ºC durante 
1 hora, y se realizó una lectura dual de absorbancia a 430 y 630-700 nm.

La acción del McoMC produjo una disminución significativa de la proliferación celular a las 24hs 
de cultivo (82,7±12.8%).
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Discusión

La expresión génica de las CT está controlada por varios factores ambientales, entre ellos, las células 
del estroma responsables de la homeostasis tisular. Estas células, entre las que se encuentran los MC, 
tienen influencia en el control de la tumorigenicidad y en el control de varias propiedades biológicas de 
las CT así como sobre las de las células normales del hospedador. 

Los MC son una de las principales células efectoras del sistema inmune, y su acumulación está funda-
mentalmente relacionada con desórdenes alérgicos y procesos inflamatorios. Sin embargo, también se ha 
encontrado que su número se halla aumentado en patologías tumorales. Por ejemplo, la acumulación de 
MC se ha observado en diferentes tumores como carcinomas de células basales (Deng JS, et al, 1996), 
sarcomas de tejido blando (Ueda T. et al.,1988), adenocarcinomas gástricos (Caruso RA, et al, 1997), y 
carcinomas de mama (Aaltomaa S, et al., 1993), entre otros. Pese al gran número de trabajos científicos 
realizados en los últimos años para aclarar el significado funcional de la presencia de MC peritumorales, 
el tema sigue siendo objeto de controversia. Por un lado, existen considerables evidencias que los MC 
presentan una acción citotóxica contra ciertos tumores (Benyon RC, et al., 1991; Richards AL., et al., 
1998) y además pueden atraer células inmunológicas al sitio del tumor (Luiten RM, et al., 1996), ejer-
ciendo así, una actividad antitumoral (Farram E., et al., 1980). Pero por otro lado, también hay evidencias 
convincentes de que la asociación de MC a neoplasias promueven el crecimiento tumoral y la metástasis 
(Roche W. 1985; Imada A., et al, 2000).

Esta disparidad de opinión respecto del rol de los MC frente al tumor según lo registrado en nuestro 
laboratorio y en otros trabajos científicos, podría deberse a que las investigaciones se llevaron a cabo en 
tumores de distinta estirpe y de diferente agresividad. Por lo tanto, decidimos concentrar nuestra inves-
tigación en tumores del mismo histotipo (adenocarcinomas) observando la acción de los MC en líneas 
tumorales de adenocarcinomas de distinta agresividad.  

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han mostrado que los MC inhiben la incidencia 
tumoral in vivo y el crecimiento tumoral in vitro de un adenocarcinoma mamario murino (M3) siendo su 
efecto probablemente mediado por la heparina (Bertolesi et al.,1995). 

También otros trabajos in vitro realizados en nuestro laboratorio (Bochoeyer D., et al.,2002), han reve-
lado que los MC pueden modificar la capacidad adhesiva, migratoria e invasiva, y aumentar la actividad 
de MMPs en las líneas LM3 y F3II, derivadas del adenocarinoma mamario murino M3 (Alonso, 1996; 
Urtreger, 1997) .

En este trabajo de licenciatura se estudió el efecto de los MC sobre distintos parámetros de la progre-
sión tumoral en la línea LP07, derivada del adenocarcinoma de pulmón murino P07.

En primer lugar, investigamos si los tumores generados por células de la línea LP07 tienen la capa-
cidad de reclutar MC in vivo del mismo modo que lo hacen los adenocarcinomas mamarios murinos ya 
estudiados. 

Este item lo consideramos importante, dado que los estudios histológicos sobre el reclutamiento de 
MC peritumorales registrados en la bibliografía, han sugerido que éstos podrían tener valor pronóstico 
con respecto a la evolución de la patología tumoral. Sin embargo, mientras que algunos estudios han 
mostrado una correlación positiva entre un elevado número de MC y un mejor pronóstico de vida (Ueda T, 
et al., 1988; Donhuijsen K., et al., 1992; Tomita, et al. 2003), otros indican lo contrario (Yano H, et al., 1999; 
Imada A., et al, 2000). Por lo tanto, el significado de los MC como pronóstico aún no ha sido aclarado. De 
todas maneras, debe tenerse en cuenta que la asignación del valor pronóstico de los MC se relaciona 

también con el tipo de tumor desarrollado; así estudios histológicos realizados en adenocarcinoma de 
pulmón muestran un número mayor de MC que en el carcinoma de células escamosas, y ésto ha sido 
correlacionado con un mejor pronóstico en el primer caso (Popovic L., Cerovic S., Tatic V, Brajuskovic G, 
Skuletic V. 2001).

