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. RESUMEN

En la presente tesis se cvaluaron las metaloproteinasas de matriz extracelular
(MMPs) seeretadas durante el cultivo de 49 explantes con cdncer cérvico uterino (Ca CU) y
26 explantes de cérvix uterino con lesiones benignas (LB) como cervicitis y/o displasias.
Depués de 48 h de cultivo en 8 ml de medio de cultivo sin rojo fenol y en ausencia de suero
fetal bovino (SFB), el sobrenadante se concentrd por ultrafiltracidn en un sistema de
AMICON para retener las protefnas mayores de 10 kDa. Cuatro pg de la protefna concentrada
se sometieron a zimogramas de gelatina (0.1%) para revelar la presencia de las gelatinasas A
y B y, de cascfna (0.1%) para revelar estromelisina y/o colagenasa intersticial. Tambicn se
determinaron otras proteasas cn los zimogramas de casefna como cistefn-proteasas de menor
peso molecular (menores de 30 kDa). La actividad gelatinolitica y caseinolftica se midié por
densitometrfa en un espectrofotémetro y se expres§ en unidades densitométricas.
Posteriormente se realizaron correlaciones con las lecturas anteriores en los casos con céncer
v los datos clfnico-patolégicos: etapa cliinica (I, II, 111, IV), tipe histopatolégico (carcinoma
epidermoide queratinizante y no queratinizante, adenocarcinoma y adenoescamoso), estado
hormonal (pacientes menstruantes y menopadsicas) y respuesta al tratamiento (a la
radioterapia). Se determinaron las medianas de cada grupo y se compararon para evaluar si
las diferencias tueron estadisticamente significativas (p< 0.05) mediante la prueba de “U” de
Mann-Whitney. Los resultados del modelo de histocultivo revelaron que el uso del
GELFOAM como soporte de cultivo mantiene integradas las células de los explantes y no
interfiere en el patrén de secrecién de gelatinasas. El sistema se debe utilizar en ausencia de
SFB. Todos los cortes histoldgicos mostraron la conservacidn de los clementos tisularcs en
ambos tipos de explantes. Los resultados mostraron que los explantes de cérvix con LB
secretaron cantidades elevadas (medianas) tanto de la forma de 66 kDa como de 72 kDa de la
gelatinasa A (p<0.05). De manera inversa se observd para la gelatinasa B: las cantidades de
ambas formas moleculares (84 kDa y 92 kDa) fueron elevadas en los explantes con Ca CU.
Se observé una relacién directa entre mayor tamaiio tumoral (ctapa clinica) y cantidades
mayores de la gelatinasa A. Los carcinomas adenoescamosos y adenocarcinomas secretaron
cantidades clevadas de la gelatinasa B, estromelisina-1 y las cistein-protcasas de 24 kDa, 22
kDa y 20 kDa. Los explantes con carcinomas epidermoides queratinizantes presentaron
niveles clevados de ambas formas moleculares de las gelatinasas A y B, asf como la forma de
60 kDa de la estromelisina-1. En los carcinomas cpidermoides no queratinizantes se
documenté la aparicion tanto de estramelisina-1 como de la colagenasa intersticial, S6lamente
la estromelisina-1 y de las cistein-prateasas de 24 kDa, 22 kDa y 20 kDa fueron las pratcasas
que aparecicron cn niveles clevados y con tendencia a la significancia, en ¢l grupo de las
pacientes sin respuesta al tratamiento. Estas proteasas pueden ser marcadoras de mal
prondsticu.

.
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INTRODUCCION
A. EL PROCESO DE INVASION TUMORAL,.

La historia natural de una neoplasia desde la ctapa intracpitelial hasta la invasora,
revela que las alteraciones en la membrana basal (MB) serdn determinantes para establecer la
invasién, diseminacion y metdstasis!-3. La MB estd constituida principalmente por coldgena
tipo IV, laminina, hepardn sulfato, entactina y nidégeno!. La MB ¢s una estructura que
histolégicamente revela sus propicdades morfofisioldgicas. Participa en la adhesién celular,
filtracién sclectiva, morfogénesis y mitogénesis. Ticne l2 funcién de separar y dar soporte a
los epitclios, manteniendo su pelaridad en algunos casos, asf como sus funciones

especializadas23. De esta manera, en los carcinomas es comin observar una desorganizacion

y pérdida localizada de algunos componentes de 1a MB como coldgena tipo 1V y lamininal,

Las células tumorales utilizan para su adhesion receptores especificos para algunos

componentes de la misma, principalmente a laminina y fibronectina. Finalmente la
locomocién de las células tumorales a través de la MB, es determinante en la invasi6nd y

puede cstar mediada por factores quimiotdcticos. Cuando se establece la invasién al cstroma,

1a neoplasia pucde invadir a su vez vasos sangufneos y linfiticos en forma de émbolos ¢
iniciar la metdstasisS. Asf, los cventos de invasidn y metdstasis son precedidos por la

produccién de enzimas lfticas sobre los componentes de 1a MB, Se sabe que algunos

fragmentos de laminina son capaces de inducir la secrecidn de colagenasas de membrana
basal4. Todas cstas alteraciones son Gnicas y caracterfsticas de {uniores malignos ya que en
procesos patolégicos benignos, la MB sicmpre sc encucntra estructuralmente sin
alteracioness.

Durante el mecanismo de invasién tumoral, Ia MB puede ser degradada por 2
mecanismosh6: a) por metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs), b) por proteinasas
de amplia especificidad de sustrato como clastasas, catepsinas y plasmina. Sc ha observado
que las células timorales producen ambos tipos de proteinasas, pero exister’evidencias que

. oay
0



3
sciialan a las MMPs como los mediadores fisiolgicos de la remodelacion y degradacion de la

matriz extracelular (MEC) y de 1a MB.

B. CARACTERISTICAS DE LAS MNMPs.
Existen 4 grupos7-12 de MMPs bien caracterizadas, en muchas de ellas se conoce

la sccuencia del gen:
I. Grupo de las colagenasas intersticiales, Degradan preferentemente coldgenas
intersticiales o del estroma (o intersticio), cjemplos: I, 11, I, VI y IX.
11. Grupo de gelatinasas. Dcgradan preferentemente coligenas tipo IV y V, y
naturalmente gelatina (coldgena desnaturalizada).
111, Grupo de las estromelisinas. Degradan principalmente componentes de menor
peso molecular de la MB y del estroma: glucoproteinas como fibronectina y laminina y
eventualmente ‘colﬁgcna tipo IV en la regién no helicoidal.
IV. MMPs tipo membrana. Activan a la progelatinasa A.

