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'ESTIMACION DE LAS ACTIVIDADES PROTEOLITICA Y ANTIPROTEOLI
TICA DURANTE EL DESARROLLO DEL CANCER EXPERIMENTAL DE LA
MAMA EN LA RATA CON DIMETILBENZ (a) ANTRACENO (DMBA).

Las células malignas tienen gran capacidad invasora y ésta
se ha atribuido a factores numerosos. Entre ellos el que
mejor explica esta propiedad biolb6gica es la secrecifn vy
activacién de enzimas hidrolfticas. Dichas enzimas han si
do estudiadas, siendo algunas serinoproteasas activadores
del plasminégeno (AP) asi como tiolproteinasas del grupo

de la catepsina B (CB) las que en la literatura nos mues-
tran que existe una correlacibén directa entre la progresidn
de una neoplasia maligna y la elevacidén de estas enzimas en
los niveles séricos y tisulares. Asimismo, se ha observado
que en respuesta al estimulo proteolitico de la neoplasia,
existe un aumento paralelo de la sfintesis de proteinas inhi
bitorias como el inhibidor de alfa-l-proteinasa (I.A.P.) y
este fenbmeno ocurre mis tardfamente en la evolucidbn de la
nenplasia.

El propdsito de este trabajo fué investigar la presencia y
variaciones de serinoproteasas (AP), tiolproteinasas (enzi
ma semejante a catepsina B y la CB) y de la actividad ant1
proteolftica en el suero y citosol de tejido durante el
proceso de carcinogénesis mamaria inducida en la rata con
Dimetilbenz(a)antraceno (DMBA).

Empleamos 25 animales como testigo a los que se les adminis
tr6 directamente en el estfmago un mililitro de aceite de
ajonjoli por una sola ocasibén y para los grupos experimenta
les usamos 70 ratas de la cepa Sprague-Dawley de 80 dias de
nacidas con 200-230 g de peso corporal. Para la induccién
del céncer de mama se siguié el m&todo de Huggins mediante
la administracidn de una dosis finica de 20 mg/ml de DMBA.
Después de 8 a 10 semanas desarrollaron neoplasias mamarias.

Se hicieron determinacicnes para serinoproteasas con el sus
trato CBZ-Gli-Gli-Arg-4-MeO ® NA; para tiolproteinasas utili
zamos dos sustratos artificiales el BANA para la determina-
cién de enzima semejante a catepsina B y CBZ-Ala-Arg-Arg-4-
MeO @NA para la CB especificamente. También se practicd elec
troforesis de protefnas séricas y determiné la Capacidad In-
hibitoria de la Tripsina(C.I.T.) asi como el célculo del In-
dice de actividad antiproteolifitica. Determinaciones realiza

das en el suero y citosol de homogenados provenientes de tu
mores mamarios.

Practicamos autopsias, estudios histolégicos con microscopia
de luz asi como observaciones ultraestructurales de la neo-
plasia. Dichos estudios demuestran que se produjeron cénce-
res adenocarcinomas del tipo ductal bien diferenciados, no
infiltrantes ni metastatizantes.
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El an8lisis de resultados se realizé entre testigo y gru
pos experimentales (DMBA sin cincer y DMBA con céncer).
Se establecieron tambien correlaciones entre las concen-
traciones enzimiticas obtenidas de los citosoles de tumo
res mamarios y las obtenidas en el suero de cada una de
esas ratas.

En los citosoles de los homogenados provenientes de las
neoplasias obtenidas de los mismos animales encontramos
que las tiolproteinasas (CB) se elevaron francamente no
asi las serinoproteasas (AP). Observamos gqgue en los ni-
veles sanguineos existe aumento leve de la concentracidn
de proteasas y que sus valores son similares entre si.
La determinaci6én de tiolproteinasa con el sustrato arti
ficial BANA, no mostrd correlacién con el desarrollo
del céncer; nosotros consideramos que esta técnica no
es la mds adecuada para su medicibn. Asimismo creemos
que la tendencia a la disminucidén del inhibidor de alfa
~-l-proteinasa y la actividad antiproteolitica escasa en
suero, son reflejos significativos de que en las ratas
que desarrollaron los tumores mamarios por efecto del
DMBA en su circulacidn sanguinea existian cantidades in
suficientes tanto de serinoproteasas (AP) como de tiol-
proteinasas (CB) por lo gue no se pudo generar una res-
puesta a ello.

Con los resultados obtenidos en nuestro modelo constata
mos que fué una neoplasia que no invadié ni di6 metésta
sis.
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ABREVIATURAS.

A, MG Alfa-2-macroglobulina.

AP Activador de plasminégeno.

BAEE N-alfa-Benzoil-L-Arginil-Etil-Ester.

BANA N-alfa-Benzoil-DL-Arginil-beta-naftil
amida.

CB Catepsina B.

CBZ-Ala-Arg- N-Benciloxicarbonilo-L-Alanil-Arginil-

Arg-4-MeOpNA. Arginil-4-metoxi-beta-naftilamida.

CBZ2-Gli-Gli- N-Benciloxicarbonilo-L-Glicil-Glicil-

Arg-4-MeO@NA. Arginil-4-metoxi-beta-naftilamida.

C.I.T. Capacidad Inhibitoria de la tripsina.

DMBA 7,12-Dimetilbenz (a)antraceno.

I.A.P. Inhibidor de alfa-l-proteinasa.

4-MeOBNA. 4-Metoxi-beta-naftilamina.

@NA. Beta-naftilamina.



OBJETIVO:

Investigar la presencia y variaciones de serino
proteasas (activador de plasminbSgeno), tiolpro-
teinasas (enzima semejante a catepsina B y la
catepsina B) y de la actividad antiproteolitica
en el suero y citosol de tejido durante el pro-
ceso de carcinogénesis mamaria inducida en la
rata con Dimetilbenz(a)antraceno (DMBA).



ANTECEDENTES.
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Una de las caracteristicas sobresalientes de las neoplasias
malignas es su capacidad invasora. Existen dos patrones fun-
damentales de invasibn; el primero es el gue caracteriza a
las neoplasias s6lidas tales como el adenocarcinoma y el car
cinoma epidermoide y se caracteriza por un frente de penetra
cibén irregular pero una estructura coherente; el tejido co-
nectivo en contacto con el limite del céncer presenta disolu
cibén de sus fibras lo que se piensa es debido a una accidn
litica. El segundo es el que tiene lugar en neoplasias mesen
quimatosas donde las células progresan en forma mis © menos
disociada. En este Gltimo la accibén litica no es tan aparen-
te y probablemente la invasién celular se deba a varios fac-
tores combinados como son, la lisis, la reproduccidn celular
y la locomocidén (1).

La destruccibén de la membrana basal precede a la penetracidn
de muchas neoplasias epiteliales hacia el meséngquima adyacen
te. Para que este fenémeno ocurra debe invocarse la accién

de enzimas hidroliticas que disuelvan la col&igena, glucopro-
teinas y proteoglicanes que forman parte de la membrana ba -
sal del estroma y por donde debe atravesar la célula maligna

(2).

Existen numerosos datos en la literatura que indican que el
proceso fundamental por el cual invaden las células cancero-
sas es la proteflisis extracelular (1,3,4) vy las investiga-
ciones recientes parecen confirmar la presencia de niveles
elevados de proteinasas en las neoplasias tanto in vivo como
in vitro. Se sabe que la inyeccifn de proteinasas en el sitio
de una neoplasia animal facilita su desarrollo y que su adi-
cibn al cultivo de células benignas induce mitosis y altera-
cién de la inhibicién por contacto (4,5,6,7,8), fenbmenos se
mejantes a los que muestran las células cancerosas en culti-
vo.



Se han investigado enzimas proteoliticas numerosas en las neo-
plasias (9) pero hasta el momento se desconoce cufles son secre
tadas activamente por las células malignas y cudles son las que
participan en la destruccién del estroma conjuntivo. Se ha podi
do constatar que las células malignas son capaces de digerir
sustratos diversos in vitro y que su crecimiento se detiene con

sustancias antiproteolfticas (10,11,12).

La mayorfa de los autores en la actualidad piensan que las pro-
teinasas responsables son serinoproteasas que actfian sobre el
plasminfgeno convirtiéndolo en plasmina y por esta razdn se les
llama activadores del plasminbégeno (AP) (3,13,14). La plasmina,
adem&s de lisar a la fibrina, act@a como una proteinasa general
hidrolizando multitud de sustratos, excepto la coligena y la e-
lastina. Sin embargo, se sabe que la plasmina puede activar a
las procolagenasas y en esa forma promover indirectamente la

lisis de esas dos proteinas del tejido conjuntivo.

Recientemente se estd investigando la accién de algunas tiolpro
teinasas en la invasifn neoplésica y de éstas la que ha desper-
tado mayor interés es la catepsina B (CB) (16). Estas enzimas
se han estudiado en tipos diversos de clncer y se sabe que pue-
den degradar la col&gena, los proteoglicanes y las proteinas
contréctiles del mGsculo. En particular se ha demostrado gue la
CB es capaz de desprender células neopldsicas del tejido y asi
favorecer sus metistasis (17).

En cultivo de células neoplésicas de carcinoma mamario humano

se ha observado un claro incremento de la CB y de la catepsina
D en relacibén con sus contrapartes normales. De estas dos enzi-
mas la que muestra un incremento mis constante y significativo

es una tiolproteinasa semejante a la catepsina B (9,16).

Es probable que la accibén proteolitica extracelular gue se oOb-
serva en el clncer no se deba a una sola enzima sino a la se-

crecibn de varias proteinasas (3). Las m8s importantes serian



las serinoproteasas AP (14,17), algunas tiolproteinasas como
la CB, aunque se han invocado también a otras catepsinas y a la
colagenasa (3,16,18,19). Es de interés sefialar que la mayoria
de estos estudios han sido realizados en homogenados de tejido
y en cultivo de células malignas por lo que existe escasa infor
‘macién de lo que ocurre en el sujeto con céncer. El grupo de
Pietras y colaboradores (20), informé de estudios realizados en
pacientes donde constatan elevacifn selectiva de la actividad
de CB, en enfermas con carcinoma de cérvix y en displasias del
mismo 6rgano. Benitez y colaboradores (21) realizaron un estu-
dio donde se comprueba la elevacibén de esta tiolproteinasa y la

elevacibén de antiproteasas en el carcinoma de cérvix.

Se sabe, por otra parte, que la accidén de las proteinasas extra
celulares es modulada por proteinas inhibitorias como la alfa-1
antitripsina (actualmente denominada inhibidor de alfa-l-protei
nasa,I.A.P.) y la alfa-2-macroglobulina (AZMG) del plasma. En
condiciones normales debe existir un balance proteasas/antipro-
teasas que permita una accidn regulada de la actividad proteoli
tica, tal como ocurre en la ruptura del foliculo, en la implan-
tacibn del huevo en el endometrio, en la fecundacibén y en otros
procesos menos estudiados (15,22).

En la mayoria de los pacientes con cdncer los niveles séricos
de I.A.P. estén elevados (23,24,25,26,27,31) aungue en algunos
de ellos se ha descrito un déficit de esta globulina (28,29).
Seria v&lido pensar que el paciente con c8ncer, responda al in
cremento de proteinasas producidas por la neoplasia con un au-
mento de proteinas antiproteoliticas.

De acuerdo a estudios previos (21,30) y a los publicados por el
grupo de Pietras (20), parece que la tiolproteinasa, similar a
la CB se eleva en el suero del sujeto con cincer y es en propor
cibn directa al avance de la enfermedad.

Los estudios de los grupos de Benitez y Pietras (20,21,30) con-

firman que, afin en la etapa temprana de carcinoma in situ ya se



observan elevaciones significativas de la enzima, tanto en el

suero como en el liquido vaginal. Por otra parte, Poole (9,16,
17) ha demostrado que esta enzima es secretada por células de

cincer mamario humano puestas en cultivo y que su secrecidn es
t4 en relacibn con su viabilidad y crecimiento. Contrariamente
el I.A.P. se eleva en forma mds tardia y su incremento, parece
obedecer a una respuesta del huésped al estimulo proteolitico

de la neoplasia.