Las CT pueden secretar factores quimiotáxicos para los MC (Poole TJ et al., 1983; Lauria de Cidre L. 
et al., 1990; Gruber BL. et al., 1994). Se ha encontrado que varios tipos de células tumorales expresan 
SCF y otros factores que actúan como quimioatractantes de MC, lo cual podría proveer una explicación 
para el elevado número de MC asociados a los tumores (Poole, T.J. and B.R. Zetter, 1983; Turner, A. M., 
et al., 1992). 

Por otro lado, en estudios realizados en nuestro laboratorio, se observó que el número de MC peri-
tumorales se incrementa a lo largo del tiempo de portación del tumor y que estas células se encuentran 
parcialmente desgranuladas (Lauria de Cidre & Sacerdote de Lustig, 1990; Lauria de Cidre, 1996), siendo 
muy bajo el número de MC intratumorales. 

Los estudios realizados en esta tesis, mostraron que este adenocarcinoma de pulmón también recluta 
MC al igual que los de mama. Sin embargo, el adenocarcinoma de pulmón LP07, mostró semejanzas y 
diferencias con respecto a las líneas de adenocarcinoma de mama estudiadas. 
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En primer lugar, al igual que las líneas de adenocarinomas mamarios, el número de MC en los tejidos 
peritumorales fue siempre un 240% mayor que en los animales carentes de tumor, registrándose espe-
cialmente al día 12 post transplante un incremento de MC de 390%.

En segundo lugar, contrariamente a lo observado en las líneas tumorales de mama, los MC peri-
tumorales reclutados por la línea LP07 disminuyeron significativamente en el día 14 de portación del 
tumor respecto del día 12, permaneciendo su número estable hasta el final del experimento, y siempre 
significativamente mayor que el control. Dicha disminución coincidió con un aumento significativo de los 
MC intratumorales en el mismo día 14 de portación, permaneciendo también su número estable hasta el 
final del experimento. Por otro lado, los MC ubicados intratumoralmente presentaron un mayor grado de 
desgranulación evidenciado en su menor tamaño y/o en la observación de zonas citoplasmáticas des-
provistas de gránulos (Resultados, Figura 2, punta de flecha). Probablemente, el aumento de mastocitos 
se deba a una mayor liberación de factores quimioatractantes en la zona intratumoral, principalmente por 
parte de las CT. Dado que el SCF puede ser secretado por CT y está involucrado en la quimioatracción 
de los MC como así también en la inducción de su desgranulación, podría ser este factor el que se haya 
acumulado intratumoralmente, provocando la migración de MC peritumorales hacia esta zona, con su 
consecuente desgranulación. Si bien esta migración implicaría una disminución de MC peritumorales a lo 
largo del tiempo de portación del tumor, los resultados han mostrado que su número permanece constante. 
Esto podría deberse al arribo de precursores de MC a través de la vasculatura, los cuales luego de la 
extravasación, finalizan su maduración en el tejido peri e intratumoral. Estudios experimentales basados 
en la manipulación de niveles de SCF demostraron que los MC están asociados con el aumento de la 
angiógenesis (Zhang W., et al., 2000), de modo que la gran desgranulación observada intratumoralmente 
podría ser inducida por las CT para facilitar la liberación de componentes angiógenicos, principalmente 
la heparina la cual interactúa con el FGF, que es mitógeno para células endoteliales (Bashkin P, Doctrow 
S., Klagsbrun M., et al., 1989). Este aumento de la vascularización, podría también contribuir a la extra-
vasación de nuevas células madre de MC hacia el tejido intratumoral. 