Todas las MMPs mencionadas son glucoprotefnas que comparten las siguienics
caracterfsticas7.8,11:
a) son producidas cn forma de proenzimas, zimégenos o formas inactivas.
b) el mecanismo catalitico depende de zinc. Existen dos dtomos, cl estructural y el catalftico.
Este dltimo cs ¢l que responde a la inhibicién y es quelado con 1,10-fenantrolina o dcido
etilen-diamino tetracético (EDTA). No son inhibidas por fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF)
y N-etil-maleimida (NEM),
¢) la activacién de la proenzima lleva a la pérdida de un fragmento de aproximadamente 8-10
kDa.
d) existe homologfa en la estructura primaria entre todos los micmbros de las MMPs: 60%
entre la MMP-1 y la MMP-8, 56% cntre la MMP-3 y la MMP-1.
¢) pucden degradar uno 0 mds componentes de la matriz extracelulari3. 14;
f) Pucden ser activadas por organomercuriales como el acetato p-aminofenilmercdrico

’

(APMA) y/o por enzimas (tripsina, plasmina).
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g) Pueden ser inhibidas por moléculas especificas denominadas inhibidores tisulares de la
MMPs (TIMPs). Existen tres tipos: TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 0 CHIMP-3



CUADRO 1. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS MMPs8:11,13,14

ENZIMA iMr MMP # SUSTRATOS
(kDa) (Como grupo)
(latente / activa)

GRUPO DE COLAGENASAS INTERSTICIALES

Colagenasa de fibroblastos 52742 MMP-1 Colé4genas I, I, I, VII, VIII, X
Colagenasa de neutréfilos 75-85/765 MMP-8
Colagenasa interst. de Ca mama 52742 MMP-13

GRUPO DE GELATINASAS

Gelatinasa A 72766 MMP-2 Colédgenas IV, V., VII, X
Gelatinasa B 92/84 MMP-9 Gelatina (col4gena desnaturalizada)
: Fibronectina, elastina

- GRUPO DE ESTROMELISINAS

Estromelisina-1 57-60/ 42-48 MMP-3 Col4dgena I*. Col4genas IV, V, IX, X**,
Estromelisina-2 55 MMP-10 Gelatina, fibronectina, laminina.
Estromelisina-3 60/ 50 MMP-11 Elastina, proteina “core” de proteoglicanos.
Metaloelastasa de macréfagos 54 MMP-12
Matrilisina 28720 MMP-7
GRUPO DE MMPs TIPO MEMBRANA
MMP tipo membrana 63 MMP-14 Progelatinasa A

1. Mr. Movilidad relativa, peso molecular en kilodaltones (kDa).
*. SSlo en la regién aminaterminal.
**. S6lo en las regiones nc helicoidales, aunque Woessner!! puntualiza que la estromelisina digiere mejor la colidgena IV que las gelatinasas.




1. GRUPO DE COLAGENASAS INTERSTICIALESS.1!,

En este grupo se han reconocido diferentes ejemplos: colagenasa de
fibroblastos!S, colagenasas de ncutrdfilos 16 y colagenasa intersticial de cdncer de mamalt7,
Otras caraclerfsticas estan representadas cn el cuadro 1.

La estructura molecular de la colagenasa de fibroblastos (figura 1) revela los
dominios importantes que son compartidos por los demds micmbros de 1a familia dc MMPs.
Estos cxones se cncucatran codificados cn el cromosoma 11 en el ser humano8 y son los
siguientes8.1;

a) El péptido seiial, csta formado por los primeros 17 aminodcidos. Esta secuencia se corta
cuando la enzima es sccretada al espacio extracelular y no sc encuentra en la enzima latente.

b) El propéptido es un fragniento de aproximadamente 8-10 kDa, en donde sc encuentra el
residuo de cistefna que interacciona con ¢l sitio activo, cubriéndolo y manteniendo a la enzima
en forma latente. Por lo tanto cste fragmento se pierde durante la aclivacién de la enzima.

¢) Se reconocen dos sitios donde reside el zinc. En el primero se ubica ¢l Zn2+ estructural yse
encucntra cn coordinacidn con los residuos de histidina 149, 164 y 179. El segundo sitio del
dtomo de Zn2+ catalitico interacciona en coordinacidn con los residuos de histidina 199, 203 y
210. En csta tiltima zona se lleva a cabo la actividad proteolitica frente a sustratos, y es el
ZnZ+ que sufre quelacién frente a 1,10-fenantrolina lo que produce la inhibicién cnzimética.
d) El sitio de unién a hemopexina/vitronectina reside en la zona del puente disulfuro entre los
residuos de cistefna 259 y 466. Esta regién ayuda al reconocimiento del sustrato.

Son inhibidas especfficamente por ¢l TIMP-1 (28 kDa) y s6lo forma complcjos

con las colagenasas activas.



“DOMINIOS COMPARTIDOS ENTRE LAS MMPs”
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Zn2+
Zinc catalitico

FIGURA 1. Estructura molecular de la colagenasa
de fibroblastos!!,

1. Péptido sefial. 2. Propéptido. 3. Sitio dc unién del Zinc estructural. 3°, Sitio de unién del Zinc catalftico.
4, Repeticiones de hemopexina/vitronectina. Los ninieros en la parte superior representan la posicion de los
resfduos de aminodcidos en la estructura de la MMP, Las siguientes posiciones estan representadas: el resfduo
de cistefna-72 del switch (con asterisco); las histidinas- 149, -164- y -179 del 4tomo de Zinc estructural; las
histidinas-199, -203 y -210 para ¢l 4tomo de Zine catalftico; las cistefnas-259 y-466 para el puente disulfuro,
Los ligandos al Zinc estan representados de acuerdo a la estructura de fa estromelisina-1.



2. GRUPO DE GELATINASASS11,

En este grupo se conocen las siguientes proteinasas: Gelatinasa A y Gelatinasa B.
Algunas de sus caracterfsticas estan contenidas en el cuadro 1.

