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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 biológica es la secrecibn y 
activación de enzimas hidrolíticas. Dichas enzimas han si 
do estudiadas, siendo algunas serinoproteasas activadores- 
del plasminógeno (AP) así como tiolproteinasas del grupo 
de la catepsina B (CB) las que en la literatura nos mues- 
tran que existe una correlacitin directa entre la progresión 
de una neoplasia maligna y la elevación de estas enzimas en 
los niveles séricos y tisulares. Asimismo, se ha observado 
que en respuesta al estiiniulo prot.eolítico de la neoplasia, 
existe un aumento paralelo de la síntesis de proteínas inhl 
bitorias como el inhibidor de a.lfa-1-proteinasa (I . A . P .  1 y 
este fenómeno ocurre más tardfamente en la evolución de la 
neciplzsia. 
El prop6sito de este trabajo fue investigar la presencia y 
variaciones de serinoprot.easas (AP) , tiolproteinasus (enzi 
ma semejante a catepsina El y la CB) y de la actividad ant? - 
proteolítica en el siiern 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 
tró directamente en el estómago un mililitro de aceite de 
ajonjolí por una sola ocasi6n y para los grupos experimenta 
les usamos 70 ratas de la cepa Sprague-Dawley de 80 días de 
nacidas con 200-230 g de peso corporal. Para la inducción 
del cáncer de mama se sigui6 el método de Huggins mediante 
la administración de una dosis única de 20 mg/ml de DMBA. 
Despugs de 8 a 10 semanas desarrollaron neoplasias mamarias. 
Se hicieron determinaciones para serinoproteasas con el sus 
trato C B Z - G l i - G l i - A r g - 4 - M e O P N A ;  para tiolproteinasas utili 
zamos dos sustratos artificiales el BANA para la determina- 
ción de enzima semejante a catepsina B y CBZ-Ala-Arg-Arg-4- 
MeO@NA para la CB especificamente. También se practicd elec 
troforesis de proteínas séricas y determinó la Capacidad In= 
hibitoria de la TripsinaL(C.I.T.) as€ como el cálculo del In- 
dice de actividad antiproteolítica. Determinaciones realiza 
das en el suero y ci tosol  de homogenados provenientes de tÜ - 
mores mamarios. 
Practicamos autopsias, estudios histológicos con microscopia 
de luz así como observac:iones ultraestructurales de la neo- 
plasia. Dichos estudios demuestran que se produjeron cánce- 
res adenocarcinomas del tipo ductal bien diferenciados, no 
infiltrantes ni metactatizantes. 
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E l  a n á l i s i s  de r e s u l t a d o s  se r e a l i z ó  e n t r e  t e s t i g o  y g r u  - 
pos experimentales  (DPiIBA s i n  cáncer  y DMBA con c á n c e r ) .  
Se e s t a b l e c i e r o n  tambi-en c o r r e l a c i o n e s  e n t r e  l a s  concen- 
t r a c i o n e s  enz imát icas  ob ten idas  de l o s  c i t o s o l e s  de tumo 
res mamarios y l a s  ob ten idas  en e l  suero  de cada una de- 
e s a s  r a t a s .  . 
En l o s  c i t o s o l e s  de l o s  homogenados provenientes  de l a s  
neop las i a s  ob ten idas  de l o s  misnios animales  encontramos 
que l a c  t i o l p r o t e i n a s a c  (CB) se e levaron  francamente no 
a s í  l a s  s e r i n o p r o t e a s a s  ( A P ) .  Observamos que e n  l o s  n i -  
v e l e s  sanguíneos e x i s t e  aumento l eve  de l a  concentración 
de p r o t e a s a s  y que su:; v a l o r e s  son s i m i l a r e s  e n t r e  s í .  
La determinación de t i o l p r o t e i n a s a  con e i  s u s t r a t o  a r t i  - 
f i c i a l  BANA, no inostrij c o r r e l a c i ó n  con e l  d e s a r r o l l o  
d e l  cáncer;  nosot ros  consideramos q u e  e s t a  t écn ica  no 
e s  l a  más adecuada pa ra  su medición. Asimismo creemos 
que l a  tendencia  a l a  disminución d e l  i nh ib ido r  de a l f a  
-1-proteinasa y l a  a c t i v i d a d  a n t i p r o t e o l í t i c a  escasa  e n  
suero ,  son r e f l e j o s  s i g n i f i c a t i v o s  de q u e  e n  l a s  r a t a s  
que  d e s a r r o l l a r o n  los tumores mamarios por e f e c t o  d e l  
DMBA e n  s u  c i r c u l a c i ó n  sanguínea e x i s t í a n  cant idades  i n  
s u f i c i e n t e s  t a n t o  de cer inopro teacas  ( A P )  como de t i o l -  
p r o t e i n a s a s  (CB) por l o  q u e  n c  se pudo generar  una r z s -  
pues ta  a e l l o .  
Con l o s  r e s u l t a d o s  obtenidos e n  nues t ro  modeio c o n s t a t a  
mos que f u é  una neoplas ia  que no invadió  n i  d i 6  me tás t a  - 
c i s .  
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A B  R E V  I A T U  R A S .  

A2MG 

AP 

BAEE 

BANA 

Alf a-2--macroglobulina. 

Activador de plasminógeno. 

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

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

CB Catepsina B. 

CBZ-Ala-Arg- N-Benciloxicarbonilo-L-Alanil-Arginil- 
Arg-4-MeOfSNA. Arginil-4-metoxi-beta-naftilamida. 

CBZ-Gli-Gli- N-Benciloxicarbonilo-L-Glicil-Glicil- 
Arg-4-MeOeNA. Arginilt-4-metoxi-beta-naftilamida. 

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

DMBA 7,12-Dimetilbenz (a) antraceno. 

I.A.P. Inhibitlor de alfa-1-proteinasa. 

4-MeOgNA. 4-Metoxi-beta-naf t i lamina.  

PNA . Beta-naftilamina. 
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OBJETIVO: 

Investigar la presencia y variaciones de serino - 
proteasas (activador de plasminógeno) , tiolpro- 
teinasas (enzima semejante a catepsina B y la 
catepsina B )  y de la actividad antiproteolltica 
en el suero y citosol de tejido durante el pro- 
ceso de carcinogénesis mamaria inducida en la 
rata con Dimetilbenz (a) antraceno (DMBA) . 
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ANTECEDENTES. 
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Una de las características sobresalientes de las neoplasias 
malignas es su capacidad invasora. Existen dos patrones fun- 
damentales de invasión; el primero es el que caracteriza a 
las neoplasias sólidas tales como el adenocarcinoma y el car - 
cinema epidermoide y se caracteriza por un frente de penetra - 
ción irregular pero una estructura coherente; el tejido co- 
nectivo en contacto con el llmite del cáncer presenta disolu - 
cidn de sus fibras lo que se piensa es debido a una acción 
lftica. El segundo es el que tiene lugar en neoplasias mecen - 
quimatosas donde las células progresan en forma más o menos 
disociada. En este último :La acci6n lltica no es tan aparen- 
te y probablemente la invasión celular se deba a varios fac- 
tores combinados como son, la lisis, la reproducción celular 
y la locomoci6n (1). 

La destrucción de la membrana basal precede a la penetración 
de muchas neoplasias epiteliales hacia el mesénquima adyacen - 
te. Para que este fenómeno ocurra debe invocarse la acción 
de enzimas hidrollticas que disuelvan la coldgena, glucopro- 
tefnas y proteoglicanes que forman parte de la membrana ba - 
sal del estroma y por donde debe atpavecar 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 proteólisis extracelular (1,3,4) y 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 inyección de proteinasas en el sitio 
de una neoplasia animal facilita su desarrollo y que su adi- 
ción al cultivo de células benignas induce mitosis y altera- 
ción de la inhibicidn por contacto (4,5,6,7,8), fenámenos se - 
mejantes a los que muestran las células cancerosas en culti- 
vo. 
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Se han inves t igado  enzimas p r o t e o l l t i c a s  numerosas en  l a s  neo- 
plasias  ( 9 )  pe ro  hasta e l  momento se desconoce c u á l e s  son secre - 
tadas act ivamente po r  las  c é l u l a s  mal ignas y c u á l e s  son l a s  que 
p a r t i c i p a n  e n  l a  destrucci-6n d e l  estroma conjunt ivo .  Se ha podi  - 
do c o n s t a t a r  que las c é l u l a s  mal ignas son  capaces de d i g e r i r  
s u s t r a t o s  d i v e r s o s  i n  v i t r o  - y que s u  c rec imien to  se d e t i e n e  con 
s u s t a n c i a s  a n t i p r o t e o l í t i c a s  (10,11,12) . 
L a  mayoría de los  a u t o r e s  e n  l a  a c t u a l i d a d  p iensan  que las  pro- 
t e i n a s a s  responsables  son s e r i n o p r o t e a s a s  que ac túan  sobre  e l  
plasminágeno convirt iéndolto e n  plasmina y po r  es ta  razón se l e s  
llama a c t i v a d o r e s  d e l  placminágeno (AP)  (3,13,14) . L a  plasmina, 
además de l i s a r  a l a  f i b r i n a ,  a c t ú a  como una p r o t e i n a s a  g e n e r a l  
h id ro l i zando  m u l t i t u d  de c u s t r a t o s ,  excepto  l a  coldgena y l a  e- 
l a s t i n a .  S i n  embargo, se sabe que l a  plasmina puede a c t i v a r  a 
l a s  procolagenasas  y e n  esa forma promover ind i rec tamente  l a  
l i s is  de esas dos p r o t e í n a s  d e l  t e j i d o  conjunt ivo .  

Recientemente se está inves t igando l a  acc ión  de a lgunas  t i o l p r o  - 
t e i n a s a s  en  l a  invas ión  neoplás ica  y de  éstas l a  que ha desper- 
t ado  mayor i n t e r é s  es l a  c a t e p s i n a  B (CB) (16). Es tas  enzimas 
se han estudiado e n  t i p o s  d i v e r s o s  de cánce r  y se sabe que pue- 
den  degradar  l a  colágena,  l o s  p ro teog l i canes  y l a s  p r o t e í n a s  
c o n t r á c t i l e s  d e l  músculo. En p a r t i c u l a r  se ha demostrado que l a  
CB es capaz de desprender  c é l u l a s  neoplbs icas  d e l  t e j i d o  y a s í  
f avorece r  s u s  .metástasis (17). 

En c u l t i v o  de c é l u l a s  neop lás i cas  de  carcinoma mamario humano 
se h a  observado un c laro incremento de l a  CB y de l a  c a t e p s i n a  
D en  r e l a c i ó n  con s u s  c o n t r a p a r t e s  normales. D e  es tas  dos e n z i -  
m a s  l a  que muestra un incremento m á s  cons t an te  y s i g n i f i c a t i v o  
es una t i o l p r o t e i n a s a  semejante  a l a  c a t e p s i n a  B (9,161. 

E s  probable  que l a  acc ión  p r o t e o l l t i c a  e x t r a c e l u l a r  que se ob- 

s e r v a  e n  e l  cáncer  no se deba a una so l a  enzima s i n o  a l a  se- 

c r e c i ó n  de v a r i a s  p r o t e i n a s a s  ( 3 ) .  L a s  m á s  importantes  s e r l a n  
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las serinoproteasas AP (14,171, algunas tiolproteinasas como 
la CB, aunque se han invocado también a otras catepsinas y a la 
colagenasa (3,16,18,19) . ES de interés señalar que la mayoría 
de estos estudios han sido realizados en homogenados de tejido 
y en cultivo de células malignas por lo que existe escasa infor - 
mación de lo que ‘ocurre en el sujeto con cáncer. El grupo de 
Pietras y colaboradores (20), informó de estudios realizados en 
pacientes donde constatan elevación selectiva de la actividad 
de CB, en enfermas con carcinoma de cérvix y en displasias del 
mismo órgano. Benftez y colaboradores (21) realizaron un estu- 
dio donde se comprueba la elevación de esta tiolproteinasa y la 
elevación de antiproteasas en el carcinoma de cérvix. 