Dado que los MC a través de sus mediadores pueden actuar en pasos críticos de la progresión tu-
moral como la invasión y la metástasis, en este trabajo decidimos evaluar si la adhesión, migración e 
invasión –parámetros involucrados en el proceso invasivo- pueden ser alterados por la acción del medio 
condicionado de MC.

Estudios previos en nuestro laboratorio, mostraron que el McoMC puede alterar en forma diferencial 
la capacidad adhesiva, migratoria e invasiva de las líneas de adenocarcinoma mamario LM3 y F3II de 
distinta capacidad invasiva in situ, y de distinta desmoplasia (Bochoeyer D., et al. 2002).

Los ensayos de adhesión realizados en este trabajo, mostraron que el McoMC aumentó significativa-
mente la capacidad adhesiva de las CT LP07 a FN, mientras que no se observó un aumento significativo 
en la adhesión de éstas a BSA. La brevedad del tratamiento –30 minutos- indica que dicho aumento no 
puede ser consecuencia de un incremento en la expresión de la integrina a5b1 –receptor para fibronec-
tina-. Una explicación posible de esta observación, podría estar relacionada con la heparina -uno de los 
mediadores almacenados en los gránulos citoplasmáticos de los MC-. Trabajos previos realizados en 
nuestro laboratorio en la línea del adenocarcinoma mamario murino (LM3), demuestran la participación 
de la heparina en la adhesión celular. Estos trabajos han probado la presencia de receptores de hepa-
rina en dicha línea (Bertolesi et al., 1995), y también el efecto que ésta ejerce en la adhesión celular: la 
heparina incrementó la adhesión de la línea LM3 de manera dosis dependiente, y su acción fue a su vez, 
independiente del sustrato (Comunicación personal; Bertolesi G. y col., enviado a publicar). La capacidad 
de la heparina para modular la adhesión celular se relaciona con: a) en primer lugar, es una molécula 
estrechamente relacionada con el heparán sulfato, el cual es un proteoglicano abundante en la matriz 
extracelular, que actúa como ligando para receptores de superficie celular que transducen señales vía la 
ruta de la proteína kinasa C involucrada en la proliferación celular, en la motilidad, como así también en 
la adhesión celular (LeBaron et al., 1989; Yamagata et al., 1989; Woods and Couchman 1992; Woods 
et al., 1993); b) en segundo lugar, se sabe que varios componentes de la matriz extracelular, incluyendo  
fibronectina, laminina, y colágeno, poseen sitios de unión para heparina (San Antonio, 1993). Los estu-
dios realizados por Savage y col. (2001) muestran que el efecto de la heparina en la adhesión a super-
ficies precubiertas con estas proteínas varía de acuerdo al sustrato, al tipo celular y a las condiciones 
experimentales. La presencia de sitios de unión a heparina se ha encontrado en varias células normales 
(Castellot et al., 1985), en células tumorales con diferente habilidad metastásica (Bilozur ME, et al., 1990; 
Redini F., et al., 1989), y como ya se ha mencionado anteriormente, en las células del adenocarcinoma 
mamario murino LM3. Por lo tanto, diferentes trabajos científicos han demostrado que receptores para 
heparina/heparán sulfato podrían modular la adhesión celular. Estos estudios nos permiten suponer que 
la heparina también podría estar involucrada en la adhesión de las células LP07. Hipotetizamos, por lo 
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tanto, que dado que la heparina posee un sitio de unión para FN, ésta podría actuar de puente entre las 
CT LP07 y la FN, incrementando así la adhesión. Para probar la factibilidad de este hecho, deberíamos 
determinar también si las células LP07 poseen receptores para heparina.