Su estructura molecular es similar a la descrita para la colagenasa de fibroblastos,
con las siguientes diferencias8:
a) Gelatinasa-A: Contiene 10 exones agrupados en 4 dominios con secuencia similar al
dominio de unidn de fibronectina a coldgena. Estos dominios elevan su peso molecular.
b) Gelatinasa-B. Contine un dominio similar a la coldgena tipo V, enseguida de los dominios
de unidn de fibronectina a coldgena, descritos para la Gelatinasa-A. Estas dos caracteristicas
le dan la particularidad de ser la de mayor peso molecular.

Los exones que codifican los dominios de fibronectina de ambas gelatinasas se
encuentran en el cromosoma 16 en el ser humano38. La gelatinasa-A se inhibe especificamente
por el TIMP-2 desde su forma laiente mientras que la gelatinasa-B se inhibe especfficamente

por el TIMP-18.11,

3. GRUPO DE LAS ESTROMELISINAS?.8.11,
Se han reconocido cinco subgrupos: de la estromelisina-1 18, estromelisina-219,

estromelisina-320, de la matrilisina2! y de la metaloelastasa de macréfagos?2,

Estructuralmente comparten los cuatro primeros dominios descritos en la

estructura de la colagenasa intersticial. Sin embargo, la matrilisina posee s6lo los primeros
tres dominios: el péptido seiial, el propéptido y el dominio catalitico. Las estromelisinas!4
pueden autoactivarse o activar otras prometaloenzimas como la colagenasa intersticial y la
gelatinasa-All, Todas las enzimas de este grupo son inhibidas por ¢l TIMP-1 en las formas

activas de las mismas8.
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4. MMPs TIPO MEMBRANA!12.14
Estd representada por la MMP-14. Ticne una sccuencia transmembranal que le
sirve para anclarse a la membrana citopldsmica de las células. Esta secuencia reside cn ¢l
cuarto y dltimo dominio de repeticion dc hemopexina, hacia el extremo carboxilo terminal.
Ticne una Mr estimada de 63 kDa y utiliza como sustrato a la progelatinasa-A, induciendo su

activacion.

C. REGULACION DE LAS MMPs.
La regulacién de las MMPs puede llcvarse a cabo a diferentes nfveles:
1. Represion/induccion de los genes, ccn la consecuente transcripcion del

RNA mensajero8.!1,14.23,
2. Estabilidad del RNA mensajero24-26,
3. Secrecion y activacion de formas latentes7.11,12,23,

4, Inhibicion de las formas activas’-8,11,23,27,28

4

§. Asociacion de las MMPs a superficie celular 0 a elementos de la MEC23.29,

Para conocer cudl es el efeclo que pucde tener un agente sobre los genes de
algunas MMPs, es necesario conocer los elementos de regulacién del gen en las regiones
promotoras. Por ejemplo, las regiones promotoras de la gelatinasa B, de la colagenasa de
fibroblastos, estromelisina 1 y 2, y de la matrilisina tienen caja TATA (sitio de uni6n dc la
RNA pol II) aproximadamente en la posicién -30 £ 2. Excepto por la gelatinasa B, las demés
MMPs contienen un sitio de unién AP-1 (activator protein 1), aproximadamente en la

posicion -70 £48,26,27, La gelatinasa B contienc 2 sitios dc unién AP-1, uno ubicado en la

posicion -79 y cl otro en la posicién -53326. Esta regién AP-1 puede ser reconocida por los
factores de transcripeién de los proto-oncogenes c-jun y ¢-fos. De esta manera, cualquicr

agente que sea capaz de activar estos proto-oncogenes puede activar al mi’smo tiempo los
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genes de cstas MMPs26.27, Los genes de la colagenasa intersticial, cstromelisina 1y 2y la
matrilisina contienen secuencias PEA3 en las regiones promotoras. La proteina que se une a
estas sccuencias ¢s un factor que también se unc al “enhancer” del virus del polioma. Este
factor es inducido por suero fetal bovino, ésteres de forbol y por las protefnas no nuclearcs de
los oncogenes v-src, Ha-ras, v-mos y v-raf. Su activacion s independicnte de la expresién
de c-fos.8:26 Finalmente, los promotores de la gelatinasa B, colagenasa intersticial y
matrilisina contiencn sccuencias consenso al elemento de inhibicién del factor B de
crecimiento transformante (TIE en inglés). Lo interesante de las MMPs radica en la regulacion
del gen de la gelatinasa A. Su promotor contiene elementos con caracteristicas de
“housckeeping” 6 de promotores constitutivos. Algunos elementos identificados son una
secuencia AP-2 en la posicién +157 y 2 cajas de sccuencias ricas en GC ubicadas cn -69
y -89, respectivamente. Este hecho puede explicar el porqué es expresado ampliamente en
muchos tejidos. Su papel constitutivo pucde residir en que esta gelatinasa debe degradar

coldgena anormal 6 desnaturalizada que no se incorporard a fibrillas de coldgena2s.

1. REPRESION/INDUCCION DE LOS GENES, CON LA CONSECUENTE
TRANSCRIPCION DEL RNA MENSAJERO.

En general se reconoce que la transcripeidn de ¢-jun y c-fos se requiere cuando la
via de la seial de estimulacién es via factores de crecimiento y/o virus. Sin cmbargo, hay que
tomar en cuenta el grado de fosforilacidn de estos factores de transeripeidn. Al menos conla
protefna Jun se sabe que cuando el extremo aminoterminal se encuentra fosforilado,
incrementa su funcion de transcripeion de genes. La inhibicion sc logra cuando cl extremo
carboxilo terminal se fosforilal4,

Varios agentes pucden regular de diferentes maneras los genes de algunas MMPs:
la. Agentes que inducen algunos genes de MMPs7:

- Factores de crecimiento y/o citocinas: EGF, PDGF, IL-1, NGF, TNF-q, FGF,

- Interferones o, B y v. ’



- Agentes quimicos: AMP, colchicina, citocalasina B y D, lipopolisacdrido,
mitomicina C, pentoxifilina, esteres de forbol, prostaglandina G, trifluoperazina
- Factores de accion a nivel de superficic celular: fusién celular, ionoforos,
concanavalina A, cristales de urato, hidroxiapatita, pirofosfato de calcio, hierro,
fagocitosis, polihidroximetilmetacrilato.
- Agentes fisicos: choque térmico, radiacién UV, ionizante.
- Transformacién por oncogenes: Ha-ras, v-src, v-fos, c-erb-B entre otros,

2a. Agentes que reprimen algunos genes de MMPs7:14:
- Retinoides, glucocorticoides, producto del gen E1A de adenovirus, estrégenos,
progesterona, factor de crecimiento transformante p (TGF-B).