Desconocemos hasta el momento de estudios en carcinogénesis ex
perimental encaminados a estudiar en forma progresiva las va-
riaciones de serinoproteasas, tiolproteinasas y actividad anti-
proteolitica durante el proceso del desarrollo del céncer. EXis
ten modelos numerosos para producir céncer de la mama en ratas
con una sola dosis de hidrocarburos polinucleares en un tiempo
relativamente corto. Pensamos que con ellos pueda llevarse al
cabo el estudio paralelo de proteSlisis—antiprotedlisis durante
la oncogénesis.

PLANTEAMIENTO DEIL PROBLEMA:

Se sabe que el tejido neopl&sico maligno secreta serinoprotea-
sas y tiolproteinasas, que la magnitud de su secrecibn parece

estar en relacibén directa con el crecimiento tumoral (21,30).

El huésped produce I.A.P. como respuesta al incremento de pro-
teinasas y este fenbmeno ocurre m&s tardiamente en la evolucién
de la neoplasia (21,22). No sabemos en qué momento de la oncogé
nesis aparece la secrecidn de proteinasas y cuéndo ocurre la

respuesta del huésped con antiproteasas.

Seria de gran utilidad para comprobar los estudios realizados
en pacientes previamente, estudiar acusiosamente las variacio-
nes de proteinasas y antiproteasas durante el proceso de oncogé
nesis en un modelo experimental, para saber qué relacidn existe
entre la aparicién de cambios histolb6gicos malignos, desarrollo

del c8ncer y de los aumentos de serinoproteasas, tiolproteina-



sas y antiproteasas.

HIPOTESIS:

a). si 1la secrecién de CB proviene de las células neoplésicas
y su concentracién en el tejido y suero estén en relacidn
con la cantidad de tejido neoplésico vivo y activo, esta
tiolproteinasa puede ser un indicador temprano y sensible
de la transformacidén oncogénica.

b) . Parece que la elevacidn de antiproteasas depende de una
respuesta del huésped al incremento de proteinasas en la
sangre, por lo que su cuantificacién podria ser Indice de
invasién neoplésica y sélo ocurriria en etapas avanzadas.
Ambos fenbdmenos podrian estudiarse paralelamente en un

modelo experimental de carcinogénesis mamaria.
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GENERALIDADES.
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Proteasas. Las enzimas proteoliticas denominadas "proteinasas"
hidrolizan uniones peptidicas. Su historia se remonta el siglo
XVIII, cuando Reaumur investigd la digestién en aves. No son G
nicas del reino animal, se han encontrado en plantas e identi-

ficado en microorganismos, en hongos y en bacterias (32,48).

El estudio de estas enzimas en células y tejidos de mamiferos
surgié en el afio de 1890, en los laboratorios alemanes de qui
mica fisiolb6gica, cuando investigaban los cambios y la composi
cibén quimica producidos durante el alamacenamiento de tejidos
después de la muerte. Ese mismo afo Salkowski, descubrid los
cambios quimicos que presentaron los tejidos: higado, mGsculo

y glé&ndula suprarrenal, cuando éstos se incubaban a 37 °C y por
tiempos prolongados, sugirid que fueron debidos a la "diferen-

te actividad enzimftica".

Metchnikoff en 1901, en su Tratado sobre Inmunidad, menciona

que observé en protozoarios la solubilizacibén de particulas a-
limenticias en sus vacuolas digestivas y que su interior era &
cido, este proceso andlogo al observado en la digestibén de bac
terias por leucocitos polimorfonucleares y de elementos celula
res por macrbfagos. Probablemente las "citasas" de Metchnikoff

fueran "enzimas proteoliticas" (32).

Hedin y Rowlan tambien en 1901, del Instituto Lister en Ingla-
terra, describieron la actividad proteolitica &cida del bazo y
la compararon con otras actividades al emplear higado, rinén,
msculo esquelético, nédulos linfiticos y corazén de especies

como perro, caballo, borrego y becerro.

Es mds, en los trabajos de Opie en 1906, mostraron la existen-
cia de distintas proteinasas que actuaban bajo condiciones &ci
das o alcalinas, existiendo diferencias en las actividades en-

zimiticas dependiendo del pH utilizado.

En cuanto a la nomenclatura de las proteinasas, ésta es més ai
ficil que cualquier otro grupo de enzimas,debido a que la espe
cificidad de la mayoria de ellas es muy compleja.
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"Proteinasa" y "proteasa" son sinénimos. Proteasa es el térmi
no mis antiguo, en tanto que el término "proteinasa" fué adop

tado por la Nomenclatura de enzimas en 1972.

"Proteasa", "proteinasa" y "enzima proteolitica" se usaron in
distintamente para exopeptidasas como endopeptidasas. Sin em-
bargo, sabemos que las endopeptidasas rompen uniones distantes
a los extremos de las cadenas polipeptidicas (pero tambien u-
niones cercanas a ellos) mientras que, las exopeptidasas rom-
pen Gnicamente uniones cercanas a dichos extremos (uno o dos

residuos desde los extremos).

La clasificaci6én de Hidrolasas Peptidicas se hizo en: exopepti
dasas y endopeptidasas.

En el grupo de endopeptidasas tenemos que desde 1960, Hartley
separd por grupo catalitico esencial en cuatro: "serino",
"tiol", "carboxil" y "metalo" proteinasas con las categorias:
3.4.21; 3.4.22; 374.23; 3.4.24, respectivamente. (32)

Sylven demostrd la presencia de proteinasas neutras en las célu
las cancerosas. Este hallazgo sugirid un mecanismo enzimético
particular que adquiridé gran relevancia pues anteriormente se
sabia que los c&nceres necrfticos, podian liberar enzimas hidro
liticas &cidas lisosomales pero que esto ocurrfa precisamente
durante el proceso de necrosis que sufren los cénceres volumino
sos y de crecimiento répido. Las hidrolasas &cidas como la fos-
fatasa &cida, las esterasas y otras no contribuyen a la disemi-
nacidén de las células vivas porque se liberan por efecto de la
muerte de las cé&lulas y, por tanto, son indicadores més bien de
un proceso autolfitico que de un proceso activo de infiltracién
que requiere células viables. Las proteinasas neutras, por 1lo
contrario, son secretadas aparentemente por células neoplésicas
vivas y en cantidad y proporcifn mucho mayores que las cé&lulas
normales de otros tejidos, y son capaces de digerir las fibras
de coldgena del tejido conectivo y de las membranas basales del
aparatd vascular (6,33,34).



13

En la actualidad se conocen dos tipos de proteinasas que pare
cen tener gran importancia como mediadoras del proceso de in
vasibn de las células malignas; en el primer grupo estén las

serinoproteasas al que corresponden los activadores del plasmi
négeno y el segundo grupo es el de tiolproteinasas que corres-

ponde al grupo de enzimas a la que pertenece la CB(3,13).

Serinoproteasas.-Activador de plasminfgeno.

Las serinoproteasas comprenden un grupo de enzimas que se carac
terizan por la reactividad de un residuo de serina en su sitio
activo. Una prueba com@in para estas enzimas es la inhibicibn
de su actividad de hidrolasa por la reaccién de este residuo de

serina con diisopropilfésforofluoridato (Dip-F) (35).

Ejemplos de estas enzimas son la trombina y la plasmina involu-

cradas en la formacibn y disolucién de coégulos.

En los vertebrados es posible encontrar a las proteasas en la
gldndula o en el jugo exocrino pancredtico como precursores i-
nactivos, o zimbgenos, los cuales deben ser activados. Todos los
zim8genos conocidos de serinoproteasas se convierten en enzimas
activas por la accibén de la tripsina. Usualmente la ruptura de u

na unidn peptidica especifica es suficiente para su activacién.

El primer AP fué estudiado por Tillet y Garner en 1933, se le co
nocid como "fibrinolisina estreptocbccica o estreptogquinasa”.

Posteriormente en 1945, Kaplan y Christensen, mostraron su meca
nismo de accidn, ya que el plasma contiene una enzima inactiva,
plasmindgeno, el cual puede ser convertido a una proteinasa acti
va, plasmina por este factor mencionado y que adem&s la plasmina

es responsable de la degradacibén de la fibrina.

Loa AP son protefnas cuya funcién es convertir por lo tanto el
zim8geno del plasma, plasminbgeno, a la serinoproteasa, plasmina.
Tal activacidn se presenta como resultado de la ruptura de la u-

nién peptidica ArgSGO—Val “en la cadena sencilla del plasminé

561
geno, conform&ndose asi una cadena doble (por el enlace disulfu-

ro), la plasmina. (36)
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Existen varias clases de ellos: AP circulantes (de la sangre,
con peso molecular de 98000 a 165000); AP urinario (del tipo u
roquinasa, con peso molecular de 55000); AP tisulares (con pe-
so molecular de 25000 a 50000) y los AP procedentes de cultivo
de tejidos (peso molecular de 48000 a 50000). (37,38)

Su presencia ha sido demostrada en la mayoria de los fluidos
del cuerpo, incluyendo en la orina, en casi todos los tejidos,

en el endotelio vascular y en el suero (39).

Se sabe que, las concentraciones de AP en fuentes naturales son
bajas, en tanto que las de plasminbfgeno en el plasma de humanos
es aproximadamente de 0.1 mg/ml, lo que podriamos considerar e
levadas. (35)

En 1973>y 1974, hubieron una serie de reportes de un grupo de
investigadores que trabajaban con Reich en la Rockefeller Uni-
versity (40), llamando la atencidn de estos trabajos en los pa-

rémetros celulares de la oncogénesis y produccién de AP.

Los experimentos de Unkeless y colaboradores, asi como los desa
rrollados por Ossowski y su grupo, demostraron que en cultivos

primarios de fibroblastos de pollo, las células no producian AP
detectable pero que podria inducirse la formacibn de esta enzi-

ma por transformacidn con un virus oncogénico (40,41,42).

Existen diferencias grandes en la cantidad de AP producido por:
lineas celulares derivadas de diferentes tejidos del mismo ani-
mal, por células del mismo tipo histoldgico derivadas de espe-
cies diferentes, o por lineas de células derivadas de un tipo

singular independientemente transformadas con los mismos agen-

tes oncogénicos (8,43).

Frecuentemente los mé&todos inmunoldgicos han sido Gtiles para
distinguir entre protefinas que muestran propiedades fisicas si
milares. La capacidad de los anticuerpos para inhibir las pro-
piedades cataliticas de las enzimas tambien se hace muy Gtil en
la determinacién de la identidad quimica de una actividad enzi-

mitica presente en extractos crudos o parcialmente purificados.
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Varios autores han obtenido anticuerpos de AP y probado su in
hibicién. Con estos estudios ha sido posible concluir que los
AP obtenidos de tejidos diferentes en las mismas especies pue-
den ser distinguidos inmunolégicamente. Estos hallazgos condu-
cen a la posibilidad de que la produccidn de anticuerpos con-
tra AP pueda ser ‘utilizada en la préctica para la identifica-
cién del agente transformante o del origen del tejido de una
variedad de tumores (44,45,46).

Sustratos: Parece que el plasminbgeno es el sustrato natural

para los AP del plasma y de los producidos por las células del
endotelio vascular, por los macrbéfagos y por células del rifdén.
Sin embargo, es incierto que el plasminbgeno sea sustrato natu-

ral para otros tejidos (35).

Se han estudiado las velocidades relativas producidas por la hi
drblisis de sustratos sintéticos diferentes. El fundamento se
basa en que solamente se rompa una unién por molécula. En afnos
anteriores se utilizaban los &steres de L-amino&cidos bloguea-
dos en su nitrdgeno terminal con grupos aromiticos ( del tipo
p-nitroanilina), &stos al ser escindidos por la enzima podian
ser detectados con métodos espectrofotométricos, ya que la ve-
locidad de cambioc en la abscrcifn a una longitud de onda selec
cionada era proporcional a la velocidad de hidrélisis.