Es sabido que una mayor constante de afinidad entre moléculas de adhesión y sustrato se corresponde 
con una menor capacidad migratoria de las células (Turner S, Sherratt J., 2002). Dado que la adhesión 
de las CT aumentó por efecto del McoMC, hipotetizamos que la migración debería verse disminuida. 
Coincidentemente con lo esperado, el McoMC produjo un efecto inhibitorio de la migración. Una de las 
explicaciones para esta observación podría relacionarse con alguna acción del medio condicionado en 
la conformación del citoesqueleto de las CT. Realizamos entonces ensayos para poner de manifiesto el 
efecto del McoMC en la disposición del citoesqueleto de actina. Observamos que éste indujo en las CT 
un fenotipo sin fibras de stress, característico de células con poco movimiento, lo cual se condice con la 
disminución de la motilidad de las CT provocada por la acción del McoMC. 

El término invasión indica la penetración de células en el territorio vecino y su ocupación. Las células 
cancerosas invaden el tejido normal donde se originan más allá de las restricciones de control que éste 
puede ejercer. La invasión celular involucra el proceso de degradación de la MEC, mediante la liberación 
de proteasas por las CT y las células del estroma influidas por el tumor. Tanto las MMPs como el uPA 
se han encontrado muy aumentadas en numerosos tumores experimentales y humanos (Hasui Y, et al., 
1992; Foekens JA, et al., 1992; Mulcahy et al., 1994; Nekarda H, et al., 1994; Roomi MW, Ivanov V, Netke 
SP, Rath M, Niedzwiecki A., 2003).

Para estudiar la acción del McoMC en la invasión de las CT LP07, no sólo determinamos si éste podía 
alterar la capacidad de dichas células para atravesar el Matrigel, sino que también analizamos la actividad 
de las MMPs y del uPA en medios condicionados provenientes de cocultivos de CT-MC y CT-McoMC. 
Estas proteasas tienen una participación esencial en la invasión celular in vivo e in vitro. Como el clivaje 
proteolítico de los componentes de la membrana basal requiere de la participación de MMPs y uPA, con 
el análisis de estos tres aspectos –invasión del Matrigel, y actividad de MMPs y de uPA-, esperamos 
encontrar una correlación entre los mismos.

La capacidad invasiva de las CT ensayada en Cámaras Transwell de cultivo celular, disminuyó por 
efecto del McoMC, lo cual es congruente con la acción que éste provocó en la adhesión y en la migración 
(aumento y disminución, respectivamente). 

El estudio producción/actividad de MMPs en CT y MC individualmente, mostró actividad gelatinolítica 
en ambos tipos celulares (bandas que se corresponden con PM de 116 KDa, 72 KDa, 66 KDa, 54 KDa, 
50 KDa, 43 KDa y 39 KDa en CT; y bandas que se corresponden con PM de 116KDa y 15KDa en MC) 
revelando así la producción/actividad de estas proteasas en MC y CT. Esta última banda de bajo PM, 
correspondiente a una MMP-15KDa específica del MC, apareció también en el cocultivo de MC con CT. 

La presencia de esta MMP resulta llamativa ya que en la bibliografía, las MMPs identificadas presentan 
PM mayores. Esta observación nos permite inferir la presencia de una metaloproteasa no citada hasta el 
momento en los MC de ratones Balb/c. 

Ante la disminución de la capacidad invasiva como consecuencia de la acción del McoMC discutida 
más arriba, hipotetizamos que la actividad de MMPs como así también la de uPA se verían disminuidas. 
Sin embargo, la presencia de CT cocultivadas tanto con MC como con su Mco no produjo diferencias 
estadísticamente significativas, si bien hubo una tendencia inhibitoria. Esto hace pensar que en relación 
a las MMPs, las CT no ejercerían un estímulo hacia una desgranulación diferencial de los MC.

Contrariamente a lo esperado, con respecto a la actividad de uPA, las zimografías revelaron que los 
MC en cocultivo con las CT potenciaron significativamente la actividad de uPA en las CT, mientras que el 
McoMC no produjo un aumento significativo. Es importante señalar que los MC no presentaron actividad 
medible de uPA, y por lo tanto, la actividad medida corresponde solamente a la expresada por las CT.