La dexametasona y ¢l 4cido retinoico forman un complejo con sus respectivos receptores y

aparentemente interfieren directamente con la secuencia AP-1, reprimiendo la transcripeion 14,

2. ESTABILIDAD DEL RNA MENSAJERO.

Se ha reportado que también existe regulacién a nivel de estabilidad del RNA
mensajero de la estromelisina-1, colagenasa intersticial y gelatinasa-A26, En cultivos
primarios de fibroblastos humanos se demostrd la existencia de un factor especifico de
RNAm tanto en colagenasa intersticial como en estromelisina- 1. Este efecto es antagonizado
con el tratamicnto en dexametasona. Asf se propone que los fibroblastos contienen un factor
estabilizador del RNAm, inducible con factor de crecimiento epidérmico (EGF) e inhibido
con dexametasona, Se ha observado que la degradacién de estos RNAs depende de las
caracterfsticas conformacionales derivadas de su secuencia ¢ estructura primaria. Se han
reportado 3 zonas de secuencias ricas en AU, ubicadas en la regién 3° sin traducir, en el
RNAm de la colagenasa intersticial humana y una zona en la misma region del RNAm de la
estromelisina- . Es posible que ¢l factor estabilizador del RNAm de estas MMPs sca inducido

después del watamiento con EGF25,

En fibroblastos gingiviales humanos se demostré que el TGF; 1 fue capaz de
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incrementar 3 veces la cstabilidad del RNAm de la gelatinasa-A, asf como de incrementar de
1.5 2 2.2 veces més la sintesis del RNAm, De esta manera, ¢l TGF-B1 pucde también regutar
elevando la transcripeidn asi como postranscripcionalmente incrementando la estabilidad del
mismo, Este hecho es importante, ya que en procesos bioldgicos en los que sc lleva a cabo la
formacién de MEC tales coma morfogénesis, angiogénesis y cicatrizacidn de heridas, cl
TGF-1 es un regulador positivo importante, en el que su sfntesis la llevan a cabo las células
epiteliales, con el objeto de estimular a las células del mesénquima a secretar gelatinasa-A. El
TGF-B1 también es capaz de reducir la expresién de! TIMP-2 y facilitar la remodelacién de las
membranas basales, ya que este inhibidor modula a la gelatinasa-A y la eliminacién de
coldgena anormal (desnaturalizada) poresta MMP cs importante, ya que este tipo de coligena

pucde retardar la formacién de fibrillas de coldgena fibrilar cn la MEC24,

3. SECRECION Y ACTIVACION DE FORMAS LATENTES.

Todas las MMPs ticnen un propéptido aminoterminal de 77 a 87 residuos de
aminodcidos, que determina la latencia de la forma zimégena de las MMPs. Este propéptido
ticne como caracterfstica la presencia de una secuencia conscrvada: (65-75)-prolina-arginina-
cistefna-glicina-valina/asparagina-prolina-aspdrtico; en cl cual la cistefna interacciona con ¢l
zinc del dominio catalftico, desplazando 1a molécula de agua requerida para la actividad
catalftica. La asparagina se cncucntra presente sélo en la gelatinasa-A, en las restantes MMPs
el resfduo corresponde a la valina%.1l. Por otro lado, en las procstromelisinas Iy 2y
procolagenasas de fibroblastos y de neutrdfilos, se ha determinado que sus propéptidos
ticnen motivos o zonas de rompimiento por enzimas tales como la plasmina y tripsina23. En
este caso, las enzimas rompen el propéptido entre la arginina 36 y la asparagina 37. Otras
enzimas tales como las calicrefnas pueden cortar entre las argininas 35 y 36, Despuds de
cortarse el propéptido en cuatquicra de estas posiciones, el centro activo de la enzima queda
eapuesto. Este rompimiento interrumpe la estabilidad entre el residuo de cistefna y el Zn2+,

modificindose la conformacidn de la enzima y permitiendo el procesamionto autocatalitico
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hacia Ja forma activa en varios pasos: s¢ produce un rompimiento autocatalitico entre la
treonina 63 y Ja lcucina 64, Sin embargo, este intermediario no es completamente activo, la
enzima adquiere un cardcter activo cuando se produce un rompimictito en la cistefna 73. Sc ha
observado que si se produce un rompimicnto en la fenilalanina 81, la enzima resultante sélo
tendrd un 40% de actividad?. De esta manera, la generacion de plasmina a partir de
plasminogeno, via activadores del mismo pero principalmente del tipo urocinasa, inicia la
cascada de activacién produciendo estromelisina activa. Finalmente la estromelisina activa
puede activar a la procolagenasa intersticial y/o progelatinasa-B23,

La progelatinasa-A aparentemente no tiene un sitio de rompimiento susceptible a
la plasmina y la activacién independiente puede demostrarse en células de conejo y humano.
In vitro, 1a progelatinasa-A puede ser inducida a autoproceso de activacion a altas
concentraciones, con un rompimiento entre la asparagina 0 y la fenilalanina 81. La unién de
la enzima a heparina o dextran-sulfato puede potenciar el autorompimiento de su propéptido a
bajas concentraciones de la progelatinasa-A. Finalmente, la activacién dc esta gelatinasa se
puede llevar a cabo en la superficie celular, vfa una MMP denominada tipo membrana,

generando una forma activa de 66 kDa de peso moleculari214,

4. INHIBICION DE LAS FORMAS ACTIVAS.

Los TIMPs representan los principales inhibidores, sin olvidar también a la a-2-
macroglobulina24. Se han descrito 3 tipos de TIMPs: el TIMP-1 ¢s una glucoproteina de 28.5
kDa, ¢l TIMP-2 es una protefna de 21 kDa y el TIMP-3 o Chimp-3 que es una protefna de 21
kDa recién descrital1.23.27, Son diferentes los tipos celulares que los producen y la
regulacidn de los genes cs algo diferente entre ¢l TIMP-1 y ¢l TIMP-2. El gen del TIMP-1
por ejemplo, es activado por la mayorfa de las citocinas y puede responder de manera similar
a como lo llevan a cabo la estromelisina-1, colagenasa intersticial y la gelatinasa-B8.28, El
TIMP-2 por cjemplo, cs regulado de manera negativa por el TGE-B1 y siendo el inhibidor de