Actualmente se utilizan oligopéptidos artificiales (cadenas que
pueden tener de uno a cuatrc aminoicidos), cuyos grupos bloque-
antes pueden ser: CBZ ( Benciloxicarbonilo ); BZ ( Benzoilo ) y
como grupos detectores tenemos: 4-MeOpNA ( 4-metoxi-beta-nafti-
lamida ); 2-NA (2-beta-naftilamida); AFC ( 7-amino-4-trifluoro
metilcumarina ) y MCA ( 7-amino-4-metilcumarina ), que por el e
fecto deamidante de las enzimas &stos se separan como aminas,

pudiendo ser cuantificadas por métodos fluorométricos.

Huseby y Smith (47,48) utilizan el sustrato CBZ2-Gli-Gli-Arg-4-
MeOPNA para cuantificar al AP de manera especifica (EC 3.4.21.31)



16

Tiolproteinasas. Catepsina B.

Esta enzima es una proteinasa lisosomal clasificada como tiol
endopeptidasa.

El término "catepsina" fué introducido desde 1929 por Willsta-
tter y Bamann, término que s5irvidé para describir una forma de
pepsina que encontraron al extraer proteinasas de la mucosa ‘
gistrica de animales como el perro y el cerdo. El nombre fué
derivado del griego que significa "para digerir". Estos mis-
mos autores reconocieron que la actividad enzimitica se presen
taba en muchas células y tejidos de mamiferos y que requeria
de pH &cido a diferencia de la pepsina.

La CB recibidé este nombre desde 1972 y se le ha reconocido tam
bién como: catepsina II (Fruton y colaboradores, 1941); catep
sina B (Tallan y colaboradores, 1952); catepsina B' (Otto y
Bhakdi, 1969); catepsina B, (Barrett y Dingle, 1971). (32)

La década 1923-1933 en Alemania tuvo gran significancia al estu
diarse la naturaleza de la "activacién" de unsistema catéptico
por agentes reductores, especialmente compuestos tiol (trabajos
de Walschmidt y Leitz, 1929).

Tallan en 1952; Greenbaum y Fruton en 1957, definieron a la CB

como la enzima obtenida del bazo de bovino, con accidén deamidan
te contra la amida benzoilarginina ( sustrato sintético para la
tripsina ), siempre y cuando se detrminase en presencia de cis-
teina.

Sin embargo, la revisi6én de Otto en 1971, demuestra que m&s de
una enzima es responsabié de esta actividad. Primero se descu-
bri6é que un factor concentrado extraido de la fraccibén de liso-
somas obtenidos de higado de rata, era capaz de inactivar a tres
enzimas del metabolismo de carbohidratos: la glucoquinasa, la
quinasa de piruvato y la aldolasa de bifosfato fructosa, espe-
cialmente cuando se empleaba un pH &cido débil en presencia de
mercaptoetanol; La cromatograffa en columna de sephadex G-100
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separd del extracto de lisosomas del higado de rata, dos picos
con actividad de CB ( ya que ambos hidrolizaron a la amida ben
zoilarginina ). Las dos fracciones obtenidas tuvieron pesos mo
leculares de 52000 y 25000 respectivamente. La segunda resultd
ser el factor inactivante de las tres enzimas del metabolismo
de carbohidratos. Se obtuvieron resultados semejantes cuando se
utilizé6 como material al bazo de bovino y a la enzima del pri-
mer pico se le llamb catepsina B "nueva" (m&s tarde como catep-
sina B2); mientras que, la forma activa del segundo pico con pe
so molecular de 25000 se le denomind catepsina "B" ( m8s tarde
como catepsina Bl ). (32)

En la lista para nomenclatura de enzimas, la CB tiene la clave
(EC 3.4.22.1).

Después de su purificacidn puede ser almacenada por meses a -20
°C sin pérdida apreciables de su actividad, tambien se puede

conservar en su derivado mercurial (49).

De Lumen y Tappel en 1972, demostraron que esta naftilamidasa
de benzoilarginina se localiza en la fraccibn lisosomal de mane
ra especifica.

La CB est& compuesta de una cadena polipeptidica sencilla, su

composicién en humanos es de 242 aminodcidos y es rica en glici
na. En su andlisis no se detectd la presencia de hexosamina, lo
cual significa probablemente que no es una glicoproteina, a di-

ferencia de otras enzimas lisosomales ya caracterizadas (16).

Todas las tiolproteinasas extraidas de vegetales son estables a
los &lcalis (soportan hasta pH 10) mientras que, la CB es ines-
table por encima de pH 6.5 (32)

Sustratos:La CB puede degradar sustratos naturales como la hemo
globina, azo casefina y azo hemoglobina, proteoglicanos de cartl
lago, inmunoglobulina G y proteinas de la pared celular de bac-
terias (50).
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El sustrato sintético utilizado inicialmente para CB fué BZ-
Arg-NHz, pero &ste tambien es susceptible a la accién de car
boxipeptidasa B lisosomal (32).

Sustratos artificiales fueron introducidos por Otto en 1971,
como BZ-DL-Arg-4-nitroanilida (BAA) y BZ-DL-Arg-2-naftilamida
(BANA). El primero es menos sensible como sustrato, pero ha
sido utilizado porque d& directamente el producto colorido (la
4-nitroanilina), ademds puede ser extraido con solventes orgé-
nicos o ensayada mis sensiblemente por diazotacién y acoplamien
to con"fast garnet} por ejemplo (51). Del segundo sustrato de
bajo peso molecular, se libera 2-naftilamina la cual puede tam-
bien ser sensibilizada y detectada especificamente por diazota
cién y acoplamiento con colorantes. Sin embargo, en la actuali-
dad se ha visto que puede hidrolizar a serinoproteasas por lo
que se considera menos especifico.

Se sabe que por alglin tiempo las naftilaminas pueden dar un co-
lor adecuado de la reaccidén con sales de diazonio, pero la reac
cibn se bloquea completamente por los reactivos tiol necesario
para activar la CB. La fase inicial del método es el uso de un
reactivo acoplante especial que contenga mercurio para eliminar

el tiol al empezar la reaccidn de acoplamiento.

Smith y Van Frank en 1975, en la sintesis de sustratos artificia
les para hidrolasas de péptidos, han utilizado la 2-naftilamina
y la 4-metoxi-beta-naftilamina. Los compuestos metilados tienen
una fluorescencia pronunciada leve y reaccionan m&s répido con
sales de diazonio para dar productos coloreados intensamente.
Aunque 1las 4-metoxinaftilamidas pueden ser marginadas pues hi-
drolizan menos r&pidamente las enzimas que sus andlogos de naf-
tilamida, tienen otras ventajas ya que son atractivas en ensa-
yos espectrofotométricos y para citogquimica en microscopia de
luz y electrdbnica (52).

Otra ventaja en los métodos posibles para ensayar a la CB viene

del descubrimiento de la alta sensibilidad de los sustratos que
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contienen un par de residuos bdsicos. El primero de estos sus
tratos fué BZ-Ala-Arg-Arg-Z2(4-metoxi)-naftilamida empleada
por Smith y colaboradores desde 1972.

Mc Donald y Ellis en 1975, recomendaban para ensayos fluoro
métricos el uso de BZ-Arg-Arg-2-naftilamida. La alta solubili
dad en agua de los sustratos que contienen diargininas hace
f&cil la saturaci6én de la enzima en los ensayos. LOs sustra-
tos diarginilados tambien han sido aplicados para la localiza
cién de CB en microscopia electrdnica. E1 pH 6ptimo para su

accidbn con sustratos artificiales es cercano a 6.0 (53,54).

Inhibicibn: Como tiolproteinasa la CB se inhibe en cantidades
estequiométricas con agentes que bloguean grupos tiol. La inhi
bicidén con mercurio y 4-cloromercuribenzoato son reversibles
por exceso de reactivo tiol, mientras que la alguilacién como

se produce al anadir monoiodoacetato es irreversible.

Las clorometilcetonas son fuertes reactivos electrofilicos si-
milares al iodoacetato y reaccionan grandemente con los grupos
tiol, seglin los estudios de Whitaker (51).

La inhibicidn de CB humana, puede lograrse completamente con
1yM de leupeptina, un inhibidor aislado de varias especies de
actinomicetos (54,56) esta molécula posee un grupo aldehido, el
cual reacciona covalentemente con el grupo esencial de la enzi-
ma, para formar asif un andlogo estable "tiohemiacetal", el cual
se postula como un intermedio tetra&drico de la cat8lisis. Ade-
mis este inhibidor se recomienda para experimentos fisiolbgicos
dad su toxicidad baja (49).

La administracidn oral de leupeptina inhibe la tumorigénesis
quimica en la piel de ratones. Inhibe la met&stasis vascular de

hepatoma hacia los pulmones de rata (56).

La CB ha sido estudiada en enfermedades como la distrofia muscu
lar (55,56); inflamacidn reumatoide (57) y enfisema (58) entre
otras, pero principalmente en canceres diversos y dado que el

proceso de metdstasis de células tumorales requiere del movimien
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to de estas células a través de matrices extracelulares que
contienen colégena, glicoproteinas y proteoglicanos es posi-
ble que la presencia de CB en la superficie de la membrana
celular de estas células tumorales facilite la disolucién lo
cal de la matriz extracelular y asi emprendan sus movimien-
tos hacia los sitios de produccibdn de metdstasis (21,59,60,
61,62,63,64).

Inhibidor de alfa-l-proteinasa o alfa-l-antitripsina.

La actividad tripsinica del suero responsable en gran parte de
la actividad proteolitica es controlada por algunas proteinas

como la alfa-l-globulina y la alfa-2-macroglobulina asi como

una fraccidén de las beta globulinas.

La alfa-l-antitripsina o I.A.P. es una glicoproteina que migra
en la electroforesis junto con la alfa-l-globulina; es respon-
sable del 90 % de la actividad antitripsinica del suero, mien-
tras que el 10 % restante se encuentra en las otras fracciones
(65); su peso molecular es de 45000 y contiene 12.4 % de carbo
hidratos. Su concentracibn sérica en humanos oscila entre 150
y 300 mg/ 100 ml (66,67,68). Se saBe gue posee una actividad
antibibtica ligera como lo demostrd Mirsky en estudios realiza
dos in vitro y que su actividad inhibitoria es polivalente ya
que puede actuar sobre otras enzimas como la quimotripsina, co
lagenasa, elastasa (69,70) y algunas proteasas leucocitarias
(71,72). Dicha capacidad ha sido demostrada en el calostro, en
la leche materna durante los primeros dias de la lactancia (73)
y en la orina (74).

También se le ha atribuido como un factor potente en la regula
cibn de la coagulacién y la fibrinolisis (75) ademds modula la
actividad proteolitica en los tejidos y en muchas ocasiones

forma complejos inactivos (76).

Se sabe que las alteraciones en la concentracién de I.A.P pue-
den ocurrir en circunstancias numerosas (77). Dicha concentra-

cidn fluctdggn multitud de procesos por ejemplo: en los nive-
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les plasméticos se elevan durante el tercer trimestre del em
barazo (68,78) y se inducen en las mujeres que reciben anti-
conceptivos (79); durante la administracidn de esteroides (80) ;
también aumentan en condiciones patolbgicas como en infecciones
(73), en cirrosis alcoh&lica (68), en algunas neoplasias (21,23,
53,81,82,83,84).°

Existen variaciones ciclicas de su concentracidn en el moco cer
vical de mujeres (80,85). La deficiencia de esta proteina se
asocia a algunos padecimientos como enfisema pulmonar (69,70,86,
87) en humanos; en el reproducido experimentalmente en animales
de laboratorio (88); también en cirrosis infantil (89); en cirro
sis hepética adulta (90); en el pénfigo (91); en artritis reuma
toide (92) y en algunos cénceres se ha reportado que se acompana
de esta deficiencia (29,93,94).

Ha sido posible probar en animales, un mecanismo del balance pro
teasa/antiproteasa, gque modula la actividad espermdtica facili-

tando su funcidén fecundante al disminuir su concentracidn ya que
el uso de antiproteasas en el aparato genital, impide la fertili

zacidn (95).