El incremento observado en la actividad del uPA podría deberse al efecto de la heparina, ya que estudios 
previos en nuestro laboratorio demostraron que ésta puede favorecer la liberación de uPA en células de 
adenocarcinoma mamario M3 (Bertolesi, 1997). Para comprobar si las observaciones en nuestro modelo 
pueden explicarse de igual manera habría que probar, nuevamente, si las CT LP07 tienen receptores de 
heparina, y en ese caso, establecer la acción de dicho mediador en la actividad del uPA. 

Como se señala en la introducción de esta tesis, el uPA es una proteasa relevante en los procesos 
invasivos, y valores intratumorales elevados de ésta se correlacionan con una gran capacidad metastásica 
de las líneas tumorales, y por ende con una menor supervivencia de pacientes (Duffy MJ., 2002). Los ni-
veles de uPA se han encontrado muy aumentados en pacientes afectados con cáncer de mama (Foekens 
JA., et al., 1992), vejiga urinaria (Hasui Y, et al., 1992), colorrectal (Mulcahy et al.,1994), gástrico (Nekarda 
H, et al., 1994), pulmonar (Pedersen H et al., 1994), y gliomas (Hsu Dw, et al., 1995). Además, se sabe 
que la invasividad de las células es 40 veces mayor cuando se encuentra el activador del plasminógeno 
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asociado a la membrana plasmática celular, ya que se concentra en los contactos focales de los sitios 
de avance del tumor (Andreasen P.A., et al., 1997; Chapman H.A, 1997). Es importante destacar que en 
esta línea tumoral no se detectó la presencia de uPA adherido a su receptor de membrana (Urtreger, et 
al., 2001). Por este motivo, puede ser que el uPA secretado por las CT no tenga la ingerencia esperada 
frente al resto de los parámetros tumorales evaluados. 

Por otro parte, la respuesta diferencial observada en la actividad del uPA cuando las CT se encuentran 
en cocultivo con MC o con su Mco, destaca la importancia de la interacción directa de los MC con las CT. 
Los MC no liberan uPA a su Mco. Cuando éstos se cocultivan con CT se observa un aumento significativo 
de uPA en el Mco, pero cuando las CT se cultivan en McoMC no se obsrvan diferencias significativas, si 
bien hay una tendencia al aumento de uPA.

Basados en nuestra experimentación podemos pensar que el contacto directo de estas dos poblaciones 
celulares (MC y CT) puede inducir la liberación de algún mediador mastocitario que «gatille» en las CT 
un aumento en la secreción/actividad de uPA. Queda el interrogante de saber si las CT son capaces de 
inducir la producción de uPA en los MC.  

Nuestros resultados demuestran que por acción de los MC, la invasión disminuyó, las MMPs no fueron 
modificadas y el uPA se incrementó, lo que aparentemente sería contradictorio con lo esperado. 

Dado que la interacción entre distintos tipos celulares, ya sea directa o indirectamente a través de los 
medios condicionados, puede variar las respuestas celulares, según el tipo de células involucradas en la 
relación, es probable que en este modelo, la acción de los MC se encuentre preferencialmente dirigida a 
generar señales celulares que involucren mecanismos de motilidad que resultan preponderantes frente 
a los de degradación de la matriz, tan relevantes en otros modelos. 

En lo referente a la proliferación celular numerosos estudios muestran que los MC pueden afectar la 
proliferación de células normales y células tumorales a través de algunos de sus mediadores químicos. 
Por ejemplo, se ha demostrado que la histamina de los MC es un factor mitógenico para las células 
endoteliales ya que aumenta su proliferación in vitro (Marks RM, Roche WR, Czerniecki M, Penny R, 
Nelson DS. 1986). Otros estudios realizados en carcinoma de mama mostraron que los MC a través de 
la histamina pueden aumentar la poliferación de las células tumorales (Bowrey PF, King J, Magarey C, 
Schwartz P, Marr P, Bolton E, Morris DL. 2000). Según Yamashita y col. (1992), los MC son capaces 
de incrementar la proliferación de fibroblastos y de células endoteliales pulmonares mediante la 
liberación de heparina. Otros trabajos científicos le confieren a los MC un rol inhibitorio de la proliferación. 
Por ejemplo, según Benyon (1991) los MC tienen un efecto citotóxico debido a la producción del TNFá, y 
Bertolesi y col. (1994) demostraron que la heparina es capaz de inhibir la proliferación de células de un 
adenocarcinoma mamario murino in vitro, sin observarse efectos citotóxicos. 