’
la gelatinasa-A estimula el gen al menos en fibroblastos23. El promotor de TIMP-] tiene

.
Lron
«
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sceuencias AP-1'y el del TIMP-2 tiene un elemento de represién a TGE-p127. El Chimp-3 se
reporté inicialmente como un componente de ta MEC durante las fases tempranas de
transformacién de fibroblastos embrionarios, Ahora también se le incluye en el grupo del
TIMP-3 y los RNAm de este inhibidor se han descrito en tejidos concetivos, incluyendo
difcrentes estados del desarrollo embrionario23,

Aunque de manera individual los TIMPs s6lo comparten un 40% de identidad
entre cllos, sin embargo estructuralmente ticnen algunas similiiudes?. Este hecho se debe ala
conservacion de los 12 resfduos de cistefna que interaccionan entre si para formar puentes
disulfuro y generar estructuras de “loops” o asas. El TIMP-1 y el TIMP-2 poseen dos
dominios estructurales: el amino-terminal que consiste de 3 asas y el carboxilo-terminal que
conticne asas mds pequefias. Es e! dominio amino et que se arregla en el espacio ¢
interacciona con el dominio catalftico de la enzima. Ensayos de mutacion en el dominio
amino-terminal del TIMP-1 han demostrado que las secuencias de la asparagina 16 a la lisina
22 y del 4cido glutdmico 82-87 participan en la unién del TIMP-1 en el sitio activo de la
enzima. Sin embargo, las mutaciones no alteran la afinidad por la matrilisina. Lo que se lof;ré
comprobar fue que mutaciones en los resfduos histidina 7 a la glutamina 9 disminuyen la
afinidad del inhibidor por la enzima. Sin embargo, las interacciones entre los dominios
carboxilo-terminal de TIMP-1 y TIMP-2 con ¢l dominio carboxilo-terminal de la enzima
juegan un papel importante en la formacién del complejo. En cl caso del TIMP-2, las
interacciones i6nicas del dominio carboxilo cargado negativamente son también importantes

en la formacidn del complejo, principalmente con la gelatinasa-A23,

5. ASOCIACION DE LAS MMPs A LA SUPERFICIE CELULAR O A
ELEMENTOS DE LA MEC.

Sc ha reportado la capacidad de algunas MMPs de asociarse tanto a la superficie
celular como a algunos elementos de ta MEC. La asociacion a superficie celular de la forma

latente de la gelatinasa-A, por ta MMP tipo membrana, y el paso a su forma agtiva forma parte
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de otro nivel de regulacién de la enzima. La proestromelisina-1 puede quedar secucstrada en
una matriz rica en coldgena y de esta manera evitar su activacién por la plasmina y asf iniciar
la cascada de activacion de otras MMPs. También el TIMP-3 tiene la propiedad de unirse a

clementos de la MEC23.29,
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ANTECEDENTES

A. MODELOS DE ESTUDIO EN INVASION TUMORAL.

Existen diferentes modelos para estudiar los mecanismos de invasién tumoral,
Estos incluyen los ensayos en animales de laboratorio30.31] asf como los ensayos in vitro32,
En cl caso del modelo in vivo, se verifica ¢l nimero de metdstasis inducidas asf como los
6rganos afectados con mayor frecuencia. En los ensayos in vitro sc cvalua la capacidad
invasora de las células tumorales, sobre una membrana que conticne una capa de coldgenas o
gelatina, o componentes de una membrana basal reconstitufda, mejor conocido como
matrigel. El estudio puedc realizarse ya sca analizando los cambios en la composici6n de los

clementos moleculares de MEC33, asf como estudiar las diferentes proteinasas que se

encargan de su cambio y/o degradacién!.6.7,33-36, En estos estudios se ha determinado la

modificacién de los componentes de la MEC como: protcoglicanos, laminina, entactina,

niddgeno, fibronectina; asf como enzimas proteolfticas (catepsinas, colagenasas, plasmina).

.
B. ESTUDIOS DE MMPs REALIZADOS EN TEJIDOS TUMORALES
GINECOLOGICOS.

En relacién a proteinasas secretadas por tumores ginecoldgicos, existen algunos
estudios aue han analizado el tejido tumoral de ovario y endometrio, asf como sus respectivos
tejidos normales. En uno de ellos, Tamakoshi37 et al reportaron mayor actividad gelatinolftica
en tejidos tumorales que en los tejidos normales. Las metaloproteinasas (MMPs) de matriz
extracelular presentes en los tejidos tumorales fucron las formas de 66 kDa; 84 kDa y 92 kDa
de las gelatinasas A y B, respectivamente. Sin embargo, estos resultados se generaron de un
andlisis de 5 muestras en total con cincer de ovario y 4 de ovario normal, asf como de 6
muestras con cdncer de endometrio y 4 de endometrio normal. Marbaix38, et al demostraron
el efecto regulador de la progesterona, en la secrecion de algunas MMPs en cullivo de
cxplantes de endometrio humano. A dosis fisioldgicas (10-200 nM), la progesterona inhibié

la produccion de la MMP-1, MMP-2 (gelatinasa A) y MMP-9 (gelatinasa é), principalmente

v -
.
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en la forma activa de esta Gltima, Concluyeron que estas MMPs participan en la renovacién de
la MEC del endometrio humano y que la progesterona controla el mantenimiento del tejido
coneclivo endomeltrial, inhibiendo cstas MMPs. Sin embargo, Marbaix38 et al no describieron
en detalle varias condiciones crfticas durante el cullivo de cxplantes endometriales, tales
como: tamaiio de los explantes, en que condiciones llevaron el cultivo, cs decir con o sin
soporte tridimensional, si el medio de cultivo contenfa rojo fenol. Finalmente, Miyagi3? etal
caracterizaron las MMPs y sus ichitidores en lfneas celulares provenientes de diferentes
zonas del aparato ginecolégicu, pero ninguna del cérvix uterino:

a) 5 lineas de carcinomas de ovario.

b) otras lfneas celulares fueron: una de coriocarcinoma y otra de adenocarcinoma endometrial.
Sus resultados revelaron que las lineas de carcinomas indiferenciados de ovario secretaron
principalmente las gelatinasas A y B, mientras que la lfaca de coriocarcinoma secretd
diferentes MMPs en altas concentraciones. Todas secretaron inhibidores tisulares de MMPs
tipo 1 (TIMP-1, del inglés: tissue inhibitor of matrix-metaloproteinases). Concluyeron que la
tendencia elevada de protedlisis parece estar asociada a entidades potencialmente malighas,
como las lincas celulares que evaluaron.