Se ha dicho que el I.A.P se sintetiza en el higado (89), aunque
otros sugieren que su origen sea las células cebadas las cuales

forman parte constitutiva del tejido conjuntivo (96).

Esta antiproteasa se ha cuantificado por métodos bioquimicos co
mo electroforesis (65) e inmunodifusidén radial (66,73) en huma-
nos y su localizacidn en cortes de tejido intactos (98) y en leu
citos polimorfonucleares (72) se ha encontrado por técnicas de

inmunofluorescencia.

Alfa-2-macroglobulina. Es una glicoproteina del plasma que con-

tiene de 8 a 11 % de carbohidratos, incluyendo &cido sié&lico.

Su peso molecular es elevado y se le conoce como inhibidor de
varias serinoproteasas. Su concentracidn total se puede determi
nar por inmunodifusidén radial y su actividad puede ensayarse

por unidn a tripsina (99, 100).
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La AZMG se inactiva muy f&cilmente por reaccibdn directa con las
proteinasas del plasma o por la manipulacibén fisica requerida

en la purificacién de proteinas, por lo gue se recomienda utili
zar material siliconizado, asi como tubos de ensayo que conten-
gan anticoagulante. En su purificaciédn es conveniente quitar

la beta lipoprotefina y el fibrinbgeno por precipitacidédn. La pu-
reza de las preparaciones de esta proteina ha sido probada inmu
nol6gicamente por difusidn en gel o por inmunoelectroforesis de
sarrollada con un antisuero polivalente directo contra proteina

del plasma (99).

La determinacibén del peso molecular por ultracentrifugacibn rea
lizada por Jones y colaboradores en 1972, fué de 72500 (53).

+

Ha sido posible observar por microscopfia electrdnica que la
A2MG se muestra unida a proteinasas dando con ello diferentes a
pariencias en su forma. Estas tienen composiciones similares de
amino&8cidos, pero sus puntos isoeléctricos se elevan; el conte-
nido de &cido sidlico disminuye y la proporcién manosa/galacto-~
sa aumenta. En electroforesis la AZMG humana presenta microhete
rogeneidad, Gallego y Castillo en 1974 atribuyen que las dife-
rencias en movilidad en electroforesis en gel de agar, es debi-

do al polimorfismo genético (99).

La A2MG se sintetiza en el higado, pero otras células del cuer-
po pueden sintetizarla, Tunstall Y James, proporcionan la evi-
dencia de la sintesis de esta proteina por linfocitos humanos
in vitro. La concentracién normal en el plasma humano es de 2
mg/ ml y existen algunas diferencias entre sexos y edades dife-
rentes. Los incrementos ocurren en sindrome nefrdtico (50) de-
bido a la disminucibén del volumen del plasma con una pérdida se
lectiva de proteinas de peso molecular menor (99). La estabili-
dad de los niveles de A, MG en pacientes con quemaduras graves
resulta de la sintesis répida de la proteina balanceada por la
pérdida répida también del exudado. En el hombre en circunstan-

cias normales aproximadamente el 10 % de la AZMG circulante se
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cataboliza diariamente. Existen grandes indicadores de gque la
AZMG puede tambien contribuir a las defensas del cuerpo contra
patdgenos invasivos y pardsitos los cuales a menudo penetran
al cuerpo con ayuda de actividad proteolftica (99). Ha sido i-
dentificada en tejidos malignos de humanos (82).
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MATERIAL Y METODOS.
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Para este estudio empleamos ratas de la cepa Sprague-Dawley,
del sexo femenino, que tenian 80 dfas de edad en vez de los
cincuenta dfas requeridos en el modelo de Huggins (101).

Para los grupoé experimentales usamos 70 animales para la

induccibn del c&ncer mamario.

Empleamos 25 animales testigo, a los que se les administré
un mililitro de aceite de ajonjoli por una sola ocasibn y co
locado directamente en el estfmago.

Todos los animales tanto los testigo como los grupos experi
mentales fueron puestos en jaulas previamente clasificadcs
(sistema de horadacién de orejas, tres dias antes de que se
sometieran al estudio, para observar cicatrizacién y desin-
feccibén adecuadas); alimentados con una dieta balanceada
(Purina rodent5001 Laboratory Chow-Brand), agua ad libitum;
fueron mantenidos en bioterio con una temperatura de 23 °C,
hvmedad controlada, fotoperiodo de 12x12 horas luz-oscuri -
dad.

CSncer Experimental. Utilizamos el método de Huggins (101)

qgue consistid en la administracidn de 20 mg/ml de 7,12-Dime
tilbenz(a)antraceno (DMBA) (Sigma Chemical), disuelto en a-
ceite de ajonjolf por calentamiento a bafic marfia, en dosis
inica e instalada en el estémago con ayuda de una sonda gés
trica met8lica de doce centimetros de longitud. Las ratas
fueron examinadas cada tercer dfa hasta palpar los tumores

en las zonas mamarias.

A un grupo de 20 animales qgue habfan desarrollado neoplasia
mamaria macroscépicamente visible, se les separd$ en jaulas
individuales y se permiti el crecimiento tumoral, para ob-

servar su progresién, invasividad y posibles metistasis.
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El sacrificio de todas las ratas fué por exanguinacidn, previa
anestesia leve con &ter, extrayendo la sangre por puncién di-
recta de la aorta abdominal para las determinaciones bioquimi-

cas €n suero.

En todos los animales se practicé la autopsia y se obtuvieron
fragmentos de los siguientes 6rganos: pulmén, higado, rindn,in
testino delgado, corazén bazo y eséfago para estudio histol6gi

co y de la neoplasia cuando é&sta ya se habia formado.

Se sacrificaron tres de los animales testigo y en grupos de
cinco los tratados con DMBA sin neoplasia, cada dos semanas has
ta completar catorce semanas y el grupo que desarrolld neopla-
sias al cumplir diez semanas después de la deteccibn de los tu
mores.

Estudios histol6gicos. Todos los cortes obtenidos durante las

autopsias, tanto de los &rganos como de los tumores experimenta

les fueron fijados 24 horas en formol al 10 % a pH 7.0

Se procesaron con deshidratacién en alcoholes e inclusién en pa
rafina. Se hicieron cortes en microtomo rotatorio a 4 micras

de espesor y se realizaron tinciones de hematoxilina eosina, a-
cido pery6dico de Schiff y azul de toluidina &cida para células
cebadas (102). Las observaciones se realizaron en un microsco-

pio de luz marca Reichert con 6ptica planacromética.

Ultraestructura. De los tumores experimentales se obtuviercn

cortes pequefios de aproximadamente un milimetro cibico, que fue
ron fijados en 100 yl de gluteraldehido al 2 % en amortiguador
de cacodilatos 0.1 M a pH 7.0; a 4 °C durante sejis horas. Des-
pués fueron deshidratados en alcoholes e incluidos en araldita.
Se obtuvieron cortes semifinos en un microtomo Reichert OMU-3,
para coloracién con azul de tecluidina y localizacién de campos.
Después se obtuvieron cortes finos (plateados) QUe se colocaron
en rejillas de cobre y se tifieron con la técnica de Reynolds.La
observacibn se 1llevé a cabo en un microscopio electrdnico Zeiss
EM-10.
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Obtencibén de citosol. Se resecaron los tumores durante la autop

sia y después de tomar los fragmentos para la histologia, éstos
se pesaron y se cortaron ain mas para proceder a la homogeneiza
cién. Esta se llevd a cabo por medio de un homogeneizador de vi
drio Potter-Enjelhem en diversos sistemas amortiguadores segfin

la enzima que se iba a determinar.

El homogeneizado se centrifugd empleando el rotor Ti-75, en una
ultracentrifuga Beckman clase H, modelo L5-75 a 105000 g durante
una hora, dos veces, utilizando el sobrenadante de la segunda pa

ra determinaciones enzim&ticas.

DETERMINACION DE PROTEINASAS. Estas determinaciones se hicieron

en el suero de los animales testigo y en el de los grupos experi

mentales, asi como en el citosol procedente del homogenado de
las mamas de las ratas testigo y en cada uno de los citosoles ob

tenidos de los homogenados del grupo de animales con céncer.

Serinoproteasas. Para la determinacién de AP (EC 3.4.21.31) se
utilizé el sustrato artificial CBZ-Gli-Gli-Arg-4-MeO @ NA (Sigma
Chemical), siguiendo la metodologia de Huseby (47,48). Las de-

terminaciones se realizaron por triplicado, 200 microlitros de

la muestra en el sistema amortiguador fosfato monob&sico de so-
dio/ fosfato dib&sico de sodio 40 mM a pH 7.0 y 500 micromolas
del sustrato artificial en un volumen total de 2 ml. La incuba
cién se llevé a cabo durante treinta minutos en un bano marfa a
37 °C, con agitacién constante. Se detuvo la reaccibn por la a
dicibn de 0.5 ml de &cido clorhidrico 1.0 N

La fluorescencia del producto de la reaccién de hidrblisis se mi
dié contra el blanco, en un‘espectrofotofluorémetro Aminco Bow-
man a 340 nm de excitacidn vy 425 nm de emisibén. La curva modelo
se hizo con p-toluénsulfonato de 4-metoxi-beta-naftilamina (Sig
ma Chemical). Los valores se expresaron en nanomolas de sustra

te hidrolizado por minuto y por miligramo de proteina .
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Tiolproteinasas. Para la determinacibdn de enzima semejante a

catepsina B, se utilizé el sustrato artificial BANA (Sigma Che
mical) siguiendo la metodologia de De Lumen y Tappel (103), 1la
cual consiste en disolver 20 mg del sustrato en 0.3 ml de sul-
f6xido de dimetilo y se anadié con agitacibén constante 10 ml de
agua destilada y deionizada, calentada a 37 °C. Se adiciond
cuidadosamente el sistema amortiguador(fosfato monob&sico de po
tasio/ fosfato dib&sico de potasio 0.05 M a pH 7.0)hasta comple
tar el volumen total a 20 ml. Las concentraciones finales de
los componentes fueron 2.3 mM de BANA, 1.5% de sulféxido de di

metilo y 0.05 M del sistema amortiguador.

El compartimiento del espectrofotofluorémetro Amincoc Bowman se
calenté a 37 °C durante cinco minutos para cada determinacidn.
Las muestras se trabajaron por triplicado. En el compartimiento
se efectud6 la mezcla de 25 microlitros de muestra con 100 micro-
litros de 0.1 M de ditioceritritol (Sigma Chemical) y hasta enton
ces se adiciond con agitacién constante 1 ml del sustrato previa
mente calentado a 37 °C; se tomaron lecturas hasta completar dos
minutos. Se obtuvo la velocidad inicial por la gr&fica, cuando

se traz6 una linea a través del cero y la tangente de la curva de

reaccibn.

El producto de la reaccidn se midié en un espectrofotofluordmetro
Aminco Bowman a 345 nm de excitacién y 405 nm de emisién. La cur
va modelo se hizo con una solucién acuosa de beta-naftilamina (Sig

ma Chemical) (100 ng/ ml) almacenada a 4°C en frasco color &mbar.

Los valores se expresaron en nanomolas de sustrato hidrolizado por

minuto y por miligramo de proteina .

Catepsina B.- (EC 3.4.22.1) Para esta determinacién se utiliz6 la
metodologia de Szego y Recklies (61,104,105), que consistib en em

plear como sistema amortiguador una mezcla, a una concentracién
40 mM de &cido citrico/ fcsfato,éiBSSico de sodio, a pH 5.4 en pre
sencia de 20 mM de ditiotreitbi XSiqma Chemical) y 0.17 milimolas
del sustrato artificial CBZ-Ala—A?g-Arg¥4—MeO(SNA (Sigma Chemical)
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en un volumen total de 2 ml con doscientos microlitros de mues
tra. La incubacidén se llevd a cabo durante treinta minutos a
37 °C y con agitacién constante. Se detuvb la reaccibn por la
adicibn de 0.5 ml de &cido clorhidrico 1.0 N

Se verificé que no se requeria clarificacibén por centrifugacidn
alin cuando se enturbiara la muestra.