Nuestros estudios han mostrado que los MC y su Mco son capaces de inhibir la proliferación in vitro 
de las CT LP07. Este efecto inhibitorio podría deberse a la acción de la heparina si las células LP07 ex-
presaran receptores para heparina y actuaran en forma semejante a las LM3. Numerosos estudios han 
demostrado que la heparina inhibe la vía dependiente de la proteína kinasa C  (PK- C), resultando en la 
supresión de la fosforilación y la actividad de la proteína kinasa activada por mitógeno (MAPK), mediador 
clave de las señales mitogénicas. De esta manera, suprime la expresión de los protooncogenes c-fos 
y c-myc, los cuales son esenciales en la progresión del ciclo celular (Wright TC et al., 1989; Pukac, et 
al., 1990; Pukac, et al., 1992; Templeton et al., 2000). De todas formas, no debemos olvidar que los MC 
poseen muchos mediadores químicos preformados y otros activados por la acción de otras células, que 
podrían afectar el fenómeno de crecimiento celular analizado.

En conclusión el presente trabajo ha demostrado que:
	 Los tumores generados por células de la línea LP07 son capaces de reclutar MC in vivo, disminuyendo 

el número de MC peritumorales en el día 14 de portación tumoral, coincidiendo este hecho con un 
aumento de los MC intratumorales al mismo día. Se observó desde entonces que el número de los 
MC peri e intratumorales se mantuvo constante hasta el final del experimento, conservando su número 
superior al control. Cabe destacar que esta mastocitosis intratumoral no es común en otros modelos 
tumorales. 

	 El McoMC aumentó la adhesión de las células LP07 y congruentemente, disminuyó su capacidad 
migratoria e invasiva.

	 El McoMC produjo modificaciones en el citoesqueleto de actina de las células LP07, induciendo un 
fenotipo sin fibras de stress correspondiente a células con poco movimiento. 

	 Los cocultivos de CT con MC o con el McoMC produjeron una disminución significativa de la prolife-
ración in vitro de las células LP07.

	 La presencia de MC o de McoMC en cultivo con las CT produjeron una tendencia inhibitoria sobre la 
expresión/actividad de MMPs.
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	 Los MC en cocultivo con las CT potenciaron la actividad del uPA, mientras que el McoMC no produjo 
un aumento significativo.
Podemos concluir que tanto los MC como sus mediadores químicos tienen la capacidad de modificar 

parámetros importantes de la progresión tumoral en este modelo. La expresión de enzimas involucradas 
en la invasión varía según se module el sistema con CT en cocultivo con MC, o con McoMC, lo que des-
taca la importancia de la interacción directa de los MC con las CT.
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Abreviaturas

.	 ACTH (Adrenocorticotropic Hormona): hormona adrenocorticotrópica
·	 bFGF (basic fibroblast growth factor): factor de crecimiento fibroblástico básico
·	 CD13+ (CD antigen expressed in monocytic cells): marcador de monocitos  que actúa como una me-

taloproteinasa dependiente de zinc
·	 CD14 (CD antigen expressed in macrophages): marcador de macrófagos que actúa como receptor 

para lipo-polisacáridos bacterianos
·	 CD17 (CD antigen expressed in neutrophils, monocytes, platelets): marcardor de neutrófilos, monocitos 

y plaquetas que actúa como glicosfingolípido de superficie celular
·	 CD34+ (CD antigen expressed in hematopoietic precursors): marcador de células hematopoyéticas 