En Ca CU sélo existen tres reportes que han analizado el tema de gelatinasas. En
uno de ellos, Nuovod0 et al verificaron por RT-PCR in situ la localizacion de las gelatinasa
Ay B, asf como del TIMP-1 y TIMP-2. Concluyeron que la relacién de mayor sefial de la
gelatinasa B, asf como de! TIMP-1 fue asociada a pacientes con datos clinico-patolégicos de
mal pronéstico. Guilles4! et al desarrollaron un modelo de progresién tumoral in vitro de Ca
CU. Las células de cpitelio cervical fueron transfectadas con virus del papiloma humano 33,
con y sin co-transfcccién con ras. Posteriormente, observaron que las células se arreglan al
inducir organoides con matrices en dos tlipos morfoldgicos:

Grupo 1. Lesiones similares a ncoplasias intraepiteliales cervicales 111y con morfologfa
epitelial.

Grupo Il Lesiones organizadas como carcinomas microinvasores y con morfologfa del tipo
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mesenquimatoso (incluso vimentina positivos). En este Gltimo grupo, las células sc
comportaron invasoras in vitro y a diferencia del primer grupo, fucron capaces de secretar
ademds de gelatinasa B tambiéu la gelatinasa A. Finalmente, Daneri-Navarro et al4?
analizaron la actividad proteolftica en extractos de 85 muestras de cérvix uterino de pacientes
mexicanas con diferentes lesiones: Ca CU tipo epidermoide, lesiones displdsicas y ¢érvix sin
lesiones. Observaron una relacién directa entre las lesiones de cérvix uterino caracteristicas de
Ia historia natural del Ca CU y el grado de actividad proteolitica contenida en los extractos
tisulares. Las bandas caracterfsticas de los extractos de muestras con Ca CU fueron las
bandas de 72 kDa y 52 kDa. La mayorfa de estas proteinasas fueron del tipo MMPs ya que
fueron inhibidas con EDTA y 1,10-fenantrolina.

No cxisten reportes que documenten la secrecion de MMPs en modelo de

explantes umorales y de epitelio sin lesiones malignas en cérvix uterino.



JUSTIFICACION

A. EL FENOMENO DE METASTASIS COMO PRINCIPAL CAUSA DE
MUERTE EN LOS PACIENTES CON CANCER.
Uno de los problemas principales en cdncer, es la propiedad que tienen las células

neopldsicas a diseminarse desde su sitio primario a 6rganos distantes. Esto se conoce como

metdstasis3043, También hay que reconocer el hecho de la invasién local o dentro del tumor

primario#4, Tanto la eifermedad metastdsica como la enfermedad local, son las principales
causas de mverte en los pacientes con cdncer. Sin embargo, la enfermedad metastdsica es la
de mayor impacto desde el punto de vista clfnico30.44, El médico no puede determinar el
establecimicnto de metdstasis al momento de la consulta de primera vez, ya que los implantes
micrometastdsicos requieren del paso del tiempo para ser detectados tanto clinicamente (por

complicaciones respiratorias, renales, del sistema nervioso central, o por la presencia de dolor

en sitios fuera del crecimiento primario), como por estudios de gabinete45. El limite inferior

de deteccién de masas tumorales por estudios radiograficos es de un centfmetro ciibico30.
Otro hecho que se agrega es cuando quedan masas residuales, después del tratamiento con
radio o quimioterapia, incluso con cirugfa4s. La resistencia a la radio y/o quimioterapia, junto
con el aumento en el nimero de implantes metastdsicos, son algunos hechos que justifican la

necesidad de estudiar a diferentes niveles los mecanismos de diseminacién tumoral44,

B. EL CANCER CERVICO UTERINO COMO PRINCIPAL CAUSA DE
MORBI-MORTALIDAD EN LA MUJER MEXICANA. ;Cuales son las
proteinasas que utilizan las células de un Ca CU?. ;Pueden estas enzimas
afectar el prondstico de las pacientes?,

Dentro de las enfermedades neoplésicas que afectan a la mujer, el cdncer cérvico
uterino (Ca CU) representa la primera causa de muerte por cdncer tanto en nuestro pais como

en Latinoamérica46-48, Desde el puntu de vista de los epidemidlogos, el corpportamiento del
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Ca CU en Latinoamérica s de tipo endémico46. Esta predominancia también es patente en las
estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologfa (INCAN). Se ticne un registro de 700-750
nuevos casos al ailo, como lesién invasora (etapas clinicas I a IV); y de 200-250 nuevos
casos de carcinoma in situ49. Por otro lado, a pesar de que es una neoplasia de fécil
diagnéstico desde sus etapas tempranas, mediante el andlisis de células exfoliadas, conocida
como “Prucba de Papanicolau” y mediante la exploracién ginecoldgica dirccta4s; no se ha
logrado la integracién de este examen al modo de vida de la mujer mexicana desde el inicio de
su vida sexual. Queda el gran reto de disminuir a largo plazo mediante esta prueba la morbi-
mortalidad en la mujer mexicana.

En relacién a los factores de riesgo que pueden predisponer al desarrollo de esta
ncoplasia, estan los estrechamente relacionados con los hébitos de !a vida sexual de la mujer.
Estudios epidemiolégicos realizados tanto en el INCAN como en otros paises
latinoamericanos han revelado que el inicio de 12 vida sexual asf como la gestacion a edades

muy tempranas48,50-52, el nimero elevado de partos33, la préctica sexual con méds de un

4

compaiierod6,50,51, as{ como lz infeceién por el virus del papiloma humano (VPH)46-53, son
algunos de los hechos que se han reconocido como factores que predisponen al desarrollo del
Ca CU.