El producto de la reaccidén se midid contﬁa el blanco, en un es-
pectrofotofluorSmetro Aminco Bowman a 292 nm de excitacién y

410 de emisibén. Las muestras se trabajardn por triplicado.

La curva modelo se hizo con p-toluénsulfonato de 4-~metoxi-beta
naftilamina (Sigma Chemical).

Los valores se expresaron en nanomolas de sustrato hidrolizado

por minuto y por miligramo de proteiné

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES. Se determinaron por refrac

tometria en el suero de los animales testigo y en el de los gru
pos experimentales, asf como en el citosol procedente del homo-
genado de las mamas de las ratas testigo y en los citosoles de

los homogenados de los grupos experimentales.

Utilizamos un refractémetro American Optical, modelo SL-10400 y

los valores se expresaron en miligramos por mililitro de muestra
(1086) .

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SERICAS. Estas determinaciones

se hicieron en el suero de los animales testigo y en el de los

grupos experimentales,

La separaci6n de proteinas séricas se rdalizé a través de un gel
de agarosa (107).

Preparaci6n de las placas de agarosa: se disolvieron en baho ma-
ria 250 mg de agarosa en 50 ml del sistema amortiguador barbital/
veronal (&cido 5,5-Dietilbarbitfrico/ 5,5-Dietilbarbiturato de
sodio, Beckman) a pH 8.6, de fuerza ibnica 0.05 miliohmios, con

una gota del indicador bromofenol al 2 %. Una vez que se disol-
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vié la agarosa, se sirvieron once mililitros sobre los portaok
jetos que desacansaban en marcos especiales, los cuales a su
vez se encontraban en una mesa nivelada; se dejaron fraguar a
temperatura ambiente durahte diez a quince minutos y posterior
mente endurecieron cuando se colocaron en c8mara hGmeda a 5 °C

durante una hora.

Cuando las placas de agarosa fraguaron, se pudo aplicar cinco
microlitros de cada muestra. Asi aplicada, se procedié a poner
en el marco gque contenia seis placas con muestras sobre el so-
porte de la cé@mara para electroforesis; se dejé pasar corrien
te a 400 voltios y 25 miliamperios durante setenta y cinco mi-
nutos a 5 °C.

Una vez que se termind el tiempo necesario, se separaron los
marcos cuidadosamentey se tifieron con Ponceau a pH menor de 10,
para posteriormente decolorar en una solucién de &cido acético
al 5 .

Se estableci6 la curva densitométrica para el cllculo de las pro
tefnas séricas, para lo cual empleamos un densitbmetro Kippo-Zo
nen Skalar, modelo KS-3; acoplado a un graficador modelo BD-8
de la misma marca.

Los valores se expresaron en miligramos por ciento del suero.

CAPACIDAD INHIBITORIA DE LA TRIPSINA. ( C.I.T. ) La actividad an

tiproteolitica se midié como capacidad inhibitoria de la tripsi-

na con el método espectrofotométrico de Lieberman (87), se deter
mind tanto en el suero de los animales testigo, como en el de los
grupos experimentales asi como en el citosol procedente de las ma
mas de las ratas testigo y en el de los citosoles obtenidos de

los homogenados correspondientes a los grupos experimentales.

Se prepard una solucién acuosa de 15 mg de tripsina (Sigma Chemi
cal, 1000 U, de péncreas de bovino, enzima tipo III) en 5 ml de
agua destilada y deionizada,esta solucién se diluyd 1:2 y poste-
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riormente se llevé 1:4. En esta solucibn final se midié la con-
centracién de proteina absoluta de la tripsina en mg/ 100 ml, al
determinarse su absorbencia a 280 nm en un espectrofotbémetro UV-
Vis 139 Hitachi Perkin-Elmer; la lectura se multiplicé por el
factor 0.585

Para obtener la lfnea recta en la gréfica de cada uno de los ani
males en estudio, se necesitd hacer una serie de diluciones; por
lo que se mezcld una cantidad constante de la solucidén de tripsi
na (0.3 ml) con cantidades variables ( 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 )
de una dilucién 1:5 ya sea del suero o muestra de citosol cuando
éstos se aforaron con un sistema amortiguador de fosfato monobé&-
sico de sodio/ fosfato dib&sico de sodio 0.1 M a pH 7.0 a un vo
lumen final de 0.7 ml

En una cubeta a 30 °C se colocd la alicuota (0.2 ml) de mezcla
suero-tripsina o bien citosol-tripsina y se afadieron r&pidamen
te a 3 ml del sustrato artificial BAEE 0.5 mM en el mismo sis
tema amortiguador mencionado anteriormente. Asi, se leyeron ca
da una de las diluciones contra el blanco, en el espectrofotdme
tro a 253 nm, cada treinta segundos hasta completar tres minu-
tos.

La actividad de tripsina (cambio en la absorbencia por minuto)
de la mezcla no inhibida y de la serie de mezclas inhibidas se

grafic6é contra la cantidad de suero total adicionado.

La porcién de la linea recta de la grafica se extendié hasta la
abscisa (volumen de suero) donde se calcul6 la tripsina que po-

dria ser inhibida totalmente.

Los valores se expresaron como miligramos de tripsina inhibida
por mililitro de muestra .

CALCULO DEL INDICE DE ACTIVIDAD ANTIPROTEOLITICA.

En cada caso tanto en el grupo testigo como en el grupo DMBA con
cdncer, se determind el Indice de actividad antiproteolitica, co
mo el cociente de la relacibn del valor obtenido como la Capaci-

dad Inhibitoria de la Tripsina (C.I.T.) en el suero problema con
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el promedio del valor de C.I.T. obtenido en el grupo testigo
multiplicado por cien, todo ello como NUMERADOR y como DENO-
MINADOR la relacién del valor obtenide para la concentracibn
del inhibidor de alfa-l-proteinasa (I.A.P.) determinada por
andlisis electroforético del suero problema con el promedio
de los valores I.A.P. del grupo testigo multiplicado por cien.
( 31,108).

FORMULA:

val oI .. b X €.I.7, testi 100 _
alor ¢,I.7. problema / X €,I,%, testigo x = INDICE

valor I.A.P, problema / ¥ I,A,P, testigo x 100

METODOS ESTADISTICOS.

Todos los resultados se analizaron estadisticamente calculando
promedios ( ¥ ), desviacibn esténdar ( D.E. ) y probabilidad
(Prueba de "t") (109).

En las figuras se expres6 el error esténdar.

También se determind el coeficiente de correlacidn y se esta-
blecié la probabilidad correspondiente (110).
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RESULTADOS.
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Produccibén de cédnceres de la mama. Debemos sefialar que la mor-

talidad inmediata, posterior a la administracién del DMBA fué
del 12 %. Atribuimos esta mortalidad a la toxicidad de la pro-
pia sustancia; los animales fueron repuestos para completar
los grupos. De acuerdo a lo seﬁalado por Huggins en su articu-
lo original (101), las neoplasias aparecen aproximadamente en
tre 6 y 8 semanas en el 100 % de los animales tratados.En nues
tro caso las neoplasias comenzaron a palparse en el sitio de
las lineas mamarias ocho semanas después de la administracién
de la dosis de DMBA. Esto ocurrié sin embargo, en un nfimero
reducido de animales experimentales , pués en la mayoria las
neoplasias aparecieron después de la décima semana. Nosotros
consideramos que esto se debifé a que nuestros animales en expe
rimentacibén ya eran adultos cuando se les administrd el DMBA.

Todos los tumores observados se encontraron asociados directa-
mente a alguna de las mamas del animal, generalmente en la par
te superior del tronco. Aquellos animales a los cuales se les
permiti6é continuar viviendo para observar el crecimiento de la
tumoracidn, desarrollaron tumores muy grandes, que llegaron a
medir 4.5 cm de di&metro y en dos casos se observé ulceracibn
de la piel y necrosis superficial de la tumoracién.

Necropsias. En los animales autopsiados antes de las ochc se-
manas o aquéllos que macrosclpicamente no tenfan necplasia, no
se comprobd ninguna alteracién macroscépica en las mamas dise-
cadas ni en los 6rganos internos del animal. En aquellos anima
les que mostraron tumor palpable o macroscépicamente visible,

se pudo constatar la presencia de uno o m&s tumores en las zo-
nas mamarias de la parte superior del animal. En todos los ca
sos los tumores estaban bien delimitados, vascularizados por
las arterias mamarias, ligeramente adheridos al miisculo cuté-

neo pero nunca infiltrando los teji..
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dos subyacentes ni periféricos. En los tumores de mayor tamafno

era posible enuclear el tumor digitalmente sin que hubieran ad

herencias grandes ni a la piel ni a los tejidos subyacentes.

Al corte todos los tumores mostraron una consistencia reniten-

te, tenfan un color amarillento griséceo y eran multilobulados.
En los tumores de mayor tamafio se observaron &reas extensas de

hemorragia y de necrosis. En ninguno de los ex&menes macrosco-

picos de todos los 6rganos de la rata con tumor mamario se re-

vel6 alteraciones de importancia ni se mostraron siembras metas

t&sicas.

Estudios histoldgicos. En los cortes de hematoxilina y eosina

de las tumoraciones se pudo observar que estaban constituidas
por tejido neopl&sico de tipo epitelial. Este formaba en gene
ral conductos y cordones de células tipo epitelial distribui-
dos en masas irregulares y rodeadas por bandas finas de tejido
conectivo. Las células epiteliales neopldsicas eran de tipo
cuboideo con nficleo inico y nucleolos aparentes. En donde se
formaban estructuras de tipo glandular se pudo observar con fre
cuencia la presencia de secrecidn proteinasa en su luz. Existia
anaplasia moderada y actividad mit6sica muy abundante con algu-
nas figuras de mitosis anormales. En las bandas de tejido conec
tivo que rodeaban a las masas tumorales, se observd infiltrado
inflamatorio abundante constituido por células linfoides, cé&lu-
las plasméticas) eosin6filos y polimorfonucleares numerosos. En
los bordes de la neoplasia no se pudo observar invasibén al es-
troma, m&s qgue en casos avanzados en los cuales existfa infiltra
cibén de la neoplasia al tejido muscular subyacente (misculo cu-
t&neo) y al tejido conectivo y adiposo periférico. Cabe senalar
que esta invasibén no rebasaba 1.0 milimetro de espesor y no des
trufia las fibras musculares adyacentes. Con este estudio se pudo
constatar que se trataba de adenocarcinoma de tipo ductal bien
diferenciado, poco infiltrante y sin invasibn vascular sanguinea
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ni linfitica. En las tinciones de &cido pery&dico de Schiff (PAS)
se observé cantidad abundante de material PAS positivo, sensible
a diastasa, por lo que deducimos que se trataba de glucbgeno in-
tracitoplasmitico. Con las tinciones de azul de toluidina &cida
para metacromasia se observaron células cebadas abundantes tanto
en las bandas del estroma conectivo como entre las propias célu-
las neopl&sicas de adenocarcinoma. La distribucién de estas célu
las era muy peculiar pués parecian estar alineadas y adosadas a

los limites entre neoplasia y tejido conectivo.

Ultraestructura. En los estudios de cortes finos al microscopio

electrdnico, se pudo constatar que el céncer experimental estuvo
contituido por células de tipo epitelial , que mostrd en ocasio-
nes desmosomas abundantes y que formaban canalfculos o conductos
con microvellosidades discretas hacia la luz. El citoplasma de
la célula presentaba reticulo endoplésmico liso, se observaron
mitocondrias abundantes , algunas de las cuales eran de aspecto
normal, pues también encontramos megamitocondrias y mitocondrias
alargadas y filiformes con crestas irregulares. Cerca de las zo-
nas de necrosis se encontraron lisosomas - abundantes en las célg
las en proceso de lisis, asi como autofagosomas abundantes. Tam-
bien se observaron, en campos de zonas sin necrosis, polimorfong
cleares numerosos, adosados a células neoplédsicas viables, con
pseudbpodos pegados a la membrana de las células cancerosas, con
polarizacibn de sus gr8nulos lisosomales hacia los pseudbpodos
que adosaban a estas células. La ultraestructura reveld la dife
renciacidn buena de esta neoplasia a pesar de las alteracicnes
ultraestructurales discretas de las mitocondrias y reticulo endo
plédsmico. Nos llamé la atencibén la frecuencia de adosamientos de
células fagociticas a las células neoplésicas y tambien la abun-
dancia de cé&lulas cebadas.