Se sabe, por otra parte, que la acción de las proteinasas extra - 
celulares es modulada por proteínas inhibitorias como la alfa-1 
antitripsina (actualmente denominada inhibidor de alfa-l-protei - 
nasa,I .A.P.  ) y la alfa-2-macroglobulina (A2MG) del plasma. En 
condiciones normales debe existir un balance proteasas/antipro- 
teasas que permita una acc.ión regulada de la actividad proteoll - 
tics, tal como ocurre en la ruptura del folículo, en la implan- 
tacidn del huevo en el endometrio, en la fecundación y en otros 
procesos menos estudiados (15,221 . 
En la mayoría de los pacientes con cáncer los niveles séricos 
de I . A . P .  están elevados (23,24,25,26,27,31) aunque en algunos 
de ellos se ha descrito un déficit de esta globulina (28 ,29 ) .  

Sería válido pensar que el paciente con cáncer, responda al in - 
cremento de proteinasas prloducidas por la neoplasia con un au- 
pento de proteínas antiproteolíticas. 

De acuerdo a estudios previos (21,301 y a los publicados por el 
grupo de Pietras (201, parece que la tiolproteinasa, similar a 
la CB se eleva en el suero del sujeto con cáncer y es en propor - 
cidn directa al avance de la enfermedad. 

LOS estudios de los grupos de Benftez y Pietras (20 ,21 ,30 )  con- 
firman que, aún en la etapa temprana de carcinoma in situ ya se 
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observan elevaciones significativas de la enzima, tanto en el 
suero como en el líquido vaginal. Por otra parte, Poole (9,16, 
17) ha demostrado que esta enzima es secretada por células de 
cáncer mamario humano puestas en cultivo y que su secreción es - 
tá en relación con su viabilidad y crecimiento. Contrariamente 
el I.A.P. se eleva en forma. más tardfa y su incremento, parece 
obedecer a una respuesta del huésped al estfmulo proteolítico 
de la neoplasia. 

Desconocemos hasta el momento de estudios en carcinogénesis ex - 
perimental encaminados a estudiar en forma progresiva las va- 
riaciones de serinoproteasas, tiolproteinasac y actividad anti- 
proteolltica durante el prcceso del desarrollo del cáncer. Exis - 
ten modelos numerosos para producir cáncer 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 prote6lisis-antiproteólisis durante 
la oncogénesis. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

Se sabe que el tejido neopl-ásico maligno secreta serinoprotea- 
cas y tiolproteinasas, que la magnitud de su secreción parece 
estar en relación directa con el crecimiento tumoral (21,301. 

El huésped produce I.A.P. como respuesta al incremento de pro- 
teinasas y este fenómeno ocurre mbs tardíamente en la evolución 
de la neoplasia (21,221. No sabemos en qué momento de la oncog6 - 
nesis aparece la secreción de proteinasas y cuándo ocurre la 
respuesta del huésped con antiproteasas. 

Sería de gran utilidad para comprobar los estudios realizados 
en pacientes previamente, estudiar acusiosamente las variacio- 
nes de proteinasas y antiproteasas durante el proceso de oncog5 
nesis en un modelo experimental, para saber qué relación existe 
entre la aparición de cambios histol6gicos malignos, desarrollo 
del cáncer y de los aumentos de serinoproteasas, tiolproteina- 
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cas y antiproteasas. 

HIPOTESIS: 

a). Si la secreción de CB proviene de las células neoplásicas 
y su concentración en el tejido y suero están en relación 
con la cantidad de tejido neoplásico vivo y activo, esta 
tiolproteinasa puede ser un indicador temprano y sensible 
de la transformaci6n oncogénica. 

b). Parece que la elevación de antiproteasas depende de una 
respuesta del huésped a1 incremento de proteinasas en la 
sangre, por lo que su cxiantificación podría ser lndice de 
invasi6n neoplásica y sólo ocurriría en etapas avanzadas. 
Ambos fenómenos podrlari estudiarse paralelamente en un 
modelo experimental de carcinogénesis mamaria. 
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GENERALIDADES. 
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Proteasas. Las enzimas prot.eol€ticas denominadas "proteinasas" 
hidrolizan uniones peptldicas. Su historia se remonta el siglo 
XVIII, cuando Reaumur investigó la digestión en aves. No son - d 
nicas del reino animal, se han encontrado en plantas e identi- 
ficado en microorganismos, en hongos y en bacterias (32,481. 

El estudio de estas enzimas en células y tejidos de mamlferos 
surgió en el año de 1890, en los laboratorios alemanes de qu€ - 
mica fisiológica, cuando investigaban los cambios y la composi - 
cien química producidos durante el alamacenamiento de tejidos 
después de la muerte. Ese mismo año Salkowski, descubrió los 
cambios qulmicos que presentaron los tejidos: hlgado, músculo 
y glándula suprarrenal, cuando éstos se incubaban a 3 7  O C  y por 
tiempos prolongados, sugirió que fueron debidos a la "diferen- 
te actividad enzimática" . 
Metchnikoff en 1901, en su Tratado sobre Inmunidad, menciona 
que observó en protozoario:; la solubilización de partículas a- 
limenticias en sus vacuolas digestivas y que su interior era - 5 
cido, este proceso análogo al observado en la digestión de bac - 
terias por leucocitos polimorfonucleares y de elementos celula - 
res por macrófagos. Probablemente las "citasas" de Metchnikoff 
fueran "enzimas proteollticas" (32) . 
Hedin y Rowlan tambien en l901, del Instituto Lister en Ingla- 
terra, describieron la actividad proteolltica ácida del bazo y 
la compararon con otras actividades al emplear hlgado, riñón, 
músculo esquelético, n6dulos linfáticos y corazón de especies 
como perro, caballo, borrego y becerro. 

Es más, en los trabajos de Opie en 1906, mostraron la existen- 
cia de distintas proteinasas que actuaban bajo condiciones áci - 
das o alcalinas, existiendo diEerencias en las actividades en- 
zimáticas dependiendo del pH utilizado. 

En cuanto a la nomenclatura de las proteinasas, ésta es más di - 
flcil que cualquier otro grupo de enzimas,debido a que la espe 
cificidad de la mayorla de ellas es muy compleja. 
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"proteinasa" y "proteasa" scin sinónimos. Proteasa es 
no más antiguo, en tanto que el término "proteinasa" 
tad0 por la Nomenclatura de enzimas en 1972. 

el térmi - 
fué adop 

"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 polipeptldicas (pero tambien u- 
niones cercanas a ellos) mientras que, las exopeptidasas rom- 
pen únicamente uniones cercanas a dichos extremos (uno o dos 
residuos desde los extremos). 

La clasificación de Hidrolasas Peptldicas se hizo en: exopepti - 
dasas y endopeptidasas. 

En el grupo de endopeptidasns tenemos que desde 1960, Hartley 
separó por grupo catalltico esencial en cuatro: "serino", 
"tiol" , "carboxil" y "metalo" proteinasas con las categorías : 
3.4.21; 3.4.22; 3.4.23; :3.4.24, respectivamente. (32) 

Sylven demostró la presencia de proteinasas neutras en las célu - 
las cancerosas. Este hallazgo sugirió un mecanismo enzimdtico 
particular que adquirió gran relevancia pues anteriormente se 
sabfa que los cánceres necr6ticoc, podían liberar enzimas hidro - 
liticas ácidas lisosomales pero que esto ocurría precisamente 
durante el proceso de necrosis que sufren los cánceres voluming 
cos y de crecimiento rápido. Las hidrolasas ácidas como la fos- 
fatasa ácida, las esterasas y otras no contribuyen a la disemi- 
nación de las células vivas porque se liberan por efecto de la 
muerte de las c6lulas y, por tanto, son indicadores más bien de 
un proceso autolitico que de un proceso activo de' infiltración 
que requiere células viables. Las proteinasas neutras, por lo 
contrario, son secretadas aparentemente por cglulas neoplásicac 
vivas y en cantidad y proporción mucho mayores que las células 
normales de otros tejidos, y son capaces de digerir las fibras 
de coldgena del tejido conectivo y de las membranas basales del 
aparato vascular (6,33,34). 
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En la actualidad se conocen dos tipos de proteinasas que pare 
ten tener gran importancia como mediadoras del proceso de in 
vasión de las células malignas; en el primer grupo están las 
serinoproteasas al que corresponden los activadores del plasmi 
nógeno 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 plasminógeno. 

Las serinoproteasas comprenden un grupo de enzimac que se caras 
terizan por la reactividad de un residuo de serina en su sitio 
activo. Una prueba común para estas enzimas es la inhibición 
de su actividad de hidrolasa por la reacción de este residuo de 
serina con diisopropi l fósfo.rof1uoridato (Dip-F) (35) . 
Ejemplos de estas enzimas son la trombina y la placmina involu- 
cradas en la formación y disolución de coágulos. 

En los vertebrados es posib.le encontrar a las proteasas en la 
glándula o en el jugo exocrino pancreático como precursores i- 
nactivos, o zimógenos, los cuales deben ser activados. Todos los 
zimógenos conocidos de serinoproteasas se convierten en enzimas 
activas por la acción de la tripsina. Usualmente la ruptura de u 
na unión peptfdica especffica es suficiente para su activación. 

- 

El primer AP fue estudiado por Tillet y Garner en 1933, se le co 
noci6 como 'If ibrinolisina estreptocóccica o estreptoquinasa" . 
Posteriormente en 1945, Kaplan y Christensen, mostraron su meca 
nismo de acción, ya que el plasma contiene una enzima inactiva, 
plasminógeno, el cual puede ser convertido a una proteinasa acti 
va, plasmina por este factor mencionado y que además la plasmina 
es responsable de la degradación de la fibrina. 

- 

- 

- 

Loa AP son proteínas cuya función es convertir por lo tanto el 
zimógeno del plasma, plasminógeno, a la serinoproteasa, plasmina. 
Tal activación se presenta como resultado de la ruptura de la u- 

en la cadena sencilla del plasmin6 
geno, conformándose así una cadena doble (por el enlace disulfu- 
rol, la plasmina. ( 3 6 )  

nión peptZdica Arg560-Va156L - 
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Existen varias clases de ellos: AP circulantes (de la sangre, 
con peso molecular de 9 8 0 0 0  a 1 6 5 0 0 0 ) ;  AP urinario (del tipo u - 
roquinasa, con peso molecular de 5 5 0 0 0 ) ;  AP tisulares (con pe- 
so molecular de 2 5 0 0 0  a 50000) y los AP procedentes de cultivo 
de tejidos (peso molecular de 4 8 0 0 0  a 5 0 0 0 0 ) .  (37,381 

Su presencia ha sido demostrada en la mayorla de los fluidos 
del cuerpo, incluyendo en la orina, en casi todos los tejidos, 
en el endotelio vascular y en el suero ( 3 9 ) .  

Se sabe que, las concentraciones de AP en fuentes naturales son 
bajas, en tanto que las de plasminógeno en el plasma de humanos 
es aproximadamente de 0.1 mg/ml, lo que podríamos considerar e - 
levadas. ( 3 5 )  

En 1 9 7 3  y 1974,  hubieron una serie de reportes de un grupo de 
investigadores que trabajaban con Reich en la Rockefeller Uni- 
versity ( 4 0 1 ,  llamando la atención de estos trabajos en los pa- 
rhetros celulares de la oncogénesis y producción de AP. 

Los experimentos de Unkeless y colaboradores, así como los desa - 
rrollados por Ossowski y su grupo, demostraron que en cultivos 
primarios de fibroblastos de pollo, las células no producían AP 
detectable pero que podrla inducirse la formación de esta enzi- 
ma por transformación con un virus oncogénico ( 4 0 , 4 1 , 4 2 ) .  

Existen diferencias grandes en la cantidad de AP producido por: 
líneas celulares derivadas de diferentes tejidos del mismo ani- 
mal, por células del mismcl tipo histológico derivadas de espe- 
cies diferentes, o por lineas de células derivadas de un tipo 
singular independientemente transformadas con los mismos agen- 
tes oncogénicos (8 ,431.  