El pronéstico para las pacientes con Ca CU depende de manera importante de la
etapa clfnica con la que llegan al diagnéstico, pero en términos generales mientras el
diagnéstico sea mds temprano, la paciente tendrd méds posibilidades de control local de 1a
enfermedad45. En general. las etapas clfnicas avanzadas como IT y III (masas tumorales
mayores de 3 cm, con destruccion completa del cérvix uterino e invasion tanto a vagina como
a misculo parametrial), requieren para su desarrollo del paso de varios afios: desde 2 hasta 8
aflos46, Los carcinomas de menor tamafio (ctapas tempranas y masas tumorales menores de 3

cm), tienen més oportunidad de ser controlados y blogqueados generalmente con radiacion

ionizante (radioterapia). Sin embargo, el prondstico tiende a ser malo cuando ¢l tamafo del
’
carcinoma es mayor a 3 cm asf como del estado general de la pacienteds. También ¢l tipo

.
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histopatolégico afecta el prondstico de las pacientes: clinicamente las pacicntes con
carcinomas epidermoides responden mejor a la radioterapia$4.55, Sin embargo, el
comportamiento biolégico estd cambiando con el paso del ticmpo y ahora sc sabe de un
mayor nimero de casos con falla al tratamicnto, a pesar de ser un carcinoma potencialmente

radiosensible56. Por otro lado, se ha observado que la falla al control local del Ca CU, eleva

las posibilidades tanto de recurrencias como de metdstasis a distancia cn las pacicntesd4.56,

Estos hechos revelan la necesidad de describir algunas de las vias que el Ca CU utiliza
durante su invasion tanto local, como su diseminacidn a distancia principalmente después del
manejo con radioterapia. Sin embargo, llama la atencién que en la literatura no se han
generado comuilicaciones en relacién a los mecanismos de invasién en Ca CU. Este hecho
puede explicarse en parte, por las diferentes realidades que existen tanto en las sociedades

europeas como en la norteamericana. En estos pafses, el cdncer de mama representa la

primera neoplasia que afecta a la mujer y el Ca CU estd relegado al 5% 6 6% de incidencia57,

En nuestro pafs y en Latinoamérica es la primera neoplasia que afecta a la mujer46-48,

*

De esta manera, sc justifica el estudio de los mecanismos enziméticos que puede
emplear csta neoplasia durante su crecimiento, Finalmente, el entender estos mecanismos
puede abrir las posibilidades de lograr una atencién més objetiva a un gran grupo de pacicntes
con Ca CU que se atienden en cualquicr centro hospitalario de 3er nivel. Esto se podrd lograr
mediante la categorizacién de las pacientes por medio de perfiles bioquimicos,
especificamente de proteinasas secretadas que puedan determinar grupos o subgrupos con
caracterfsticas de mal pronéstico, ain dentro del grupo de pacicntes con carcinomas
epidermoides teéricamente radiosensibles. Para evaluar proteinasas secretadas tanto por lineas
celulares como por tejidos, se puede realizar por varias técnicas, entre cllas cabe destacar el
uso de sustratos acoplados a cromdgenos, sustratos marcados con radiactividad, por pruebas
de ELISA (inmunoensayo con anticuerpos especificos adheridos en placas de 96 pozos) y
con la téenica de clectroforésis acoplada a sustrato (zimogramas). La téenica de zimogramas

ofrece la ventaja de revelar directamente la proteinasa, asf como la presencla de diferentes
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formas moleculares (zimdgenos y formas activas). Finalmente, pucde también revelarse de
mancra semicuantitativa la actividad de las proteinasas, mediante un andlisis densitométrico de
la degradacién del sustrato, aprovechando la ventaja que ofrece el contraste del colorante
asociado al sustrato. Ademds Ja técnica de zimograma cs fécil de realizar en cualquicr
laboratorio. En la Divisién de Investigacién Bdsica sc dispone de la infraestructura para
realizar csta técnica, que asistié l inicio y cl establecimicento de una linea de investigacién de

mecanismos enzimgticos de invasién tumoral en ¢l INCan.

HIPOTESIS )

“Si los cambios en la matriz extracelular de un tumor pueden deberse a la accién
de proteinasas y a su vez pueden facilitar el proceso de invasion de las células tumorales,
entonces los explantes con Ca CU sccretardn altas concentraciones de MMPs que los

explantes de cérvix con lesiones benignas (LB)”,
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OBJETIVOS

GENERAL:
Describir las MMPs secretadas cn cultivo de explantes de cérvix con LB y con Ca
CU invasor, asistido por pruebas bioqufmicas:
a) degradaci6n frente a sustratos de gelatina
y cascina,
b} activacién de formas latentes frente a
acetato p-aminofenilmerciirico (APMA).
c) inhibicidn frente a 1,10-fenantrolina.
d) actividad frente a otros inhibidores: PMSF (de serfn-proteinasas)
y N-etilmaleimida (NEM, de cistein-proteinasas).

Este objetivo estd fundamentado por el hecho de que las células neoplésicas son
capaces de mantener la MEC de manera diferente de como lo realiza cl csu"oma y el epitelio de
un cérvix con lesi6én benigna y sin alteraciones de la MB 1. Ademd4s, se sabe en la mayorfa de
las neoplasias que cl tejido se programa para una dindmica dc degradacién destacando un
aumento sin control de la sfntesis y secrecién de proteinasas en general 16, Sc ha reportado en
homogenizados de tumores de endometrio y ovario las diferencias importantes cn ¢l

contenido de gelatinasa A y B, entre tejidos normales y tumorales37,

ESPECIFICOS:
Describir las correlaciones entre las cantidades (medianas) de MMPs secretadas
por explantes de Ca CU y datos clfnico-patolégicos:
1. Etapa clinica: 1, II, Il y IV.
2. Tipo histopatolégico: Carcinoma epidermoide, carcinoma
adenoescamoso v adenocarcinoma puro.
Subtipos de carcinoma epidermoide:
bl) Células grandes no queratinizante. '