Es de interés sefialar gque en cortes numerosos no fué posible ob
servar &reas de lisis de la col8gena en las zonas de contacto de
las células neopl&sicas con el estroma circundante, como ha sido

descrito en otras neoplasias invasoras y altamente malignas.
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DETERMINACION DE PROTEINASAS.Aunque la determinacibén de las

proteinasas en el suero se hizo perifdicamente en grupos de

cinco animales y tres testigo, con el objeto de constatar si
en algln momento del proceso se producia algGn cambio, al re
colectar los datos se vié que, en el tiempo que durb la obser
vacibébn de los animales no hubieron variaciones significativas
ni progresivas,'por ellc, se decidié finalmente para recopi-
lar los resultados expresarlos como promedios y desviaciones
esténdares, concentrarlos en tablas y hacer s6lo tres grupos
que son: grupo testigo, grupo de animales tratados con DMBA
pero que todavia no habian desarrollado céncer y grupo de ani

males tratados con DMBA gque ya habian desarrollado céncer.

Los resultados de proteinasas en suero de estas ratas se en-

cuentran resumidos en la tabla 1.

Serinoproteasas. Estas enzimas se determinaron por el método

de Huseby y Smith ( 47,48 ) utilizamos el sustrato CBZ2-Gli-Gli-
Arg-4-MeO (8NA, segﬁﬁ los autores es el péptido artificial para
cuantificar AP (EC 3.4.21.31).

Se pueden ver en la tabla 1 y en la figura 1, gue se obtuvo

un valor de 3.12 nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/mg
de proteina, con una desviacién est&ndar de 0.41 para el gru-
po testigo; en el grupo tratado con DMBA sin céncer el valor

fué 3.85, con una desviacién estfndar de 0.46 y en el grupo

tratado con DMBA con céncer de la mama el valor fué 4.85

con una desviacibn est&ndar de 1,09 . Los estudios estadis-

ticos mostraron diferencias significativas entre grupos
(p €0.001).

R N, . -
Tiolproteinasas.En los métodos utilizados hace afios, se emplea
ba fundamentalmente el sustrato BANA, por la metodologia de De
Lumen y Tappel (103), pero en estas fechas se ha demostrado gue

dicho sustrato puede ser hidrolizado por serinoproteasas; por
lo que decidimos utilizarlo, sefald&ndose como "enzima semejante
a catepsina B" ( 111,112 ).
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Podemos observar en la tabla 1 y en la figura 2, el valor del
grupo testigo fué de 4.02, con una desviacibn est&ndar de 0.57;
el grupo de DMBA sin clncer obtuvo 4.80, con una desviacibn es
tdndar de 0.83 y el grupo DMEA con céncer mamario tuvo un valor
de 5.59, con una desviacién estédndar de 1.29 de nanomolas de
sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de proteina. Los estudios esta
disticos mostraron diferencias significativas entre: Testigo vs
DMBA sin cé&ncer ( p<0.001); DMBA sin céncer vs DMBA con céncer
( p<0.025) y Testigo vs DMBA con céncer ( p<0.001).

Para el caso de la determinacién de CB (EC 3.4.22.1) por la me-
todologia de Szego y Recklies (61,104,105) utilizamos el sus-
trato CBZ-Ala-Arg-Arg-4-MeO@ NA, que es uno de los péptidos ar-

tificiales més especifico para esta tiolproteinasa.

Podemos ver en la tabla 1 y la figura 3, el valor del grupo tes
tigo fud de 3.94 nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/ mg
de proteina, con una desviacidn estédndar de 0.68; el grupo DMBA
sin céncer obtuvo un valor de 4.42, con una desviacibn esténdar
de 0.51 y el grupo DMBA con cédncer de la mama obtuvo un valor
de 5.27, con una desviacidn esténdar de 1.19. Los estudios es-
tadisticos mostraron diferencias significativas entre grupos:
Testigo vs DMBA sin cé8ncer ( p<¢ 0.005), DMBA sin céncer vs DMBA
con céncer ( p<€0.003) y Testigo vs DMBA con céncer (p«0.001).

PROTEINASAS EN CITOSOL. Tuvimos mucha dificultad para obtener te
jido mamario y separacién de citosoles de los homogenados de las
ratas sin tumor; dado que éstas aunque adultas, no habian amaman
tado a su prole , si se hubiera realizado esta accibn, el tejido
glandular mamario probablemente se habria desarrollado y de esta
manera hubiéramos obtenido la cantidad suficiente de cada ejem-

plar. Por lo que decidimos reunir en una poza com@in, los fragmen
tos obtenidos de diez ratas y.asi hacer las determinaciones enzi
mdticas como testigo. Esta muestra se trabaj6é por duplicado y co

rresponde a ratas no tratadas con DMBA.
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Serinoproteasas. Utilizamos nuevamente el sustrato especifico
para cuantificar AP (EC 3.4.21.31) CBZ—Gli—Gli-Arg—4—MeO(§NA
del método de Huseby y Smith (47,48).

Podemos ver en la tabla 2, el valor obtenido de 0.642 nanomo
las de sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de proteina para nues
tro testigo y como promedio de los valores obtenidos de los
citosoles provenientes de los homogenados de cada uno de los
tumores mamarios de once ratas tratadas con DMBA, un valor de
0.748, con una desviacibn est&ndar de 0.098

Tiolproteinasas. Utilizamos el sustrato BANA para la determina

cidén de la "enzima semejante a catepsina B", seglin la metodolo
gia de De Ltmen y Tappel (103) como ya mencionamos anteriormen

te en el caso de los sueros.

Para nuestro testigo hicimos el mismo procedimiento que para

cuantificar las serinoproteasas en el citosol.

Vemos en la tabla 3, el valor obtenido de 4.08 nanomolas de
sustrato hidrolizado/ minuto/ mg'de proteina para nuestro tes
tigo en citosol; concentracidn semejante a la obtenida en los
sueros de los grupos experimentales. En tanto como promedio
de las determinaciones en los citosoles provenientes de homo-
genados de tumores mamarios de once ratas tratadas con DMBA,
tuvimos un valor de 25.98 nanomolas de sustrato hidrolizado/

minuto/ mg de proteina, con una desviacibén est&ndar de 3.37

En la determinacién de CB (EC 3.4.22.1) por la metodologia de
Szego y Recklies (61,104,105) utilizamos nuevamente el sustra

to CBZ—Ala—Arg-—Arg—4—MeO@NA, como en los sueros.

Para nuestro testigo hicimos el mismo procedimiento que para

cuantificar las serinoproteasas en el citosol,

Podemos ver en la tabla 3, que no fué posible detectar la
concentracién por las condiciones del método empleado en la de
terminacién de CB en el citosol testigo. En tanto que, como
promedio de las determinaciones en los citosoles provenientes
de homogenados de tumores mamarios de las once ratas tratadas
con DMBA, obtuvimos un valor de 22.40 nanomolas de sustrato



40

hidrolizado/ minuto/ mg de proteina, con una desviacidn estén-
dar de 2.3

Proteinas Séricas. Los resultados obtenidos por el an&lisis e-

lectroforético en gel de agarosa, se encuentran resumidos en la
tabla 4.

Albfimina.- Para el grupo testigo obtuvimos un valor de 3326 mg
% de suero, con una desviacibén est&ndar de 440; para el grupo
DMBA sin c&ncer se tuvo un valor de 3455, con una desviacidn es
t&ndar de 138 y el grupo DMBA con céncer tuvo un valor de 3554,
con una desviacibén estdndar de 599. No hubieron diferencias

significativas entre grupos, por estudios estadisticos.

Inhibidor de alfa~l-proteinasa. Para el grupo testigo obtuvimos
un valor de 302 mg % de suero, con una desviacidn est8ndar de
86; para el grupo DMBA sin céncer tuvo un valor de 256, con una
desviacibn est&ndar de 40 y para el grupo DMBA con céncer obtu-
vimos un valor de 240, con una desviaci6n est&ndar de 36. Como
podemos observar en las tablas 4, 5 yv en la figura 4, los estu-
dios estadisticos nos dieron las siguientes diferencias:

Testigo vs DMBA sin céncer ( p¢ 0.015), DMBA sin cén-
cer vs DMBA con c8ncer ( p>» 0.300), Testigo vs DMBA con céncer
( p€£0.025).

Alfa-2-macroglobulina. Para el grupo testigo obtuvimos un valor
de 356 mg % de suero, con una desviacibn esté&ndar de 93; para
el grupo DMBA sin cé&ncer tuvo un valor de 337, con una desvia-
cién esténdar de 74 y el grupo DMBA con céncer obtuvo un valor
de 330 con una desviacién est&ndar de 54. No hubieron diferen-
cias significativas entre grupos al realizar los estudios esta
disticos.

Beta. Para el grupo testigo obtuvimos un valor de 879 mg % de
suero, con una desviacibén estdndar de 220; para el grupo DMBA
sin c8ncer obtuvimos un valor de 725, con una desviacibn estén
dar de 57 y para el grupo DMBA con céncer se obtuvo un valor de
1268, con una desviacibn est&ndar de 119. Los estudios estadis

ticos nos dieron las diferencias significativas siguientes:
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entre grupos testigo vs DMBA sin cdncer; DMBA sin céncer vs
DMBA con céncer y testigo vs DMBA con c&ncer (p €0.001).

Gamma. Para el grupo testigo obtuvimos un valor de 862 mg 3

de suero, con una desviacibn esté&ndar de 280; para el grupo
DMBA sin céncer obtuvimos un valor de 917, con una desviacibn
esténdar de 90 y para el grupo DMBA con cdncer se tuvo un va-
lor de 1396, con una desviacidn estindar de 255. Los estudios
estadisticos nos dieron las siguientes diferencias para: tes-
tigo vs DMBA sin cédncer ( p)>» 0.400 ), DMBA sin céncer vs DMBA
con cé&ncer ( p €0.001 ) y testigo vs DMBA con céncer (p< 0,001),

Capacidad Inhibitoria de Tripsina, C,I.T. La determinamos por

el método de Lieberman ( 87 ), los resultados se encuentran re
sumidos en la tabla 5, corresponden al promedio de los valores
obtenidos en suero, puesto que en las condiciones usadas no fué
posible cuantificarla en lecs citosoles de homogenados tanto de
la muestra testigo como de los provenientes de tumores mamarios
de las ratas.

Asf observamos que para el grupo testigo se obtuvo un valor de
C.I.T. en suero de 1.1253 mg de tripsina inhibida/ ml, con una
desviacibn esté&ndar de 0,38; para el grupo DMBA sin céncer un
valor de 0.930, con una desviacibén esténdar de 0,14 . Los estu
dios estadisticos muestran que entre grupos tenemos: testigo
vs DMBA sin céncer ( p< 0,010 ), DMBA sin c&ncer vs DMBA con
cincer ( p »0.300 ) y para testigo vs DMBA con céncer (p> 0.5)
S6lo hubo diferencia significativa entre los grupos testigo y
DMBA sin céncer. (Figura 5).

Indice de actividad antiproteolitica. AGn cuando la concentra-
cibn del inhibidor de alfa-l-proteinasa (I.A.P.) presenta una

tendencia a la disminucibn en los sueros de los grupos exveri-
mentales, decidimos investigar su actividad antiproteolitica a
través del Indice segln la férmula sefialada en Material y Méto
dos (pag. 32).
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El c8lculo de este Indice se realizé Gnicamente entre los gru-

pos testigo y DMBA con c&ncer.