Frecuentemente los métodos: inmunológicos han sido útiles para 
distinguir entre protelnais que muestran propiedades flsicas si - 
milares. La capacidad de 1.0s anticuerpoc para inhibir las pro- 
piedades catalíticas de las enzimas tambien se hace muy Citil en 
la determinacidn de la identidad qulmica de una actividad enzi- 
mática presente en extractos crudos o parcialmente purificados. 
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Varios autores han obtenido anticuerpos de AP y probado su in 
hibición. Con estos estudios ha sido posible concluir que los 
AP obtenidos de tejidos diferentes en las mismas especies pue- 
den ser distinguidos inmunol~ógicamente. Estos hallazgos condu- 
cen a la posibilidad de que la producción de anticuerpos con- 
tra AP pueda ser’utilizada en la práctica para la identifica- 
ción del agente transformant-e o del origen del tejido de una 
variedad de tumores (44,45,46). 

- 

Sustratos: Parece que el plasminógeno es el sustrato natural 
para los AP del plasma y de los producidos por las células del 
endotelio vascular, por los macrófagos y por células del riñón. 
Sin embargo, es incierto que el plasminógeno sea sustrato natu- 
ral para otros tejidos (35). 

Se han estudiado las velocidades relativas producidas por la hl 
drólisis de sustratos sintéticos diferentes. El fundamento se 
basa en que solamente se rompa una unión por molécula. En años 
anteriores se utilizaban los, ésteres de I,-aminobcidos bloquea- 
dos en su nitrógeno terminal con grupos aromáticos ( del tipo 
p-nitroanilina), éstos al ser escindidos por la enzima podían 
ser detectados con métodos espectrofotométricos, ya que la ve- 
locidad de cambio en la absclrcidn a una longitud de onda selec 
cionada era proporcional a la velocidad de hidrólisis. 

- 

Actualmente se utilizan oligopi5ptidos artificiales (cadenas que 
pueden tener de uno a cuatro1 aminoácidos) , cuyos grupos bloque- 
antes pueden ser: CBZ ( Benciloxicarbonilo ) :  BZ ( Benzoilo ) y 
como grupos detectores tenemos: 4-MeOpNA ( 4-metoxi-beta-nafti- 
lamida 1;  2-NA (2-beta-naftilamida); AFC ( 7-amino-4-trifluoro 
metilcumarina ) y MCA ( 7-amino-4-metilcumarina 1 ,  que por el e 
fecto deamidante de las enzimas éstos se separan como minas, 
pudiendo ser cuantificadas por métodos fluorométricos. 

- 
- 

Huseby y Smith (47,481 utilizan el sustrato CBZ-Gli-Gli-Arg-4- 
MeOPNA para cuantificar al AP de manera específica (EC 3.4.21.31) 
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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 sirvió para describir una forma de 
pepsina que encontraron al extraer proteinasas de la mucosa 
gdstrica de animales como e:l perro y el cerdo. El nombre fué 
derivado del griego que significa "para digerir". Estos mis- 
mos autores reconocieron que la actividad enzimática se presen - 
taba en muchas células y teljidos de mamíferos y que requería 
de pH ácido a diferencia de la pepsina. 

La CB recibió este nombre desde 1972 y se le ha reconocido tam - 
bien como: catepsina I1 (Fruton y colaboradores, 1941); catep 
sina B (Tallan y colaboradores, 1952); catepsina B' (Otto y 
Bhakdi, 1969) ; catepsina B (Barrett y Dingle, 1971). ( 3 2 )  

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

1 

Tallan en 1952; Greenbaum y Fruton en 1957, definieron a la CB 
como la enzima obtenida del bazo de bovino, con acción deamidan - 
te contra la amida benzoilarginina ( sustrato sintético para la 
tripsina 1, siempre y cuando se deerminase en presencia de cis- 
teina. 

Sin embargo, la revisidn de Otto en 1971, demuestra que más de 
una enzima es responsable de esta actividad. Primero se descu- 
brid que un factor concentrado extraido de la fracción de liso- 
somas obtenidos de hígado 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 ácido débil en presencia de 
mercaptoetanol. La cromatografía en columna de sephadex G-100 
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separó del extracto de lisosomas del hígado de rata, dos picos 
con actividad de CB ( ya que ambos hidrolizaron a la amida ben 
zoilarginina 1.  Las dos fracciones obtenidas tuvieron pesos mo - 
leculares de 52000 y 25000 respectivamente. La segunda result6 
ser el factor inactivante de las tres enzimas del metabolismo 
de carbohidratos: Se obtuvieron resultados semejantes cuando se 
utilizó como material al bazo de bovino y a la enzima del pri- 
mer pico se le llamó catepsina B "nueva" (más tarde como catep- 
sina B2); mientras que, la forma activa del segundo pico con pe - 
so molecular de 25000 se le denominó catepsina "B" ( más tarde 
como catepsina B1 1. (32) 

- 

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

Después de su purificación puede ser almacenada por meses a -20 
OC 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 1oca:Liza en la fracción lisosomal de mane - 
ra específica. 

La CB está compuesta de una cadena polipeptfdica sencilla, su 
composición en humanos es de 242 aminoácidos y es rica en glici - 
na. En su análisis no se detectó la presencia de hexosamina, lo 
cual significa probablemente que no es una glicoprotefna, a di- 
ferencia de otras enzimas lisosomales ya caracterizadas (16). 

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

Sustratac:La CB puede degradar sustratos naturales como la herno - 
globina, azo caselna y azo hemoglobina, proteoglicanos de carto 
lago, inmunoglobulina G y proteínas de la pared celular de bac- 
terias (50). 
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El sustrato sintético utilizado inicialmente para CB fue BZ- 
Arg-NH2, pero éste tambien es susceptible a la acción de car - 
boxipeptidasa B lisosomal C32). 

Sustratos artificiales fueron introducidos por Otto en 1971, 
como BZ-DL-Arg-4 -p i t roan i l ida  (BAA) y BZ-DL-Arg-2-naf tilamida 
(BANA). El primero es menas sensible como sustrato, pero ha 
sido utilizado porque dá directamente el producto colorido (la 
4-nitroanilina1, además puede ser extraido con solventes orgá- 
nicos o ensayada más sensiblemente por diazotacidn y acoplamien - 
to conttfast garnety por ejemplo (51). Del segundo sustrato de 
bajo peso molecular, se libera 2-naftilamina la cual puede tam- 
bien ser sensibilizada y detectada especlficamente por diazota - 
ci6n y acoplamiento con col.orantes. Sin embargo, en la actuali- 
dad se ha visto que puede tiidrolizar a serinoproteasas por lo 
que se considera menos específico. 
Se sabe que por algún tiempo las naftilaminas pueden dar un co- 
lor adecuado de la reaccibri con sales de diazonio, pero la reac - 
ción 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 reacción de acoplamiento. 

Smith y Van Frank en 1975, en la síntesis de sustratos artificia - 
les para hidrolasas de péptidos, han utilizado la 2-naftilamina 
y la 4-metoxi-beta-naftilaniina. Los compuestos metilados tienen 
una fluorescencia pronunciada leve y reaccionan más rápido con 
sales de diazonio para dar productos coloreados intensamente. 
Aunque las 4-metoxinaftilamidas pueden ser marginadas pues hi- 
drolizan menos rápidamente las enzimas que sus análogos de naf- 
tilamida, tienen otras ventajas ya que son atractivas en ensa- 
yos espectrofotométricos y para citoquímica en microscopia de 
luz y electrónica (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 básicos. El primero de estos sus - 
tratos fué BZ-Ala-Arg-Arg-2(4-metoxi)-naftilamida empleada 
por Smith y colaboradores desde 1 9 7 2 .  

Mc Donald y Ellis en 1 9 7 5 ,  recomendaban para ensayos fluoro 
métric3s el uso de BZ-Arg-Arg-2-naftilamida. La alta solubili 
dad en agua de los sustratos que contienen diargininas hace 
fácil la saturación de la enzima en los ensayos. Los sustra- 
tos diarginilados tambien han sido aplicados para la localiza 
ciÓn de CB en microscopfa electrónica. El pH Óptimo para su 
acción con sustratos artificiales es cercano a 6.0 (53,541. 

- 

- 

- 

Inhibición: Como tiolproteinasa la CB se inhibe en cantidades 
estequiométricas con agentes que bloquean grupos tiol. La inhi 
bición con mercurio y 4-cloromercuribenzoato son revercibles 
por exceso de reactivo tiol, mientras que la alquilación como 
se produce al añadir monoiodoacetato es irreversible. 

- 

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

La inhibición de CB humana, puede lograrse completamente con 
1qM de leupeptina, un inhibidor aislado de varias especies de 
actinomicetos (54 ,561 esta molécula posee un grupo aldehido, el 
cual reacciona covalentemente con el grupo esencial de la enzi- 
ma, para formar así un análogo estable "tiohemiacetal", el cual 
se postula como un intermedio tetraédrico de la catálisis. Ade- 
más este inhibidor se recomienda para experimentos fisiológicos 
daaBsu toxicidad baja ( 4 9 ) .  

La administración oral de leupeptina inhibe la tumorigenesis 
química en la piel de ratones. Inhibe la metástasis vascular de 
hepatoma hacia los pulmones de rata ( 5 6 ) .  

La CB ha sido estudiada en enfermedades como la distrofia muscu - 
lar ( 5 5 , 5 6 1 ;  inflamación reuinatoide ( 5 7 )  y enfisema ( 5 8 )  entre 
otras, pero principalmente en cánceres diversos y dado q u e  el 
proceso de metástasis de células tumorales requiere del movimien - 
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to de estas células a traves de matrices extracelulares que 
contienen colágena, glicoproteínas y proteoglicanos es posi- 
ble que la presencia de CB en la superficie de la membrana 
celular de estas células tumorales facilite la disolución lo - 
cal de la matriz extracelular y así emprendan sus movimien- 
tos hacia los sitios de producción de metástasis (21,59,60, 
61,62,63,64). 

Inhibidor de alfa-1-protei:nasa - o alfa-1-antitripsina. 
La actividad tripsínica del suero responsable en gran parte de 
la actividad proteolítica es controlada por algunas proteínas 
como la alfa-1-globulina y la alfa-2-macroglobulina así como 
una fracción de las beta globulinas. 

La alfa-1-antitripsina o I.A.P. es una glicoprotefna que migra 
en la electroforesis junto con la alfa-1-globulina; es respon- 
sable del 90 % de la actividad antitripsfnica 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 concentración sérica en humanos oscila entre 150 
y 300 mg/ 100 ml (66,67,68). Se sabe que posee una actividad 
antibiatica ligera como lo demostr6 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 
(71,721. Dicha capacidad ha sido demostrada en el calostro, en 
la leche materna durante los primeros días de la lactancia (73) 
y en la orina (74). 

- 

También se le ha atribuido como un factor potente en la regula 
ción de la coagulación y la fibrinolisis (75) además modula la 
actividad proteolítica en 1.0s tejidos y en muchas ocasiones 
forma complejos inactivos (76). 

S e  sabe que las alteraciones en la concentración de 1.A.P pue- 
den ocurrir en circunstancias numerosas (77). Dicha concentra- 
cián fluctú-n multitud de procesos por ejemplo: en los nive- 



2 1  

les plasmáticos se elevan durante el tercer trimestre del em 
barazo (68,781 y se inducen en las mujeres que reciben anti- 
conceptivos (79); durante la administración de esteroides ( 8 0 ) ;  

también aumentan en condiciones patológicas como en infecciones 
(73), en cirrosis alcohólica (68) , en algunas neoplasias (21,23, 
53,81,82,83,84).' 

- 

Existen variaciones cíclicas de su concentración en el moco cer 
vical de mujeres (80,851. La deficiencia de esta proteína se 
asocia a algunos padecimientos como enfisema pulmonar (69,70,86, 
87) en humanos: en el reproducido experimentalmente en animales 
de laboratorio (88); tavbién en cirrosis infantil ( 8 9 ) ;  en cirro 
sis hepática adulta ( 9 0 ) ;  en el pénfigo (91) ; en artritis reuma 
toide (92) y en algunos cánceres se ha reportado que se acompaña 
de esta deficiencia (29,93,94). 

- 

- 
- 

Ha sido posible probar en animales, un mecanismo del balance pro - 
teasa/antiproteasa, que modula la actividad espermática facili- 
tando su función fecundantlo al disminuir su Concentración ya que 
el uso de antiproteasas en el aparato genital, impide la fertili - 
zación (95). 

Se ha dicho  que el 1.A.P SI- sintetiza en el hígado (891, aunque 
otros sugieren que su origt3n sea las células cebadas las cuales 
forman parte constitutiva del tejido conjuntivo (96). 