germinales que actúa como ligando para L-selectina
·	 C-kit+ (receptor for Stem Cell Factor): receptor del factor de crecimiento de células madre
·	 CTMC (connective tissue-type mast cells): mastocito de tejido conectivo
.	 E-cadherin (epithelial): cadherina que se expresa en células epiteliales
·	 EGF (epidermal growth factor): factor de crecimiento epidérmico
·	 FcåRI (high-affinity receptor for immunoglobulin E): receptor de IgE de alta afinidad
·	 FcåRII (low-affinity IgE receptor): receptor de IgE de baja afinidad
·	 FcãRI (High-Affinity Receptor for IgG): receptor de IgG de alta afinidad
·	 FGF (fibroblast growth factor): factor de crecimiento fibroblástico
·	 FGFR (fibroblast growth factor receptor): receptor del factor de crecimiento fibroblástico
·	 GM-CSF (granulocyt/monocyte-colony stimulating factor): factor estimulante de colonias de granulocitos 

y monocitos
·	 GPI (glycosylphosphatidyl inositol): glicosil-fofatidil-inositol
·	 HETEs: Hidroxieicosatrienoicos
·	 HGF (hepatocyte growth factor): factor de crecimiento del hepatocito
·	 HPETEs: Hidroperoxieicosatrienoicos
·	 IL-8 (interleukin-8):  interleukina-8
·	 I-CAM (intracellular adhesion molecule): molécula de adhesión intracelular
·	 MB: membrana basal
·	 MEC: matriz extracelular
·	 MC: mastocitos
·	 McoMC: medio condicionado de mastocitos
·	 MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1): proteína quimioatractante de monocitos
·	 MCT (tryptase positive mast cells): mastocito triptasa positivo
·	 MCTC (tryptase positive, chymase positive mast cells): mastocito triptasa/quimasa positivo
·	 MIP-1 alpha (macrophage inflammatory protein 1 alpha): proteína inflamatoria de macrofágos 1 alfa
·	 MMC  (mucosal-type mast cells): MC de mucosa
·	 MMPs (matrix metalloproteinases): metaloproteasas de matriz
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·	 N-cadherin (neural): cadherina que se expresa en tejido neural
·	 N-CAM (neural cell adhesion molecule): molécula de adhesión de células neurales
·	 NGF (nerve growth factor): factor de crecimiento nervioso
·	 ns: no significativo
·	 NSCLC (non-small cell luna cancer): cancer de pulmón de células no pequeñas
·	 PAF (Platelet Activating Factor): factor activador de plaquetas
·	 PAI-1 (plasminogen activator inhibitors-1): inhibidor del activador de plasminógeno 1
·	 PAI-2 (plasminogen activator inhibitors-2): inhibidor del activador de plasminógeno 2
·	 P-cadherin (placental): cadherina que se expresa en células del trofoblasto y en células de la pared 

uterina.
·	 PDGF (platelet-derived growth factor): factor de crecimiento derivado de plaquetas
·	 rMCP-8 (rat mast cells protease-8): proteasa-8 de mastocitos de rata
·	 SCF (stem cell factor): factor de crecimiento de células progenitoras
·	 SCLC (small cell lung cancer): cancer de pulmón de células pequeñas
·	 sI-CAM-1 (soluble intracellular adhesion molecule-1): molécula soluble de adhesión intracelular 
·	 TAF (tumor angiogenic factor): factor angiogénico tumoral
·	 TGF-alfa (transforming growth factor alfa): factor de crecimiento transformante alfa.
·	 TGF-beta (transforming growth factor beta): factor de crecimiento transformante beta
.	 TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases): inhibidores tisulares de las metaloproteasas 
·	 TLR (toll-like receptor): receptor que actúa en el reconocimiento de componentes microbianos 
·	 TNFá (tumor necrosis factor alpha): factor de necrosis tumoral alfa
·	 tPA (tissue plasminogen activator): activador de plasminógeno tipo tisular
.	 Trka (receptor binds to nerve growth factor): receptor para el factor de crecimiento nervioso (NGF).
·	 uPA (urokinase-type plasminogen activator): activador de plasminógeno tipo urokinasa
·	 uPAR (urokinase plasminogen activator receptor): receptor del activador de plasminógeno tipo uroki-

nasa
·	 VEFG (vascular endotelial growth factor): factor de crecimiento del endotelio vascular
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