Podemos observar estos resultados en la tabla 6, en donde para
el grupo testigo obtuvimos un Indice de 1.1345 con una desvia
cién esté&ndar de 0.145 y para el grupo DMBA con c&ncer obtuvi-
mos un valor de. 1.100, con una desviaci6ébn est&ndar de 0.123 en
los sueros de las ratas tratadas con DMBA. Los estudios no mos
traron diferencias estadisticamente significativas,

Hubo correlacibn positiva entre las concentraciones de serino-
proteasas en ratas que desarrollaron tumores mamarios por efec
to de la administracién del DMBA, comparamos los valores obte-
nidos en cada uno de los citosoles de tumores contra los obte-
nidos como concentraciones séricas de esas mismas ratas. El

coeficiente de correlacién fué de 0.95 ( p<0.001 ). (Figura 6).

Con respecto a las tiolproteinasas diremos que, no hubo corre-
lacibén entre las concentraciones de la enzima semejante a lia
catepsina B de los citosoles provenientes de los homogenados
de tumores mamarios de rata y las obtenidas de los suercs de

esas mismas ratas.

Se tuvo una correlacibn positiva en las concentraciones de CB,
al comparar las obtenidas en cada uno de los citosoles de homo
genados de tumor contra las concentraciones séricas cuantifica
das para esa tiolproteinasa en esas mismas ratas., El coeficien
te de correlacién fué de 0.95 ( p €0,001 ), (Figura 7).

Existe correlacibn positiva entre las concentraciones del inhi
bidor de alfa-l-proteinasa determinadas por anélisis electrofo
rético contra la Capacidad Inhibitoria de Tripsina cuantifica-
da por el método de Lieberman, en los sueros de las ratas que
desarrollaron neoplasias mamarias. El coeficiente de correla-
cibén fu€ de 0.80 ( p<0.010 ). (Figura 8).
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TABLA 1

Valores promedio ( X ) y desviaciones est&ndar ( D.E. ) de Acti
vador de Plasminfgeno, enzima semejante a catepsina B y la ca-
tepsina B (en nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de
protefinas) en sueros de rata: Testigo, DMBA sin céncer y DMBA
con céncer.

La significancia se expresb en valores de p, en la parte infe-
rior de la tabla.

SERINOPROTEASAS TIOLPROTEINASAS
Activador de Plasmi|Enzima semejante Catepsina
négeno. a catepsina B. B
TESTIGO n 25 25 25
X 3.12 4.02 3.94
D.E.+ 0.41 0.57 0.68
DMBA n 35 35 35
sin céncer. ¢ 3.85 4.80 4.42
D.E.+ 0.46 0.83 0.51
DMBA n 11 11 11
con cdncer & 4.85 5.59 5.27
D.E.+ 1.09 1.29 1.19

SIGNIFICANCTIA

TESTIGO

VS p<0.001 p<€0.001 p & 0.005
DMBA sin
clncer.

DMBA sin
clncer.
Vs p <0.001 p<0.025 p< 0.003
DMBA con
cancer.

TESTIGO

vS p <0.001 p«<0.001 p< 0.001
DMBA con
c8ncer.
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NIVELES SERICOS DE SERINOPROTEASAS.

CBZ-G1i-Gli-Arg-4-MeO@ NA.
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NIVELES SERICOS DE TIOLPROTEINASAS.

BANA.
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NIVELES SERICOS DE TIOLPROTEINASAS.

CBZ-Ala-Arg-Arg-4-Me0 @ NA.

SUSTRATO:

P< 0.001
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TABLA 2

Valor promedio ( ¥ ) y desviacidén estdndar ( D.E.) de Serino
proteasas: activador de plasmindgeno ( en nanomolas de sustra
to hidrolizado / minuto/ mg de proteina )de citosoles prove-
nientes de homogenados de tumores mamarios en ratas inducidas
con DMBA.

El valor para testigo es duplicado del citosol obtenido de un
homogenado de tejido mamario proveriente de diez ratas trata-
das finicamente con la administracibén gdstrica de aceite de a-
jonjoli.

SUSTRATO: TESTIGO DMBA
con cancer.
n =11
CBZ-Gli-Gli-Arg- 0.642 x = 0.748
4-MeO @ NA.

D.E. =+ 0.098
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TABLA 3

Valores promedio ( ¥ ) y desviaciones esté&ndar ( D.E. ) de tiol
proteinasas: enzima semejante a catepsina B y la catepsina B

( en nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de proteina )
de citosoles provenientes de homogenados de tumores mamarios en
ratas con DMBA.

El valor para testigo es duplicado del citosol obtenido de un
homogenado de tejido mamaric proveniente de diez ratas trata-
das finicamente con la administracién géstrica de aceite de a-
jonjoli.

TIOLPROTEINASAS. SUSTRATC TESTIGO DMBA
con céancer.
n = 11
Enzima semejante BANA 4.08 X = 25.98

a catepsina B.

I
ju—
[

Catepsina B. CBZ-Ala-Arg-Arg- n

4~-MeO @ NA. -
0.000 X

Il
[\S]
N
.
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INHIBIDOR DE ALFA-PROTEINASA SERICA. (I.A.P.)

ANALISIS ELECTROFORETICO EN GEL DE AGAROSA.
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TABLA 5

Valores promedio (%) y desviaciones esténdar (D.E.) de C.I.T.
(mg de tripsina inhibida/ ml de suero) e I.A.P. ( mg % de sue
ro) en ratas: Testigo, DMBA sin céncer y DMBA con céncer.

(La significancia se expresd como valores de p en la parte in
ferior de la tabla).

C.I.T. I.A.P.

TESTIGO n 25 25
2 1.1253 302
D.E. + 0.38 86

DMBA
sin céncer. n 35 35
b4 0.930 256
D.E. + 0.19 40

DMBA
con cincer n 11 11
X 0.9890 240
D.E. + 0.14 36

SIGNIFICANCTIA.

TESTIGO

VS p<0.010 p«&0.015
DMBA sin
céncer.

DMBA sin
céncer.
VS p» 0.300 p>0.300
DMBA con
céncer.

TESTIGO

VS p» 0.500 p<€0.025
DMBA con
céncer.
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CAPACIDAD INHIBITORIA DE LA TRIPSINA SERICA.
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TABLA 6

Valores promedio (X) y desviaciones esté&ndar (D.E.) de C.I.T.
( mg de tripsina inhibida/ml de suero ), I.A.P. ( mg % de sue
ro ) e Indice de actividad antiproteolitica C.I.T./I.A.P.

(La significancia se expres$ en valores de p en la parte infe
rior de la tabla).

I NDITCE
delcéiéaé. qéi?ég. de actividad an
) : tiproteolitica.
TESTIGO n 25 25 25
X 1.1253 302 1.1345
D.E. + 0.330 86 0.145
DMBA
con clncer. n 11 11 11
X 0.9390 240 1.100
D.E. + 0.14 36 0.123
SIGNIFICANCTIA
TESTIGO
S p >0.500 p<0.025 p»0.500
DMBA con

céncer.
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TIOLPROTEINASAS EN RATA SPRAGUE-DAWLEY.

Sustrato:

CBZ-Ala- Arg-Arg-4-Me0 ®NA.
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DISCUSION.
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Clncer Experimental, En la publicacidn original de Huggins

(101), se sefiala que la administracibén de una sola dosis de
DMBA es suficiente para causar cinceres de la mama en un 100
% de los animales, en tanto se les administre a los 50 dias
de nacidos y se'dejen evolucionar hasta la pubertad y madurez.

En este experimento se pudieron repetir estas observaciones
desde los estudios piloto que se realizaron; sin embargo se
nos indicé que estos cénceres aparecen entre las seis y las
ocho semanas, en los grupos que se informan en este trabajo,
los tumores empezaron a aparecer en algunos animales a las o-
cho semanas, pero en la mayor parte de ellos se presentaron
después de la décima semana de administrada la sustancia can~
cerigena; la diferencia probablemente estriba en la edad de
las camadas, ya que fué de ochenta dias, asi al no proporcio
nar la dosis de DMBA de manera indicada se evitd que el co-
carcinfgeno end8genc actuara por lo que resultd en un céncer
menos agresivo lo que nos permitié estudiar un tumor maligno

en fase preinvasora y no metastatizante,

Tambi&n en la literatura respectiva se seflala que es frecuen
te que existan varios focos de c8ncer mamario que afectan dos
o tres de las mamas del animal en experimentacibn, pero en es
ta serie apareci6 por lo regular una sola neoplasia y en las
mamas superiores, En el grupo de animales a los que se les
permitié continuar viviendo para observar el crecimiento del
tumor, se pudo constatar que el crecimiento fué répido y al-
canzd proporciones que dificultaban los movimientos del ani-
mal. A pesar de ello, no se observé infiltracién directa de
los tejidos de la caja torfcica ni aparecieron metistasis vi
sible en ninguna parte de la rata. También fué notable que,
a pesar de los problemas que el animal presentaba para mover
se o inclusive a veces para obtener su alimento, na hubo nin
gln estado de deterioro fisico, de desnutricifn o de infec-

cidn en estos animales.
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Estudios anatomopatolSgicos. Las autopsias de los animales experimenta
les revelaron tanto macroscfpica camo microscOpicamente que la neopla-

sia no invadia, ni hacia metistasis, a excepcifn de 8reas pequehas de
infiltracifén hacia msculo cutfneo y tejidos conectivo y adiposo peri-
férico en los tumores de mayor evolucién que no rebasaron 1 mm de dis-
tancia del borde neoplésico. El examen microscfpico exhaustivo de los
drganos donde frecuentemente se encuentran metdstasis, ya sean hemat6-
genas o linf&ticas, como pulmones, higado, rifin, bazos y ganglios lin
f&ticos tampoco revel6 la presencia de células neopldsicas . Aunque e-
Xistan descripciones de esta neoplasia experimental (101, 113) ellas co
inciden en senalar que se trata de una neoplasia maligna del tipo simi-
lar a la que se observa en el adenocarcinoma mamario humano; no se en-—
contraron estudios histol&gicos detallados para confirmar su grado de
diferenciacifn, anaplasia y potencial invasor. Se sabe gue es una neo-
plasia hormonodependiente como ocurre en muchos cénceres mamarios huma
nos, y que después de la castracibn quirfirgica del animal, es posible
que la mayor parte de estas neoplasias involucionen y desaparezcan total
mente, pero ninguna de las descripciones que se consultaron menciona si
las neoplasias desarrolladas, evolucionan de manera espontinea v que sean
capaces de invadir y dar metastasis. (113, 114).

Nuestras observaciones confirman que se trata de un adenocarcinoma bien
diferenciado, que refine todas las caracteristicas histolbgicas y citolé~
gicas para llamarlo neoplasia maligna: la presencia de anaplasia modera
da, actividad mitSsica abundante y mitosis anormales, la desorganizacién
de la estructura tisular y el camportamiento de crecimiento exponencial
répido.

Estudios ultraestructurales. En la literatura no se encontraron estudios

al microscopio electrfnice, y en relacidn con el tumor de Buggins no
se encontraron estudios previos. Con esta metodologia se puede confirmar
la diferenciacibn de este tumor con abundantes desmosomas y una
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estructura celular bien preservada, se confirma la naturaleza maligna y la
anormalidad en algunas mitocondrias.

Por todos estos datos es posible concluir con seguridad que las neoplasias
mamarias inducidas por el DMBA en las ratas, corresponden a adenocarcinama

bien diferenciado.