Esta antiproteasa se ha cuantificado por métodos bioqulmicos co - 
mo electroforesic (65) e inmunodifusión radial (66,731 en huma- 
nos y su localización en cortes de tejido intactos (98) y en leu - 
cites polimorfonucleares ('72) se h a  encontrado por técnicas de 
inmunofluoreccencia. 

Alfa-2-macroglobulina. Es una glicoprotefna del plasma clue con- 
tiene de 8 a 11 % de carbohidratos, incluyendo ácido siálico. 

Su peso molecular es elevado y se le conoce como inhibidor de 
varias serinoproteasas. Su concentración total se puede detcrmi - 
nar por inmunodifusión rad-i.al y su actividad puede ensayarse 
por unión a tripsina (99, 1 0 0 ) .  



22 

La A MG se inactiva muy fácilmente por reacción directa con las 
proteinasas del plasma o por la manipulación física requerida 
en la purificación de proteínas, por lo que se recomienda utili - 
zar material siliconizado, así como tubos de ensayo que conten- 
gan anticoagulante. En su purificación es conveniente quitar 
la beta lipoprotelna y el fibrinógeno por precipitación. La pu- 
reza de las preparaciones de esta proteína ha sido probada inmu - 
nológicamente por difusión en gel o por inmunoelectroforesis de - 
sarrollada con un antisuero polivalente directo contra protefna 
del plasma (99). 

2 

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

Ha sido posible observar par microscopla electrónica que la 
A2MG se muestra unida a proteinasas dando con ello diferentes a - 
pariencias en su forma. Estas tienen composiciones similares de 
aminodcidos, pero sus puntos isoeléctricos se elevan; el conte- 
nido de ácido sidlico disminuye y la proporción manosa/galacto- 
sa aumenta. En electroforesis la A2MG 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 s e  sintetiza en el hlgado, pero otras células del cuer- 
po pueden sintetizarla, Tunstall Y James, proporcionan la evi- 
dencia de la síntesis de esta proteína por linfocitos humanos 
in vitro. La concentración normal en el plasma humano es de 2 
mg/ ml y existen algunas diferencias entre sexos y edades dife- 
rentes. Los incrementos ocurren en slndrome nefrótico ( 5 0 )  de- 
bido a la disminución del volumen del plasma con una pérdida se c 
lectiva de proteinas de peso molecular menor ( 9 9 ) .  La estabili- 
dad de l o s  niveles de A MG en pacientes con quemaduras graves 
resulta de la síntesis rápida de la proteína balanceada por  la 
pérdida rápida también del exudado. En el hombre en circunctan- 
cias normales aproximadamente el 1 0  % de la A2MG circulante se 

2 
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cataboliza diariamente. Existen grandes indicadores de que la 

A MG puede tambien contribuir a las defensas del cuerpo contra 
patógenos invasivos y parácitos los cuales a menudo penetran 
al cuerpo con ayuda de actividad proteolltica ( 9 9 ) .  Ha sido i- 

dentificada en tejidos malignos de humanos ( 8 2 ) .  

2 
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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 tenían 80  dlas de edad en vez de los 
cincuenta dfas requeridos, en el modelo de Huggins (101). 

Para los grupos experimentales usamos 70 animales para 
indilcción del cáncer mamario. 

la 

Empleamos 25 animales testigo, a los que se les administró 
un mililitro de aceite de ajonjoll. por una sola ocasión y co 
locado directamente en el estbmago. 

- 

Todos los animales tanto los testigo como los grupos experi 
mentales fueron puestos en jaulas previamente clasificadcs 
(sistema de horadación de orejas, tres dlas antes de que se 
sometieran al estudio, para observar cicatrizacibn y desin- 
fección adecuadas); alimentados con una dieta balanceada 
(Purina rodent5001 Laboratory Chow-Srand), agua ad libitum; 
fueron mantenidos en bioterio con una temperatura de 23 OC, 

humedad controlada, fotoperfodo de 12x12 horas luz-oscuri - 
dad. 

- 

- 

Cáncer Experimental. Utilizamos el método de Huggins (101) 
que consistió en la administración de 20 mg/ml de 7,12-Dime 
tilbenz (a) antraceno (DMBA) (Sigma Chemical), disuelto en a- 
ceite de ajonjolí por calentamiento a baño maría, en dosis 
única e instalada en el estómago con ayuda de una sonda 95s 
trica metálica de doce centlmetros de longitud. Las ratas 
fueron examinadas cada tercer dfa hasta palpar los tumores 
en las zonas mamarias. 

- 

A un grupo de 20 animales que hablan desarrollado neoplasia 
mamaria macroscópicamente visible, se les separb en jaulas 
individuales y se permititj el crecimiento tumoral, para ob- 
servar su progresi6n, invasividad y posibles metástasis. 
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El sacrificio de todas las ratas fue por exanguinación, previa 
anestesia leve con éter, extrayendo la sangre por punción di- 
recta de la aorta abdominal para las determinaciones bioqufmi- 
cas en suero. 

En todos los animales se practicó la autopsia y se obtuvieron 
fragmentos de los siguientes órganos: pulmón, hlgado, riñÓn,in - 
testino delgado, corazón bazo y esófago para estudio histolbgi - 
co y de la neoplasia cuando i5sta ya se habla 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 desarro116 neopla- 
sias al cumplir diez semanas después de la detección de los t! 
mores. 

- 

Estudios histolóaicos. Todos los cortes obtenidos durante las 
autopsias, tanto de los órganos como de los tumores experimenta - ' 

les fueron fijados 2 4  horas en formo1 al 10 % a pH 7.0 

Se procesaron con deshidratación en alcoholes e inclusión en pa - 
rafina. Se hicieron cortes en microtomo rotatorio a 4 micras 
de espesor y se realizaron tinciones de hematoxilina eosina, á- 
cido peryódico de Schiff y azul de toluidina Cicids. pitra células 
cebadas (102). Las observaciones se realizaron en un microsco- 
pio de luz marca Reichert con óptica planacromática. 

Ultraestructura. De los tumores experimentales se obtuvieron 
cortes pequeños de aproximadamente un milímetro cúbico, que fue - 
ron fijados en 100 91 de gluteraldehido al 2 % en amortiguador 
de cacodilatos 0.1 M a pH 7.0; a 4 OC durante seis horas. Des- 
pués fueron deshidratados en alcoholes e incluidos en araldita. 
Se obtuvieron cortes semifinos en un microtomo Reichert O W - 3 ,  

para coloración con azul de toluidina y localización de campos. 
Después se obtuvieron cortes finos (plateados) que se colocaron 
en rejillas de cobre y se tiñeron con la técnica de Reynolds.La 
observaci6n se llevó a cabo en un microscopio electrónico Zeiss 
EM-10. 
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Obtención de citosol. Se resecaron los tumores durante la autop 
sia y después de tomar los fragmentos para la histología, éstos 
se pesaron y se cortaron aún más para proceder a la hornogeneiza - 
ción. Esta se llevó a cabo por medio de un homogeneizador de vi - 
drio Potter-Enjelhem en diversos sistemas amortiguadores según 
la enzima que se iba a determinar. 

El hornogeneizado se centrifugó empleando el rotor Ti-75, en una 
ultracentrlfuga BIckman clase H, modelo L5-75 a 105000 g durante 
una hora, dos veces, utilizando el sobrenadante de la segunda pa - 
ra determinaciones enzimátic:as. 

DETERMINACION DE PROTEINASAS. Estas determinaciones se hicieron 
en el suero de los animales testigo y en el de los grupos experi - 
Rentales, as€ como en el citosol procedente del homogenado de 
las mamas de las ratas testl-go y en cada uno de los citosoles ob - 
tenidos de los homogenados de1 grupo de animales con cáncer. 

Serinoproteasas. Para la determinación de AP (EC 3.4.21.31) se 
utilizó el sustrato artificial CBZ-Gli-Gli-Arg-4-MeOgNA (Siqma 
Chemical), siguiendo la metodología de Huseby (47,481. Las de- 
terminaciones se realizaron por triplicado, 200 microlitros de 
la muestra en el sistema amortiguador fosfato monobásico de SO- 
dio/ fosfato dibdsico de sodio 40 mM a pH 7.0 y 500 micromolas 
del sustrato artificial en un volumen total de 2 ml. La incuba - 
cidn se llevó a cabo durante treinta minutos en un baño marfa a 
37 OC, con agitación constante. Se detuvo la reacción por la a - 
dición de 0.5 ml de ácido clorhídrico 1.0 N 

La fluorescencia del producto de la reacción de hidrólisis se mi - 
di6 contra el blanco, en un espectrofotofluorómetro Aminco Bow- 

man a 340 nm de excitación !( 425 nm de emisión. La curva modelo 
se hizo con p-toluénsulfonato de 4-metoxi-beta-naftilamina (Si2 
ma Chemical). Los valores se expresaron en nanomolas de sustra - 
tc hidrolizado por minuto y por miligramo de proteína . 
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Tiolproteinasas. Para la determinación de enzima semejante a 
catepsina B, se utilizó el sustrato artificial BANA (Sigma Che - 
mical) siguiendo la metodología de De Lumen y Tappel (103), la 
cual consiste en disolver 2C1 mg del sustrato en 0 . 3  ml de sul- 
fóxido de dimetilo y se añadió con agitación constante 10 ml de 
agua destilada y deionizada, calentada a 37 OC. Se adicionó 
cuidadosamente el sistema amortiguador (fosfato monobásico de PO - 
tasio/ fosfato dibásico de potasio 0.05 M a pH 7.0)hasta complg 
tar el volumen total a 20 ml.. Las concentraciones finales de 
los componentes fueron 2.3 nlM de BANA, 1.5% de sulfóxido de di - 
metilo y 0.05 M del sistema amortiguador. 

El compartimiento del espect,rofotofluor6metro Amir,co Bowman se 
calentó a 37 OC durante cinco minutos para cada determinación. 
Las muestras se trabajaron por triplicado. En el compartimiento 
se efectuó la mezcla de 25 niicrolitros de muestra con 100 micro- 
litros de 0.1 M de ditioeritxitol (Sigma Chemical) y hasta enton - 
ces se adicionó con agitaciCin constante 1 ml del sustrato previa - 
mente calentado a 37 OC; se tomaron lecturas hasta completar dos 
minutos. Se obtuvo la velocidad inicial por la gráfica, cuando 
se trazó una línea a través del cero y la tangente de la curva de 
reacción. 

El producto de la reaccidn se midió en un espectrofotofluorómetro 
Aminco Bowman a 345 nm de excitación y 405 nm de emisión. La cur - 
va modelo se hizo con una solución acuosa de beta-naftilamina (Sig - 
ma Chemical) (100 ng/ mi) almacenada a 4OC en frasco color ámbar. 

L o s  valores se expresaron eri nanomolas de sustrato hidrolizado por 
minuto y por miligramo de proteína . 

Catepsina B.- (EC 3.4.22.1) Para esta determinación se utilizó la 
metodología de Szego y Recklies (61,104,105), que consisti6 en em - 
plear como sistema amortiquaidor una mezcla, a una concentración 
40 mM de dcido cítrico/ fosf'ato dibásico de sodio, a pH 5.4 en pre - 
sencia de 20 mM de ditiotreitol (S a Chemical) y 0.17 milimolas 
del sustrato artificial CBZ-Ala-Ar rg-4-Me0 (3 NA (Sigma Chemical) 
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en un volumen total de 2 ml con dosciento microlitros de mues - 
tra. La incubación se llevó a cabo durant 1 treinta minutos a 
37 OC y con agitación constante. Se detuvo la reacción por la 
adición de 0.5 ml de ácido clorhídrico 1.10 N 

Se verific6 que no se requería clarificadi6n por centrifugación 
aún cuando se enturbiara la muestra. 

El producto de la reacción se midió contda el blanco, en un es- 
pectrofotofluorómetro Aminco Bowman a 2 9 2  nm de excitación y 

410 de emisión. Las muestras se trabajardn por triplicado. 

La curva modelo se hizo con p-toluénsulfbnato de 4-metoxi-beta 
naftilamina (Sigma Chemical) . 
Los valores se expresaron en nanomolas d$ sustrato hidrolizado 
por minuto y por miligrarno de proteín+ . 

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES. Se determinaron por refrac - 
tometrla en el suero de los animales testigo y en el de los grg 
pos experimentales, así como en el citosQ1 procedente del homo- 
genado de las mamas de las ratas testigo y en los citosoles de 
los homogenados de los grupos experimentoles. 

Utilizamos un refractómetro American Optiical, modelo SL-10400 y 

los valores se expresaron en miliqramos por mililitro de muestra 
(106). 

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SERICAS. Estas determinaciones 
s e  hicieron en el suero de los animales ltestigo y en el de los 
grupos experimentales. 

La separacián de proteÍnas séricas se rdalizó a través de un gel 
de agarosa (107). 

I 
I 

Preparación de las placas de agarosa: se disolvieron en baño ma- 
ría 250 mg de agarosa en 5Ci ml del sistema amortiguador barbital/ 
veronal (ácido 5,5-DietilbarbitGrico/ 5,S-Dietilbarbiturato de 
sodio, Beckman) a pH 8.6, de fuerza iónica 0.05  miliohmios, con 
una gota del indicador bromofenol al 2 %. Una vez que se disol- 



30 

vi6 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 durante diez a quince minutos y posterior - 
mente endurecieron cuando se colocaron en cámara húmeda a 5 OC 
durante una hora.’ 

Cuando las placas de agarosa fraguaron, se pudo aplicar cinco 
microlitros de cada muestra. Así aplicada, se procedió a poner 
en el marco que contenía seis placas con muestras sobre el so- 

porte de la cámara para electroforesis; se dejó pasar corrien - 
te a 4 0 0  voltios y 25 miliamperios durante setenta y cinco mi- 
nutos a 5 OC. 

Una vez que se termin6 el t.iempo necesario, se separaron los 
marcos cuidadosamentey se tiñeron con Ponceau a pH merlor de 10, 
para posteriormente decolorar en una solución de ácido acético 
al 5 %. 

Se estableció la curva densitométrica para el cSlculo de las pro - 
tefnas séricas, para lo cual empleamos un densitómetro Kipp-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 - 
tiproteolltica se midi6 coino capacidad inhibitoria de la tripsi- 
na con el método espectrofotométrico de Lieberman ( 8 7 1 ,  se deter - 
mind tanto en el suero de los animales testigo, como en el de los 
grupos experimentales así 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 preparó una solución acuosa de 15 mg de tripsina (Sigma Chemi - 
cal, 1000 U, de páncreas de bovino, enzima tipo 111) en 5 ml de 
agua destilada y deionizada,esta solución se diluyó 1:2 y poste- 
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riormente se llevó 1:4. En esta solución final se midió la con- 
centracidn de protelna absoluta de la tripsina en mg/ 100 ml, al 
determinarse su absorbencia a 280 nm en un espectrofotómetro UV- 
Vis 139 Hitachi Perkin-Elmer; la lectura se multiplicó por el 
factor 0.585 

Para obtener la lfnea recta en la gráfica de cada uno de los anL 
males en estudio, se necesitó hacer una serie de diluciones: por 
lo que se mezcló una cantidad constante de la soluci6n de tripsi - 
na (0.3 mi) con cantidades variables ( 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 1 
de una dilución 1:5 ya sea del suero o muestra de citosol cuando 
éstos se aforaron con un sistema amortiguador de fosfato monobá- 
sic0 de sodio/ fosfato dibásico de sodio 0.1 M a pH 7.0 a un vo - 
lumen final de 0.7 ml 

En una cubeta a 30 OC se coltoc6 la alícuota (0.2 ml) de mezcla 
suero-tripsina o bien citosol-tripsina y se añadieron rápidamen - 
te a 3 ml del sustrato artPficia1 BAEE 0.5 mM en el mismo cis - 
tema amortiguador mencionado anteriormente. Así, se leyeron ca - 
da una de las diluciones contra el blanco, en el espectrofot6me - 
tro a 253 nm, cada treinta :;egundos 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 
graficó contra la cantidad tie suero total adicionado. 

La porción de la llnea recta de la gráfica se extendi6 hasta la 
abscisa (volumen de suero) donde se calculó la tripsina que po- 

drfa 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 
cáncer, se determinó el Indice de actividad antiproteolítica, 
mo el cociente de la relaci15n 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, toao ello como NUMERADOR y como DENO- 
MINADOR la relación del valor  obtenidc para la concentración 
del inhibidor de alfa-1-proteinasa ( 1 . A . P . )  determinada por 
análisis electroforético del suero problema con el promedio 
de los valores I . A . P .  del grupo testigo multiplicado por cien. 
( 31,108). 

FORMULA : 

= INDICE Valor C , I , T ,  problema / 'jz C , X , T ,  testigo X 100 

Valor I.A.P, problema / 2 X,A,P ,  testigo X 1 0 0  

METODOS ESTADISTICOS. 

Todos los resultados se analizaron estadísticamente calculando 
promedios ( X ) ,  desviación est6ndas ( D.E. 1 y probabilidad 
(Prueba de "t") (109). 

En las figuras se expresó el error estándar. 

También se determinó el coeficiente de correlación y se ecta- 
bleció la probabilidad correspondiente (110) . 
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RESULTADOS. 
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Producción de cánceres de 1.a mama. Debemos señalar que la mor- 
talidad inmediata, posterior a la administración del DMBA fu6 
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 señalado por Hiiggins en su artícu- 
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 líneas mamarias ocho semanas después de la administración 
de la dosis de DMBA. Esto ocurrió sin embargo, en un nthero 
reducido de animales experimentales , pugs en la mayoría las 
neoplasias aparecieron después de la décima semana. Nosotros 
consideramos que esto se debió a que nuestros animales en expe - 
rimentación ya eran adultos cuando se les administró 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 
permitió continuar viviendo para observar el crecimiento de la 
tumoración, desarrollaron tumores muy grandes, que llegarol? a 
medir 4 . 5  cm de diámetro y en dos casos se observó ulceración 
de la piel y necrosis superficial de la tumoración. 

Necropsias. En los animales autopsiados untes de las ochc se- 
manas o aquéllos que macroccópicamente no tenían necplasia, no 
se comprobó ninguna alteración macrosc6pica en las mamas dise- 
cadas ni en los órganos internos del animal. En aquellos anima 
les que mostraron tumor palpable o macrosc6picamente visible, 
se pudo constatar la presencia de uno Q más tumores en las zo- 
nas mamarias de la parte superior del animal. En todos 10s ca - 
cos los tumores estaban bien delimitados, vascularizados por 
las arterias mamarias, ligeramente adheridos al mtkculo cutá- 
neo pero nunca infiltrando los  teji.. 

- 
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dos subyacentes ni periféricos. En los tumores de mayor tamaño 
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 grisáceo y eran multilobulados. 
En los tumores de mayor tamaño se observaron áreas extensas de 
hemorragia y de necrosis. En ninguno de los exámenes macrosc6- 
picos de todos los Órganos de la rata con tumor mamario se re- 
ve16 alteraciones de importancia ni se mostraron siembras meta? 
tásicas. 

Estudios histológicos. En los cortes de hematoxilina y eosina 
de las tumoraciones se pudo observar que estaban constituidas 
por tejido neoplásico 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 neoplásicas eran de tipo 
cuboideo con núcleo único y nucleolos aparentes. En donde se 
formaban estructuras de tipo glandular se pudo observar con fre - 
cuencia la presencia de secreción proteinasa en su luz. Existía 
anaplasia moderada y actividad mitósica muy abundante con algu- 
nas figuras de mitosis anormales. En las bandas de tejido cone2 
tivo que rodeaban a las masas tumorales, se observó infiltrado 
inflamatorio abundante constituido por células linfoides, célu- 
las plasmáticas, eosinófilos y polimorfonucleares numerosos. En 
los bordes de la neoplasia no se pudo observar invasi6n al ec- 
troma, más que en casos avanzados en los cuales existfa infiltra 
ci6n de la neoplasia al tejido muscular subyacente (músculo CU- 
táneo) y al tejido conectivo y adiposo periférico. Cabe señalar 
que esta invasión no rebasaba 1.0 milímetro de espesor y no des - 
trufa las fibras musculares adyacentes. Con este estudio se pudo 
constatar que se trataba de adenocarcinoma de tipo ductal bien 
diferenciado, poco infiltrante y sin invasión vascular sangulnea 
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ni linfática. En las tinciones de ácido peryddico de Schiff (PAS) 

se observó cantidad abundante de material PAS positivo, sensible 
a diastasa, por lo que deducimos que se trataba de glucógeno in- 
tracitoplasmático. Con las tinciones de azul de toluidina ácida 
para metacromasia se observaron células cebadas abundantes tanto 
en las bandas del estroma conectivo como entre las propias célu- 
las neoplásicas de adenocarcinoma. La distribución de estas célu - 
las era muy peculiar pués pareclan estar alineadas y adosadas a 
los limites entre neoplasia y tejido conectivo. 

Ultraestructura. En los estudios de cortes finos al microscopio 
electrónico, se pudo constatar que el cáncer experimental estuvo 
contituido por células de tipo epitelial , que mostró en ocasio- 
nes desmosomas abundantes y que formaban canalfculos o conductos 
con microvellosidades discretas hacia la luz. El citoplasma de 
la célula presentaba retículo endoplásmico 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 célU - 
las en proceso de lisis, as€ como autofagosomas abundantes. Tam- 
bien se observaron, en campos de zonas sin necrosis, polimorfonu - 
cleares numerosos, adosados a células neoplásicas viables, con 
pseudópodos pegados a la membrana de las células cancerosas, con 
polarización de sus gránulos lisosomales hacia los pseudópodos 
que adosaban a estas células. La ultraestructura revel6 la dife - 
renciación buena de esta neoplasia a pesar de las alteraciones 
ultraestructurales discretas de las mitocondrias y retlculo endo 
plbsmico. Nos llamó la atención la frecuencia de adosamientos de 
células fagocíticas a las células neoplásicas y tambien la abun- 
dancia de c6lulas cebadas. 

Es de interés señalar que en cortes numerosos no fué posible ob - 
servar áreas de lisis de la colágena en las zonas de contacto de 
las células neoplásicas con el estroma circundante, como ha sido 
descrito en otras neoplasiac invasoras y altamente malignas. 
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DETERMINACION DE PROTEINASAS - .Aunque la determinaci6n de las 
proteinasas en el suero se hizo periódicamente en grupos de 
cinco animales y tres testigo, con el objeto de constatar si 
en algún momento del proceso se producfa algtn cambio, al re - 
colectar los datos se vi6 que, en el tiempo que dur6 la obser - 
vación de los animales no hubieron variaciones significativzs 
ni progresivas, por ell.c, se decidió finalmente para recopi- 
lar los resultados expresarlos como promedios y desviaciones 
estándares, concentrarlos en tablas y hacer s6l0 tres grupos 
que son: grupo testigo, grupo de animales tratados con DMBA 
pero que todavía no habían desarrollado cáncer y grupo de ani - 
males tratados con DMBA que ya hablan desarrollado cáncer. 

Los resultados de proteinasas en sueru de estas  ratas se en- 
cuentran resumidos en la tabla 1. 

Serinoproteasas. Estas enzi.mas se determinaron por el método 
de Huseby y Smith ( 47,48 ) utilizamos el sustrato CBZ-Gli-Gli- 
Arg-4-MeO(SNA, según los autores es el péptido artificial para 
cuantificar AP (EC 3.4.21.31) . 
Se pueden ver en la tabla I. y en la figura 1, que se obtuvo 
un valor de 3.12 nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/mg 
de protefna, con una desvia.ción estdndar de 0.41 para el gru- 
po testigo; en el grupo tratado con DMBA sin cáncer el valor 
fui5 3.85, con una desviacidln estdndar de 0 . 4 6  y en el grupo 
tratado con DMBA con cáncer de la mama el valor fue 4.85 
con una desviacibn estdndar de 1.09 . L o s  estudios estadís- 
ticos mostraron diferencias significativas entre grupos 
( p  40.001). 