Otro hallazgo de importancia particular y que no se ha encontrado referido
en la literatura, es la presencia de células cebadas abundantes en el estro
ma que rodean y se adosan directamente a los bordes de las mamas de células
neoplésicas. Parecerfa que estas células cebadas se disponer en una lfnea de
fensiva o una barrera especial que detiene el crecimiento o la infiltracién
de las cflulas cancerosas. Recordemos que las células cebadas contienen en
sus grénulos sustancias numerosas, entre las cuales se encuentran la hepari-
na y la alfa-l-antitripsina, las que prcbablemente forman complejos con pro
teasas. neutras intracelulares (96). En estudios recientes se ha podido de-
terminar que la heparina, en accidn sinérgica con algunos esteroides es ca-
paz de inhibir la neoformacién de vasos inducida por la secrecibn del factor
angifgeno que se produce en las neoplasias malignas (115, 116). Como se sa-
be, la secrecién de este factor angidgeno es de lo gue depende en un momen-
to dado el crecimiento exponencial de una neoplasia maligna y lo que facili-
ta tambien el acceso de las cflulas neoplésicas al torrente circulatorio pa-
ra producir metdstasis (116). Podria suponerse que en este modelo experimen
tal las c8lulas cebadas en abundancia al desgranularse, secretarfan cantida-
des grandes de heparina, &ésta podria cambinarse con esteroides endégenos pre
sentes en la neoplasia maligna por ser esta Gltima hormonodependiente, y asi
inhibir al factor angifgeno y limitar el proceso de infiltracién de células
neopldsicas. Por otra parte, si se considera que en estas células se han en
contrado cantidades importantes del inhibidor proteolftico natural, es lici-
to suponer que durante el proceso de desgranulacifn este inhibidor se libera
de su complejo proteasa-antiproteasa y pueda actuar independientemente para
frenar la accifén de las enzimas proteoliticas producidas por el céncer y, asi
impedir la invasifn del estrama.
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Enzimas proteoliticas. La seleccién de los dos tipos de enzimas estudiadas
en esta investigacién se basb en la literatura tan numerosa que existe al
respecto ocon relacién al caincer (1,8,13,14,21,30,36,45,59,60,61,62,64,105,
112,120). Los activadores del plasminSgenc se han implicado en muchos aspec
tos del comportamiento maligno, y existe una cantidad considerable de mate-

rial experimental in vitro que apoya la conexifén entre la presencia de es-
tas enzimas y algunos aspectos de la transformacién maligna ( 3,117,118 ).
Se sabe también que los pramotores tumorales como los forboles, inducen la
formacién de activadores del plasminégenoc o serinoproteasas ( 119 ). Por
otra parte, se ha demostrado que las catepsinas se encuentran en la mayor
parte de los tumores estudiados tanto in vivo como in vitro, asi como en
el suero y el liquido vaginal de perscnas con cénceres iniciales y avanza-
dos ( 21, 60 ). Poole, Pietras y Benitez, han reportado la elevacién de
la actividad de la catepsina B que parece caracterizar el crecimiento ma-
ligno y se sabe que hay correlacidn directa entre los niveles séricos de
la CB y la progresién y el crecimiento de la neoplasia ( 14, 16, 20, 21,
120 ).

Los métodos usados para la determinacidn de estos dos grupos de enzimas
han sido variados, su especificidad depende fundamentalmente de los sus-
tratos empleados. Es por eso gue en este caso, seleccionamos sustratos
que, segfin la literatura respectiva, tienen un grado alto de especifici~
dad. Para los activadores del plasmindgeno se escogib el sustrato CBZ-
Gli~-Gli-Arg-4-MeO®NA, dado que Huseby y colaboradores ( 47, 48 ) han
senalado que es un oligopéptido sintético con alta especificidad para AP,
Este método es reproducible afin dentro de una variedad de concentraciones

de esta enzima y es mis preciso que la té&cnica de lisis o del codgulo.

Respecto a la determinacién de tiolproteinasas, existen ciertas discusio
nes acerca de la especificidad de los sustratos.

De Lumen y Tappel (103) publicaron su método para determinacién de enzima
semejante a catepsina B, usando camo sustrato BANP, este oligopéptido es
uno de los mis antiguos y actualmente sabemos que es de especificidad be-
ja ya que también puede ser hidrolizado por serinoproteasas, aunque ellos
anaden para esta determinacifn ditioceritritol camo donador de grupos sul-
hidrilos. Smith y Poole ( 48, 60 ) han propuesto un sustrato que pu

diera ser m8s especifico para la catepsina B reciente
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Yy que corresponde a CBZ-Ala-Arg-Arg-4-MeOpNA, anadiendo ditiotreitol co
mo donador de grupos sulfhidrilo, es por eso que utilizamos los dos méto-
dos para la determinacién de tiolproteinasas.

1os resultados indican que los métodos son comparables y que en este estu
dio ambas enzimas, tanto las serinoproteasas como las tiolproteinasas au-
mentaron en el suero durante el proceso de carcinogénesis mamaria en la
rata, sin embargo, su incremento no fué mayor de tres nanamolas de sustra
to hidrolizado/minuto/ mg de proteina con respecto al grupo testigo. Esto
puede deberse a los factores siguientes: que el tumor posea una sintesis y
secrecidn tan baja de sus enzimas proteoliticas que no altera los niveles
en sangre del animal en experimentacibén o bien que su secrecibn tumoral
sea abundante pero que su actividad de proteasa se encuentre inhibida en
el torrente circulatorio.

Benitez y colaboradores (30) encontraron que en humanos, las concentracio-
nes de serinoproteasas y catepsina B en suero son menores a 2 nanamolas de
sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de proteina y que por ejemplo en diferen-
tes etapas clinicas avanzadas de carcinoma cfrvico uterino, la catepsina B
aumentd alrededor de 100 veces mds sus valores sanguineos, por lo que se
constata entonces que existe progresidn y correlacién entre el grado de in
vasividad y el aumento de esta enzima, pero camo en nuestro modelo experi-
mental de rata no tuvieron invasién y metistasis, resulta 16gico que no ha
lla tal aumento de estas proteasas.

Algunos autores reportan que la secrecién de tiolproteinasas es variable,
pues tanto en citosol de un solo tumor mamario humano como en series de tu
mores obtenidos de regiones distintas en la mama, transplantados y cultiva
dos, presentan diferencias en su concentracién y lo han explicado a través
de que en esos tumores se tienen diversos grados de diferenciacién epite-
lial y por ende varia su produccién enzimitica ( 9, 16, 105 ). Sin embargo,
estos estudios se refieren a tiolproteinasas aisladas y purificadas a las
cuales se les camprobd su actividad proteolitica al emplear inhibidores es
pecificos y este no fué nuestro caso.

-
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A diferencia de la actividad de tiolproteinasa determinada con el sustrato
BANA, dadas las condicicnes eampleadas en su determinacitn, no fué pesible
detectar cantidad alguna en el mismc citosol testigo para la CB,

La actividad proteolitica determinada con estos dos sustratos en los cito
soles de homogenados de tumores fué hasta cinco veces mayor que la obte-
nida en los niveles séricos en cada caso. Esto podria interpretarse como

que las tiolproteinésas son indicadoras del desarrollo del céncer en gene
ral. Sin embargo,, y por los resultados en que no hubo correlacién entre

las actividades hidroliticas con BANA de los citosoles contra las obteni-
das en los sueros de esas mismas ratas y de que sabemos que este sustrato
es menos especifico, nos atrevemos a concluir que el resultado correspon—
de al producto que por hidrdlisis de otras enzimas se produjo y que la ca
tepsina B cuantificada con su sustrato especifico (anteriormente senalado)

es la responsable de la actividad de tiolproteinasa determinada.

Los estudios anatf&micos, histoldgicos y ultraestructurales demostraron cuc
el céncer mamario inducido por DMBA en la rata de ochenta dias de edad,
tiene una capacidad baja de invasién y actividad metastatizante nula. Esta
caracteristica biolégica parece coincidir con el ligero aumento de serino-
prcteasas y tiolproteinasas en el suero del animal en experimentacién, he
cho que es de gran interés pués representa la contraprueba de que las
neoplasias invasoras y metastatizaintes cursan por lo general con incremen-
tos séricos muy notables de estas proteinasas ( 21,59 ). Es posible gue la
invasividad baja de esta neoplasia se deba precisamente a que sintetiza po
cos AP, necesarios para la invasidn, que el incremento de las tiolproteina
sas no sea suficiente para conferirle su potencial invasor y que quizd se
requiere la accibfn sinérgica de ambas enzimas.

Cabe sin embargo, mencionar la posibilidad basada en la presencia de célu

las cebadas abundantes y otras células inflamatorias en este tumor, Camo se
sabe estas cflulas contienen alfa-l-antitripsina o inhibidnrr de alfa-l1-pro
teinasa en su citoplasma, un inhibidor natural de varias proteasas (72,96).
Es factible proponer la hipStesis de que la cantidad de proteasas liberadas
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localmente por estas cflulas cebadas y fagociticas pudo ser suficiente pa
ra inactivar a las serinoproteasas y, por ello imposibilitar su titula-
cién por incapacidad de unirse ocon el sustrato especifico. En el caso de
las tiolproteinasas sabemos que éstas no forman camplejos con el inhibi-
dor de alfa-l-proteinasa mds bien son inhibidas por la alfa-2-macroglobu

lina.

Es factible que, si la neoplasia produce grandes cantidades de proteina-
sas, un huésped con reacciones hameostiticas buenas podria tratar de in-
hibir localmente esas enzimas con sus moléculas antiproteoliticas natura
les en un intento por conservar el equilibrio de proteasas y antiprotea-
sas. Este fenfmeno se ha estudiado ya experimentalmente tanto en anima-
les como en cultivos de células, vy se sabe que la adicién de sustancias
antiproteoliticas naturales o artificiales pueden detener el crecimiento
de los tumores malignos e impedir la invasidn y, sobretodo la produccidén
de metéstasis (10, 121) si bien en esos experimentos se han utilizado do
sis altas administradas exdgenamente.

En nuestro modelo encontramos una tendencia a la baja en cuanto a la con
centracién de inhibidor de alfa-l-proteinasa por lo que analizamos su ac
tividad antiproteolitica. Sabemos por reportes ya numerosos en pacientes
con tumores invasivos que, pueden presentar elevacién de la concentracién
de alfa-l-proteinasa y sin embargo su actividad antiproteolfitica no se in
crementa en el suero de estos individuos (31). Esta paradoja aparente no
ha sido confirmada del todo en gran nmero de casos de una malignidad en

diferentes etapas clinicas.

la determinacién de la Capacidad Inhibitoria de la Tripsina en el suero
no mostrS elevaciones significativas con respecto al grupo testigo. Por
lo que al obtener el Indice C.I.T. / I.A.P. pretendimos establecer la
actividad antiproteolitica en suero y estc fué debido a que no tuvimos
muestras suficientes de citosol para realizar las determinaciones de ellas
por electroforesis para I.A.P. y para el método de Lieberman (87) para el
C.I.T. No hubieron diferencias significativas por los estudios estadisti
oos entre los indices obtenidos por el grupo testigo y el grupo DMBA con
céncer.
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Determinamos que existe una correlacidn positiva entre las concentracio
nes del inhibidor de alfa~l-proteinasa y los miligramos de tripsina in-—
hibida por mililitro en los sueros de las ratas con neopla’sias mamarias.

Por estos datos poderos concluir que la actividad antiproteolitica en
suero de los animales en experimentacién fué un reflejo de la accibn de
las proteasas escasas en la circulacifn sangquinea de las ratas con can-—
ceres mamarios inducidos con el DMBA.
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CQONCLUSIONES.
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1. En lcs citosoles de ios tumores mamarios obtenidos de ratas
tratadas con DMBA, encontramos que las tiolproteinasas se e
levaron francamente, no asi las serinoproteasas (AP).

2. Existe aumento leve de la concentracidn de proteasas en el
suero de ratas durante la carcinogénesis exverimental indu-
cida con el DMBA.

3. En este modelc encontramos que los valores de las concentra-
ciones de serinoprot=asas (AP) y tiolproteinasas (CB) en los
sueros de las ratas empleadas para producir los cénceres de

las mamas, son similares entre si.

4. La determinacibén de tiolproteinasa con el sustrato BANA no
mostrd correlacién con el desarrollo del tumor mamario en
ecte modelo experimental, lo cual indica que esta técnica
no es la mis adecuada para su medicibn.

5. La tendencia a la disminucién del I.A.P. y la actividad an
tiproteclitica escasa, son reflejos significativos de que en
los niveles sanguineos de las ratas desarrollarcn tumores
mamarios por efecto del DMBA se tenian cantidades insuficien
tes de proteasas para generar una respuesta.

6. Con estas conclusiones constatamos que las neoplasias de las
mamas de las ratas inducidas con DMBA con el método de Huggins
son adenocarcinomas del tipo ductal bien diferenciados, pero,
en nuestro moGelo no fueron infiltrantes ni metastatizantes
por la edad de las ratas utilizadas.
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