\ Tiolproteinasas.En los  métodos utilizados hace años, se emplea c 
ba fundamentalmente el sustrato BANA, por la metodología de De 
Lumen y Tappel (1031, pero en estas fechas se ha demostrado que 
dicho sustrato puede ser hidrolizado por serinoproteacas; por 
lo que decidimos utilizarlo, señalándose como "enzima semejante 
a catepsina B" ( 111,112 1 .  
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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 desviación estándar de 0.57; 
el grupo de DMBA sin cáncer obtuvo 4.80, con una desviación es - 
tándar de 0 . 8 3  y el grupo DFEA con cáncer mamario tuvo un valor 
de 5.59, con una desviación estándar de 1.29  de nanomolas de 
sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de protelna. L o s  estudios esta I 
dlsticos mostraron diferenci-as significativas entre: Testigo vs 
DMBA sin cáncer ( p(O.001);: DMBA sin cáncer vs DMBA con cáncer 
( pC0.025) y Testigo vs DMBA con cáncer ( p<0.001). 

Para el caso de la determinación de CB (EC 3.4 .22 .1)  por la me- 
todología de Szego y Recklies (61,104,105) utilizamos el sus- 
trato C B Z - A l a - A r g - A r g - 4 - M e O @ N A ,  que es uno de los péptidos ar- 
tificiales más especrfico para esta tiolproteinasa. 

Podemos ver en la tabla 1 y la figura 3, el valor del grupo tes - 
tigo fue de 3 . 9 4  nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/ mg 
de protelna, con una desviación estándar de 0.68;  el grupo DNBA 

sin cáncer obtuvo un valor de 4.42 ,  con una desviación estándar 
de 0.51 y el grupo DMBA con cáncer de la mama obtuvo un valor 
de 5.27,  con una desviación estándar de 1 . 1 9 .  Los estudios es- 
tadlsticos mostraron diferencias significativas entre grupos: 
Testigo vs DMBA sin cáncer ( p(0.005), DMBA sin cáncer vs DMBA 

con cáncer ( ~(0.003) y Testigo vs DMBA con cáncer ( p < O . o 0 1 ) .  

PROTEINASAS EN CITOSOL. Tuvimos mucha dificultad para obtener te - 
jido mamario y separacián de citosoles de 10s homogenados de las 
ratas sin tumor; dado que éstas aunque adultas, no habían amaman - 
tad0 a su prole , si se hubiera realizado esta acción, el tejido 
glandular mamario probablemente se habría desarrollado y de esta 
manera hubiéramos obtenido la cantidad suficiente de cada ejem- 
plar. Por lo que decidimos reunir en una poza común, los fragmen - 
t o s  obtenidos de diez ratas y a s í  hacer las determinaciones enz' 
mdticas como testigo. Esta muestra se trabajó por duplicado y co - 
rresponde a ratas no tratadas con DMBA. 
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Seringproteasas. Utilizamos nuevamente el sustrato especifico 
para cuantificar AP (EC 3 . 4 . 2 1 . 3 1 )  C B Z - G l i - G l i - A r g - 4 - Y e O ( ? r N A  

del método de Huseby y Smith (47,481. 

Podemos ver en la tabla 2, e1 valor obtenido de 0 . 6 4 2  nanomo - 
las de sustrato hidrolizado,' minuto/ mg de proteína para nuez 
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 desviación estdndar de 0.098 

Tiolproteinasas. Utilizamos el sustrato BANA para la determina - 
ción de la "enzima Semejante a catepsina B", según la metodolo - 
gfa de De LUmen 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 protelna para nuestro tes - 
tigo en citosol; concentración 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 proteína, con una desviación es'tándar de 3.37 

En la determinación de CB (EC 3.4.22.1) por la metodología de 
Szego y Recklies (61,104,105) utilizamos nuevamente el sustra - 
to C B Z - A l a - A r g - A r g - 4 - M e O P N A ,  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 
concentración por las condiciones del método empleado en la de 
terminacián de CB en el citocol 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 
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hidrolizado/ minuto/ mg de proteína, con una desviación están- 
dar de 2.3 

Protefnas Séricas. Los resultados obtenidos por el análisis e- 
lectroforético en gel de agarosa, se encuentrar, resumidos en la 
tabla 4. 

Albúmina.- Para el grupo testigo obtuvimos un valor de 3 3 2 6  mg 
% de suero, con una desviación estándar de 440; para el grupo 
DMBA sin cáncer se tuvo un valor de 3455,  con una desviación es - 
tándar de 1 3 8  y el grupo DMBA con cáncer tuvo un valor de 3554,  

con una desviación estándar de 599.  No hubieron diferencias 
significativas entre grupos, por estudios estadísticos. 

Inhibidor de alfa-l-proteinasa. Para el grupo testigo obtuvimos 
un valor de 3 0 2  mg % de suero, con una desviación estándar de 
86; para el grupo DMBA sin cáncer tuvo un valor de 256,  con una 
desviación estándar de 40 y para el grupo DMBA con cáncer obtu- 
vimos un valor de 240, con una desviación estándar de 36.  Como 
podemos observar en las tablas 4, 5 y en la figura 4, los estu- 
dios estadísticos nos dieron las siguientes diferencias: 

Testigo vs DMBA sin cáncer ( p(O.O15) ,  DMBA sin cán- 
cer vs DMBA con cáncer ( p >  0.300), Testigo vs DMBA con cáncer 
( p <  0 . 0 2 5 ) .  

Alfa-2-macroglobulina. Para e1 grupo testigo obtuvimos un valor 
de 3 5 6  mg % de suero, con una desviación estándar de 93;  para 
el grupo DMBA sin cáncer tuvo un valor de 337,  con una desvia- 
ción estándar de 74 y el grupo DMBA con cáncer obtuvo un valor 
de 3 3 0  con una desviación estándar de 54.  No hubieron diferen- 
cias significativas entre grupos al realizar los estudios esta - 
dlsticos. 

Beta. Para el grupo testigo obtuvimos un valor de 879 mg 3 de 
suero, con una desviación estándar de 220; para el grupo DMBA 
sin cáncer obtuvimos un valor d,e 725, con una desviación están - 
dar de 57 y para el grupo D1113A con cáncer se obtuvo un valor de 
1268, con una desviación estdndar de 119. Los estudios estadís - 
ticos nos dieron las diferencias significativas siguientes: 
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e n t r e  grupos t e s t i g o  v s  DMBA s i n  cáncer ;  DMBA s i n  cáncer  v s  
DMBA con cáncer  y t e s t i g o  v,s DMBA con cáncer  (p  4 O .  001) . 
Gamma. Para e l  grupo t e s t i g o  obtuvimos un i a l o r  de  862 mg % 

de sue ro ,  con una desviaciOn e s t á n d a r  de 280;  p a r a  e l  grupo 
DMBA s i n  cáncer  obtuvimos un v a l o r  de 917 ,  con una desv iac ión  
e s t á n d a r  de 9 0  y , p a r a  e l  grupo DMBA con cáncer  se tuvo un va- 
l o r  de 1356,  con una desv iac ión  e s t á n d a r  de 255 .  L o s  e s t u d i o s  
e s t a d í s t i c o s  nos d i e ron  l a s  s i g u i e n t e s  d i f e r e n c i a s  pa ra :  tes- 
t i g o  vs DMRA s i n  cáncer ( p )  0.40G 1 ,  DMBA s i n  cáncer  vc DMBA 

con cáncer ( p 4 0 . 0 0 1  ) y t e s t i g o  v s  DMBA con cáncer  (p < 0 . 0 0 1 ~ .  

Capacidad I n h i b i t o r i a  de T r i p s i n a .  C.1.T. La determinamos por  
e l  m6todo de Lieberman ( 87 ) ,  l o s  r e s u l t a d o s  se encuentran re - 
sumidos en  l a  t a b l a  5 ,  corresponden a l  promedio de los  v a l o r e s  
ob ten idos  en  s u e r o ,  puesto que en  l a s  condic iones  usadas no f u e  
p o s i b l e  c u a n t i f i c a r l a  en ICs c i t o s o l e s  de  homogenadoc t a n t o  de 

l a  muestra  t e s t i g o  como de los p roven ien te s  de tumores mamarios 
de las  r a t a s .  

As1 observamos que pa ra  e l  grupo t e s t i g o  se obtuvo un v a l o r  de 

C . I . T .  e n  sue ro  de 1 .1253  nig de t r i p i n a  i n h i b i d a /  m l ,  con una 
decviacit in e s t á n u a r  de 0,38; para  e l  g r q o  DMBA s i n  cáncer  un 
v a l o r  de 0.930, con una desv iac ión  e s t á n d a r  de 0 . 1 4  . Los e s t u  - 
d i o s  e s t a d f s t i c o s  muestran que e n t r e  grupos tenemos: t e s t i g o  
vs  DMaA s i n  cáncer ( p(0.010 ) ,  DMBA s i n  cáncer  VP DMBA con 
cáncer  [ p 3 0.300 ) y p a r a  t e s t i g o  v s  DEBA con cáncer ( p >  0.5) 
s6l0 hubo diferencia  s i g n i f i c a t i v a  e n t r e  los  grupos t e s t i g o  y 
DMBA s i n  cdncer .  (F igura  5 ) .  

Ind ice-  de  a c t i v i d a d  a n t i p r o t e o l í t i c a .  Aún cuando l a  concentra-  
c i d n  de l  i n h i b i d o r  de a l f a -1 -p ro te inasa  ( I . A . P . )  p r e s e n t a  una 
tendencia  a l a  disminuci6n e n  l o s  sue ros  de los grupos expe r i -  
menta les ,  decidimos i n v e s t i g a r  si1 a c t i v i d a d  a n t i p r o t e o l í t i c a  a 
t r a v é s  de l  I n d i c e  segtín l a  fórmula seña lada  e n  Mate r i a l  y Métg 
dos (pág. 32). 
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El cálculo de este Indice realizó únicamente entre los gru- 
pos testigo y DMBA con cáncer. 

Podemos observar estos resultados en la tabla 6, en donde para 
el grupo testigo obtuvimos un Indice de 1.1345 con una desvia - 
ción estándar de 0.145 y para el grupo DMBA con cáncer obtuvi- 
mos un valor de.l.lOO, con una desviación estándar de 0.123 en 
los sueros de las ratas tratadas con DMBA. L o s  estudios no mos - 
traron diferencias estadlsticamente significativas, 

Hubo correlación positiva entre las concentraciones de serino- 
proteasas en ratas uue desarrollaron tumores mamarios por efec - 
to de la administración de:L DMBA, comparamos los valores obte- 
nidos en cada uno de los c:itosoles de tumores contra los obte- 
nidos como concentraciones séricas de esas mismas ratas. El 
coeficiente de correlación fué de 0.95 ( p<O.OOl ).(Figura 6). 

Con respecto a las tiolproteinasas diremos que, no hubo corre- 
lacidn entre las concentraciones de la enzima semejante a ia 
catepsina B de los citosoles provenientes de los homogenados 
de tumores mamarios de rata y las obtenidas de los suer5s de 
esas mismas ratas. 

Se tuvo una correlación positiva en las concentraciones de CB, 
al comparar las obtenidas en cada uno de los citosoles de homo - 
genados de tumor contra lais concentraciones sericas cuantifica - 
das para esa tiolproteinasa en esas mismas ratas. El coeficier! - 
te de correlación fué de 0.95 ( p ¿0.001 1 ,  (Figura 71. 

Existe correlación positiva entre las concentraciones del inhi - 
bidor de alfa-1-proteinasa determinadas por análisis electrofo - 
rético contra la Capacidad Inhibitoria de Tripsina cuantifica- 
da por el método de Lieberinan, en los sueros de las ratas que 
desarrollaron neoplasias mamarias. El coeficiente de correla- 
ción fue de 0.80 ( ~ 4 0 . 0 1 0  ) .  (Figura 8). 
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- 
nógeno . 

TABLA 1 

TIOLPROTEINASAS 
Enzima semejante Catepsina 

B a catepsina B.  

Valores promedio ( x ) y desviaciones estdndar ( D.E. ) de Acti - 
vador de Plasminógeno, enzima semejante a catepsina B y la ca- 
tepsina B (en nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de 
proteínas) en sueros de rata: Testigo, DMBA sin cáncer y DMBA 
con cáncer. 
La significancia se expresó en valores de p, en la parte infe- 
rior de la tabla. 

, 

TESTIGO 

DMBA sin 
cáncer. 
DMBA sin 
cáncer. 

DMBA con 
cáncer. 

vs p<O.OOl p(O.001 r, 4 0 . 0 0 5  

vs p <0.001 ~ ( 0 . 0 2 5  p <  0 . G 0 3  

TESTIGO vs p (0.001 p < 0.001 p 4  0.001 
DMBA con 

TESTIGO n 25 - 
X 3.12 

D.E.+ 0.41 

25 
4.02 
0.57 

25 

3.94 
0.68 

DMBA n 35 
sin cáncer. - 

3.85 
D.E.+ - 0.46 

35 
4.80 
0.83 

35 
4.42 
0.51 

DMBA n 11 
con cáncer - 4.85 

D.E.+  1.09 

11 
5.59 
1.29 

11 
5.27 
1.19 
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NIVELES SERICOS DE SERINOPROTEASAS. 

SUSTRATO: CBZ-Gl i-Gli-Arg-4-MeOg NA. 
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SUSTRATO: CBZ-Ala-Arg-Arg-4-Me0 NA. 
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TABLA 2 

Valor promedio ( X ) y desviación estbndar ( D.E.) de Serino 
proteasas: activador de plasminageno ( en nanomolas de sus t ra  - 
to hidrolizado / minuto/ mg de proteína )de citosoles prove- 
nientes de homogenados de tumores mamarios en ratas inducidas 
con DMBA. 

El valor para testigo es d.uplicado del citosol obtenido de un 
homogenado de tejido mamario proveniente de diez ratas trata- 
das únicamente con la adninistración gástríca de aceite de a- 
jonjoli. 

I TE:STI GO I DMBA 
con cáncer. 

n = 11 1 
C B  Z - G1 i- G1 i - Arg- 
4-Me0 19 NA. 

O. 642 
- 
x = 0.748 

D.E. =+ 0.098 - 
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TABLA 3 

Valores promedio ' (  Y ) y desviaciones estdndar ( D.E. 1 de tiol - 
proteinasas: enzima semejante a catepsina B y la catepsina B 
( en nanomolas de sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de proteína 
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 mamario proveniente de diez ratas trata- 
das Gnicamente con la administracian gástrica de aceite de a- 
j on j o1 i. 

TIOLPROTEINASAS. SUSTRATO: TESTIGO DMBA 
con cáncer. I 

Enzima semejante 
a catepsina B. 

I catepsina B. CBZ--_ 

BANA. 

n = 11 

4.08  = 25.98  

D.E. =+ 3.37 - 

1 a-A.rg-,rg- n = 11 
4-Me0 (b NA.. 

0.000 x' = 22.40  

D.E. =+ 2.3 - 
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INHIBIDOR DE ALFA-PROTEINASA SERICA. (I .A.P.) 

ANAiISIS ELECTROFORETICO EN GEL DE AGAROSA. 
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TABLA 5 

r- c. I .Ir. I . A . P .  

T E S T I G O  n 25 25 
Tt 1 . 1 2 5 3  3 0 2  

D . E .  + 0.38  86 - 
DMBA 
s i n  cáncer. n 35 35  

3T O .  9 3 0  256 
D . E .  + 0.19 40 - 

DMBA 
con cáncer n 

D . E .  + 
- 
X 

- 

11 
O .  9 8 9 0  
0 .14  

11 
240 

36 

S I G N I F I C A N C I A .  

T E S T I G O  

DMBA s i n  
cáncer. 
DMBA s i n  
cáncer. 

DMBA con 
cáncer. 
T E S T I G O  

DMBA con 
cáncer. 

vs p ( O . O i 0  ~ ( 0 . 0 1 5  

p;, 0 . 3 0 0  p ) 0 . 3 0 0  vs 

vs p )  0 . 5 0 0  ~ ( 0 . 0 2 5  
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TABLA 6 

Valores promedio (E) y desviaciones es tándar  ( D . E . )  de C . I . T .  
( m g  de t r i p s i n a  inhibida/ml de suero ) , I . A . P .  ( m g  % de sue - 
r o  ) e Indice  de ac t iv idad  a n t i p r o t e o l l t i c a  C . I . T . / I . A . P .  
( L a  s i g n i f i c a n c i a  se exprestj e n  va lo res  de p e n  l a  p a r t e  i n f e  - 
r i o r  de l a  t a b l a ) :  

de ac t iv idad  an 
s é r i c o .  t i p r o t e o l f t i c a .  d e l  suero .  

n 

D.E.  + 
- TESTIGO 
X 

- 
25 
1.1253 
O. 3i30 

25 
302 
86 

25 
1.1345 
0 . 1 4 5  

DMBA 
con cáncer. n 11 11 11 

O. 9:390 240 1.100 
D.E. + o. 14 36 O. 123 

- 
X 

- 

S I G N I F I C A N C I A .  

T 1 
TEST I GO 

vs 
DMBA con 
cáncer. 

p > 0 . 5 0 0  p < 0.025 p >  0.500 
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DISCUSION. 
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Cancer Experimental, En la publicación original de Ruggins 
Y -  _ .  . _ . - _ .  . . - - -  . % . <  

C l O i ) ,  se señala que la administracidn de una sola dosis de 
DMBA es suficiente para causar cánceres de la mama en un 100 
% de los animales, en tanto se les administre a los 50 dfas 
de nacidos y s e  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 indic6 que estos cánceres 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 decima semana de administrada la sustancia can- 
cerígena; la diferencia probablemente estriba en la edad de 
las camadas, ya que fue de ochenta dfas, as€ al no proporcio 
nar la dosis de DMBA de manera indicada se evitb que el co- 
carcin6geno enddgeno actuara por lo que result6 en un cáncer 
menos agresivo lo que nos permiti6 estudiar un tumor maliqno 
en fase preinvasora y no nietastatizante. 

También en la literatura respectiva se señala que es frecuen 
te que existan varios focas de cáncer mamario que afectan dos 
o tres de las mamas del animal en experimentaci6n, pero e n  es 
ta serie apareció por lo regular una sola neoplasia y en las 
mamas superiores. En el grupo de animales a los que se les 
permitió continuar viviendo para observar el crecimiento del 
tumor, se pudo constatar que el crecimiento Eué rdpido y al- 
canzd proporciones que dificultaban los movimientos del ani -  
mal. A pesar de ello, no se observó infiltraci6n directa de 
los tejidos de la caja tcrácica ni aparecieron metástasis vi- 
sible en ninguna parte de la r a t a .  También fue natabie qUet 
a pesar de los problemas que el animal presentaba par3 rnQver 
se o inclusive a veces para obtener su alimento, na huh0 h*E 
glin estado de deterioro físico, de desnutrici6n o de infec- 
ci6n en estos animales. 

- 

- 
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Estudios analnmpa tológiws. Las autopsias de los animales experimenta - 
les revelaron tanto macroscúpica cam microLs5picamente que la  neopla- 
sia no invadía, n i  hacia metástasis, a excepci6n de áreas pqueñas de 
infiltración hacia músculo cutáneo y tejidos conectivo y adiposo peri- 
férico en los t m r e s  de mayor emlución que no rebasaron l m de dis- 
tancia del borde neoplfisioo. E l  ammen microsc6pico exhaustivo de los 
Órganos donde frecuentemente se encuentran me-tbstasis, ya sean hemt6- 

genas o linfáticas, c a m  p u i m m ~ s ,  hígado, riñón, bazos y ganglios l i n  - 
fdticoc tampooo revel6 l a  premcia de células neopldsicas . Aunque e- 
xistan descripciones de esta neoplasia experimental (101, 113) ellas co - 
inci6en en señalar que se trata de una neoplasia maligna del tipo simi- 
l a r  a la  que se observa en e l  a&xmcarcincana manaario humano; no se en- 
contraron estudios histológicos detallados para confirmar su grado de 

diferenciación, anaplasia y potencial invasor. Se sabe que es UM neo- 

plasia hormonodependiente am a m r e  en muchos c&iceres mamarios hum - 
nos, y que después de la  astración quirGrgica del animal, es posible 
gue la myor parte de estas neoplasias involucionen y desaparezcan total I 
mente, pero ninguna de las descripciones que se Consultaron menciona si 
las neoplasias desarrol.ladas, evolucionan de manera esponffiea v que sean 
capaces de invadir y dar metástasis. (113, i i 4 ) .  

Nuestras observaciones confirman que se trata de un adenocarcinoma bien 

diferenciado, que re& tcdas las características histológicas y cito16 
gicas pra  llamarlo neoplasia maligna: l a  presencia de anaplasia modera - 
da, actividad mi6sica abundank y mitosis anormales, la desorgmización 
de la estructura t isular y el c c n p r t a n i e n t o  de crecimiento exponencial 
rápido. 

Estudios ultraestructurales. Eh la literatura no se encontraron estudios 
almicrosccipio electrónica, y en relación con e l  tumor de 

se encontraron estudios previos. Con esta metodologla se puede confirmar 
la diferenciación de este t m r  con abundantes derno..;aanas y una 

Huqginc no 
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estructura  celular bien preservada, se confirma la naturaleza maligna y l a  

m n n a l i d a ü  en algunas mitomndriis.  

por todos estos datos es posible concluir con seguridaa que las neoplasias 
minnarias inducidas por el DMBA en las ratas, correcponden a adenocarcinoma 
bien diferenciado. 

O t r o  hallazgo de importancia par t icu lar  y que no se ha encontrado referido 

en la  literatura, es la  presencia de células cebadas abundantes en e l  estro 

ma que rodean y se adosan directaniente a los  bordes de las rriamas de cé lu las  
neapldsicas. Parecería que estas c6lula.s cebadas se disponer en una l fnea de - 
fensiva o una barrera especial que detiene e l  crecimiento o la in f i l t r ac idn  

l a s  células cebadas contienen en 
sus gr&ulos sustancias nurerosas, en t r e  las cuales se encuentran la hepari-  

M y la  alfa- l -ant i t r ipsina,  las  que pxbablemente forman camplejos con p- 

teasas neutras intracelulares  (96). En estudios recientes  se ha podido de- 
terminar que l a  heparina, en acción sinérgica con algunos esteroides es ca- 
paz de inhibir l a  neoformación de vasos inducida por l a  secreci6n del fac tor  

angi6geno qye se produoe en las neoplasias malignas (115, 116). cam0 se sa- 
be, la  secreción de este factor angióqeno es de lo que depende en un m38oen- 

to dado el crecimiento exponencia1 de una neoplasia maligna y lo que facili- 

ta tambien el acceso de las células  neoplásicas a l  torrente  circulatorio pa- 
ra pmdvcir metástasis (116). Podría suponerse que en este modelo experirrien 

t a l  las células  cebadas en abundancia a l  desgranularse, secretarían cantida- 
des grandes de heparina, ésta podriía achnbinarse con esteroides end6genos pre - 
centes en la  neoplasia rraligna por ser esta Gltima hormnodependiente, y así 
inhibir a l  factor angiógeno y l i m i i - a r  e l  proceso de in f i l t r ac ión  de células  
neopláCicas. Por otra parte, si se considera que en estas células  se han en - 
contrado cantidades importantes del inhibidor proteolf t ico natural ,  es líci- 
to  suponer que duran& el proceso cie desgranulaci6n este inhibidor se libera 
de su arnplejo pro&asa-ant iproteia  y pueda actuar independientemente para 
frenar la  acción de las enzimas proteolíticas producidas por el  cáncer y, a d  
impedir la invas iá i  del es-. 

- 

de las células  cancerosas. Recor&ms que 

- 
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Enzimas proteol€ticas. La Selecci-Ein de los dos tipos de enzimas estudiadas 
en esta investigacien se basó en l a  literatura tan nurerosa existe a l  
respectr, am relación a l  cáncer (1,8,13,14,21,30,36,45,59,60,61,62,64,105, 
112,120). U s  activadores delpliismin+no se han implicado en mchos aspec - 
tos del ccmportmniento maligno, y existe una cantidad considerable de mate- 
rial experimental vitro que apoya l a  conexi&1 entre la presencia de es- 
tas enzims y algunos aspectos de ia transformación maliqna ( 3,117,118 ) . 
Se sabe también que los praniotorec t w r a l e s  cam los forbles ,  inducen la  
formación de activadores del plaLmin6geno o serinoproteasas ( 119 1. Por 

otra parte, se ha deniostrado que las catepsinas se encuentran en l a  mayor 
de los tumores estudiados tanto i n  vivo ccm in  vitro, asf axno en 

el  suero y el  líquido vaginal de personas con cánceres in ic ia les  y avanza- 
dos ( 21, 60 ) .  Poole, Pietras y Benítez, han reportado la  elevación de 

la actividad de l a  catepsina B que parece caracterizar el crecimiento ma- 
ligno y se sabe que hay correlación directa entre los niveles séricos de 
la CB y la progresión y el crecimiento de la neoplasia ( 14, 16,  20, 21, 
120 1. 

I;os m&odos usados para la  determinación de estos dos grupos de enzirrras 
han sido variadas, su especificid3d depende fundamentalmente de los sus- 
tratos empleados. Es por eso que en este casol seleccionamos sustratos 

que, segGn l a  literatura respectiwa, tienen un vado alto de especifici- 
dad. 
Gli-Gli-Arg-4-MeO4NA, dada que H i ~ s e b y  y colaboradores 
señalado que es un oligopéptido s:intético con alta especificidad para Ap, 

Este método es reproducible acUi dentro de una variedad de concentraciones 
de esta enzima y es nbs preciso qie la técnica de lisis o del ccágulo. 

Para los activadores del pLssminijClen0 se escogió el  sustrato CBZ- 
( 47, 48 ) han 

Respecto a la detenninación de tiolproteinasas, existen ciertas discucio 
nes acerca de la especificidad de los sustratos. 

- 

De Lurwn y Tappel (103) Fublicarori su &todo para determinación de enzima 

semejante a catepsina 13, usanüo am sustrato RANP, este OligapéFtido es 
uno de los más antiguos y actualmente sabemos que es de especificidad k- 
ja ya que ta&ién puede cer hidroi.izado por cerinopmteasas, aunque ellos 
añaden para esta detenninaci6n dit ioeritr i tol  CCIK, donador de WS sul- 
hidrilos, smith y Poole ( 48, 60 ) han propuesto un sustrato que pz 
d ie ra  ser m á s  ecpec l f ico  para la  catepsina B rec ien te  
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y que corresponde a CBZ-Ala-Arg-Ary-4-MeOQNA, añadiendo ditiotreitol co - 
m donador de grupos su l fh id r i lo ,  es por eso que utilizamos los dos méto- 

dos para la determinación de t iolproteinacas.  

i ~ s  resultados indican que los &todos son canparables y que en este es tu  - 
dio ambas enzimas, tanto las serinoproteasas CCB[Y, las t iolproteinasas  au- 
mntziron en el suero durante e l  proceso de carcinog6nesis mamaria en la  
rata, sin embarga, su incremento no fué mayor de tres n a n m l a s  de sustra - 
to hidrolizado/minuto/ mg de proteína con re spec^ al  grupo testigo. Esto 
puede deberse a los factores siguientes: que e l  turrior posea una s í n t e s i s  y 
secreción tan baja de sus enzimas proteo l í t i cas  que no altera l o s  niveles 
en sangre del animal en experimentaci6n o bien que su secrecibn tumoral 
sea abundante pero que su actividad de proteasa se encuentre inhibida en 
el  tor ren te  c i rculator io .  

Benltez y colaboradores (30) enconlxxon que en humanos, las concentracio- 
nes de serinaproteasas y catepsina B en suero son menores a 2 nancenolas de 

sustrato hidrolizado/ minuto/ mg de protelna y que por ejerrtplo en diferen- 

tes etapas c l fn icas  avanzadas de cíurcinoana cérvico uterino, la catepsina B 

aumentó alrededor de 100 veces más sus valores sanguíneos, &por l o  que se 
constata entonces que existe prcqes i6n  y a r r e l a c i 6 n  entre e l  grado de i n  
vasividad y e l  aumento de esta enzima, pero cum en nuestro modelo experi- 
mental de rata no tiavieron invasión y metástasis, resu l ta  16gim que no ha 

l l a  ta l  a m t o  de estas proteasas. 

- 

- 

Algunos autores reportan que la  secreci6n de t iolproteinasas  es variable,  
pues tan to  en c i to so l  de un solo t u m r  mamario humano ccmo en series de t u  
mres obtenidos de regiones distintas en la mama, transplantados y cu l t iva  
dos, presentan diferencias  en su concentración y lo han explicado a través 
de que en esos tumores se tienen diversos grados de diferenciación epite- 
lid y por ende varía su produccidn enzimática ( 9, 16, 105 ) . Sin embargo, 
estos estudios se ref ieren a t io lpmte inasas  aisladas y purificadas a las 
cuales se les carprob6 su actividad proteolltica al emplear inhibidores es - 
pecfficos y este no fui5 nuestro caco. 

- 
- 

2- 



A diferencia de l a  actividad de tiolproteinaca determinada con el  ,rustrato 
ENW, dadas las mdicicnes empleadas en su detemiriación, no fui5 pcsible 
detectar cantidad alguna en el inisnc citosol testigo para la  CB, 

La actividad proteolltica detenninada con estos doc sustratos en los cito 
coles de hamgenados de tumores fué hasta cinco veces mayor que l a  obte- 

nida en los niveles séricos en cada caso. E s t o  podría interpre+zse axm 

que las tiolproteinasas son indicadoras del desarrollo del &cer en gene - 
ral. Sin embargo,, y por los resultados en gue no hubo correlación entre 
las actividades hidmlíticas am BANA de los citosoles contra las obteni- 
das los sueros de esas m i m c  ratas y de que sabemos q.:e este sustrato 
es menos específico, POS atrevems a concluir  que e l  resultado mrrecpon- 
de a l  prochcto que por h i d r Ó l i s 1 . s  de otras enzima se prdujo y que la  ca - 
tepsina B cuantificüda con su siistrats e.spcffim (anteriorrente ,s%ialadc) 
es la  responsable de la  actividad de tiolproteinasa determinada. 

- 

IDS estudios anat€nnicos, histoliigicos y ultraestructurales demostraron cruc 
e l  &cer miario inducido por ilMBp en la  rata de ochznta &as de edad, 
tiene una capxidad baja de invasión y actividad metastatizante rJuk. E s t a  

caracterlstica biolEgica parece coincidir con e l  ligero Eumento de serino- 
prcteasas y tiolprokeinasss en e l  suezw del animal en expei-imentacien, he -_ 
cho que 
moplasias invasoras y mtastatizaiites cursan por l o  general con iricrmen- 
tos séricos muy notables de estas proteipacas ( 2i,59 1. Es posible que l a  
invasividad baja de esta neoplasia se deba precisamente a que sintetiza p - 

00s AP, necesarias para lu invasión, cpe el incremto de las tioltxoteina 
sac m sea suficiente para conferirle su ptencial  invasor y gce cpizá se 

requiere la  acción sinérgica de ambas enzirras. 

es de grm interés pués representa la  contraprueba de que las 

- 

Cabe s in  embargo, mencionar la  psibilidad basada en la presencia de célu 
las cebadas abundantes y otras aslulas inflamatorias en este tumor. Ccano se 
sabe estas células contienen alfa-1-antitripsina o inhibidor de alfa-1-pro 
teinasa en su citaplasma, un inh:ihidor natural de varias proteasas (72,961. 

E s  factible proponer lu  hipótesis de que la cantidad de proteasas liberadas 

- 

- 
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localmnte por estas células cebadas y fagocl t icas  pudo ser suf ic ien te  pa 

ra inac t ivar  a las serinoproteascts y, por ello impos ib i l i t a r  su t i t u l a -  

ción por incapacidad de unirse con e l  sustrato específioo. En el caso de 

las t io lpmte inasas  sabemos que e s t a s  no forman ccanplejos con e l  inhibi- 

dor de alfa-1-pmeinasa más b ien  son inhibidas por l a  alfa-2-macrglobu 
l i n a  . 

- 

- 

EC factible que, si la  neoplasia produce grandes cantidades de pmteina-  
sas, un huésped con reacciones hameoctáticas buenas podría tratar de in- 

hibir localmente esas enzimas con sus moléculas antiproteolíticas natura 
les en un in ten to  por conservar e l  equilibrio de proteasas y antiprotea- 
sac. Este fen&no se h a  estudiado ya experimentalmente tan to  en anima- 
les ccano en cu l t ivos  de células, y se sabe que l a  adición de sustancias 
ant ipro teo l f t icas  natiiz-alcs o artificiales pueden detener e l  crecimiento 

de los tumores naligno; c inpcdir l a  invasitín y,  sobretodo la producción 
de metástasis (10, 121) si bien en esos experimentos se han u t i l i zado  do 
c i s  altas administradas exóqenamerite. 

- 

- 

En nuestro modelo encontramos una tendencia a la baja en cuanto a la con 
centración de inhibidor de alfa-1-proteinasa por lo que a n a l i z a s  su ac 
tividad an t ip ro teo l í t i ca .  Sabemos por reportes ya numerosos en pacientes 
con tumores invasivos que, pueden presentar elevación de l a  concentración 
de alfa-1-pmteinasa y s i n  embargcl su  actividad an t ip ro teo l l t i ca  no se i n  
crementa en e l  suero de estos individuos (31). E s t a  paradoja aparente no 

ha s ido confirmada del todo pi? gran número de casos de una malignidad en 
diferentes  etapas c l ín i cas .  

- 
- 

- 

La determinaci6n de la  Capacidad Inhib i tor ia  de la  Tripsina en e l  suero 
no mstr6 elevaciones s ign i f i ca t ivas  con respecto a l  grupo testigo. 
lo  que a l  obtener e l  Indice C.I .T.  / I.A.P. 

actividad an t ip ro teo l l t i ca  en suero y e c t c  fué debido a 
muestras suf ic ien tes  de citosol para r ea l i za r  las determinaciones de ellas 
por e lec t rofores i s  para I.A.P. y para el  &tab de L i e b e m  (87) para el 

C. I .T. No hubieron d i fe renc ias  s i cp i f i ca t ivac  por los estudios estadiísti 

cos entre los índices obtenidos por el grupo testigo y el  grupo DMBA con 
cáncer. 

Por 

pretendimos establecer la 
que no tuvimos 

- 
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terminmrros que e x i s t e  una correlación positiva entre las concentracio De 
nes del inhibidor de alfa-1-proteinasa y los miligams de t-ipsina in- 
hibida por mililitro en ios sueros de las ratas con neaplasias mamrias. 

- 

Por estos datos poderros c o n c h i r  cpe la actividad antiproteolftica en 
suero de los animales en experimentación fué un reflejo de la acción de 
las proteasas escasas en la circulación sangu€nea de las ratas con cbi- 
ceres mamarioc inducidos con el DMüA. 
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1. En lcs citosoles c2e ios tumores mamarios o5tmidoc de ratas 
tratadas con iMEiA, encontranms que las t io lpro te inasas  se e 

k v a m n  f r a n c m t e ,  no así las serinoproteasac ( W ) .  
- 

2. Existe ament0 leve de la mnEqt rac ión  de proteasas en el  
suero de ratas durante la  ca rc inqénes i s  experimental in&- 
cida con el LiMBA. 

3. En este modele encontramos que los valores de las concentra- 

ciones de serinopmb3asüs (AP) y t io lpro te inasas  (CB) en los 
sueros de las ratas empleadas para producir los cánceres de 

las ~IELES, son similares en t r e  s í .  

4. L a  determinación de t iolproteinasa con e l  sus t r a to  BANA no 
most16 correlación am e l  desar ro l lo  del tmr  m i 0  en 

este mdelo experimental, lo cual indica que esta técnica 
no es la más adecuada para su medición. 

5. La tendencia a la  dismirr~ci6n del I.A.P. y la actividad an - 
tiproteclltica escasa, son r e f l e j o s  significativos de w e  en 
los niveles sanguíneos c?e ias iatas desarrol larcn tumores 
mamarios por e fec to  del DMBA se tensan cantidades insuficien - 
tes de proteasas para generar una respuesta. 

6. Con estas conclusiones constatamos que las neoplasias de l a s  

mamas de las ratas inducidas con CGYIIBA con e l  &todo 6e Huggins 
son zdenocarcincmas del tipo ductal  bicn diferenciaclos, p r o ,  
en nuestro &lo no fueron f n f i l t r a n t e s  ni  r e t ac t a t i zan te s  
por la edad de las ratas utilizadas. 
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