<y
.
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b2) Células grandes queratinizante.
3. Estado hormonal de las pacicntes: menstruantes, menopausicas.
4, Respuesta al tratamiento, principalmente posradioterapia:
No respuesta: Persistencia y/o progresion tumoral,
metdstasis,
Respuesta: Control del primario y ausencia
de metdstasis.
Este objetivo estd fundamentado por el hecho de que tanto en suero de pacientes

con Ca CUS58 como en cdncer de mama3? y de pulmdn69, los niveles de proteinasas, pero

principalmente de MMPs guardan algunas correlaciones con datos clinicopatolégicos entre los
que destacan etapa clfnica y respuesta a tratamiento. Por otro lado, la expresidn elevada de
RNAm de algqnas MMPs estd correlacionado con la etapa clfnica de los pacientes. La
expresién por inmunohistoquimica tanto de gelatinasa A como de la B también estd

correlacionada con el grado de invasién a ganglios linfiticos en carcinoma de cabeza y
cuello6!, Finalmente, las gelatinasas contenidas en homogenizados tumorales también ha
mostrado correlacioncs con datos clinico-patoldgicos principalmente con la etapa clfnica62.63,
En cdncer dc colon s¢ demostr6é una correlacién enwre la alta expresién de RNAm de
gelatinasa A y el menor grado de diferenciacién histoldgica del carcinoma®4, Sin cmbargo, no

existen reportes que documenten la secrecion de MMPs y las correlaciones con datos clinico-

patoldgicos en pacientes con Ca CU.
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MATERIAL Y METODOS

A. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO DE
EXPLANTES DE CERVIX UTERINO POR LA TECNICA DE
HISTOCULTIVO.

1. INFLUENCIA DEL SOPORTE DE GELATINA “GELFOAM” EN LA SECRECION DE
GELATINASAS.

Se realizaron ensayos previos para verificar si la presencia del soporte de gelatina
alteraba la secrecion de gelétinasas. Para ello se realizaron 6 cultivos de biopsias de Ca CU,
se obtuvieron 2 explantes por cada una y se sometieron a cultivo de la siguiente manera: el
priinero sobre soporte de gelatina y el segundo sobre una superficie plana de membrana de
policarbonato (Insert, COSTAR). Los 12 explantes se sembraron sobre fragmentos de 0.8
cm? de gelatina estéril (GELFOAM, UPJOHN) como soporte tridimensional (previamente
hidratados en el mismo medio de cultivo), en cajas de Petri de 5 cm de didmetro y con 8 ml de
medio RPMI-1640 (GIBCO), sin rojo fenol y suplementado con aminodcidos no esenciales
500X (dilufdos 1:100, GIBCO), L-glutamina (292 pg/ml, GIBCO), penicilina-G (32 p{;/ml,
SIGMA), estreptomicina (50 pg/ml, SIGMA), gentamicina (50 pg/ml, SHERAMEX) y
fungizona (250 ng/ml, SIGMA), durante 48 h a 37° C con una atmésfera de CO2/aire. Se
cvaluaron para la presencia de contaminacién por la aparicién de turbidez en el medio durante

el cultivo.

2. INFLUENCIA DEL SUERO FETAL BOVINO EN LA SECRECION DE
GELATINASAS.

Doce explantes de Ca CU, provenientes de 6 biopsias de pacientes se someticron
« cnltivo sobre soporte de gelatina, en las mismas condiciones de cultivo descritas sdlo que se
agregd suero fetal bovino (SFB) al 10% en el medio de cultivo. Al término, los '
sobrenadantes se colectaron y se congelaron a -70°C para ser concentrados por ultrafiltracion.

Por otro lado, se realizé una separacion de gelatinasas del SFB. Cingo pl de SFB se

.
. w



26
diluyeron en 45 ul de PBS pH 7.4, se mezelaron con 20 pl de la resina gelatina-agarosa
(SIGMA) y sc incubaron por 1 h a temperatura ambiente, agitando suavemente cada 10 min.
Posteriormente, la mezcla fue centrifugada 5§ min a 1500 Xg y se lavd 2 veces de la misma
manera con 500 ul de Tris 50 mM, pH 7.4. Finalmente, ¢l botén con la resina y las
gelatinasas adsorbidas, se eluyeron después de una incubacion con 20 pl de buffer de muestra
para zimograma (sin azul de bromofenal ni B-mercaptoetanol). Las gelatinasas cluidas en el
buffer de muestra se revelaron en zimogramas de gelatina: poliacrilamida al 8%-gelatina al
0.1%.

B. CONDICIONES FINALES DE HISTOCULTIVO DE EXPLANTES DE
CERVIX UTERINO Y ANALISIS DE MMPs SECRETADAS.
1. OBTENCION DE BIOPSIAS DE CERVIX UTERINO CON LBY Ca CU.

Se recibicron 26 muestras de cérvix uterino con LB, provenientes de piczas de
histerectomias (por causas patolégicas no ncopldsicas: miomatosis uterina). Los productos de
histerectomfa fueron obtenidas por el Servicio de Cirugfa, y las muestras de cérvix se
obtuvieron del Depto. de Patologfa del Hospital General "Manuel Gea Gonz4lez". Por otro
lado, se recibicron 49 biopsias de Ca CU (etapas clfnicas IB a IV), provenientes de pacientes
de primera vez del Servicio de Ginecologfa del INCan y virgenes a cualquier tratamiento.
Todas las muestras se recibieron en tubos de 50 ml con 15 ml de medio de transporte a 4° C,
compuesto de medio de cultivo RPMI-1640, sin rojo fenol y suplementado con L-glutamina,
penicilina-G, estreptomicina, gentamicina y fungizona. Para evitar problemas de
contaminacién durante el cultivo, las concentraciones de antibi6ticos correspondieron a tres
veces méds (3X) de las utilizadas convencionalmente en cultivo, Todas las muestras fueron
registradas por nimero consecutiva, nombre del paciente, nimero de expediente, ctapa
clinica, lipo histopatolégico. Siempre se confirmé por cortes histoldgicos en ambos tipos de
explanies la presencia de fragmentos con mds del 70% de epilelio, ya sea normal y/o con
lesiones benignas (cervicitis, displasia). Los 49 casos de Ca CU sc confirmaron como

representativos (la evaluacién histopatoldgica reveld la presencia de carcinoma en mis del
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70% de las biopsias) y se integraron al estudio, después del andlisis de 65 casos recibidos
inicialmente. Los 16 casos que fueron eliminados, presentaron menos del 50% de carcinoma

en ¢l explante sembrado.

2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE CERVIX UTERINO PARA
HISTOCULTIVO.

Las biopsias con LB y Ca CU con ayuda de bisturf y pinzas cstériles bajo flujo
laminar, fueron liberadas dc vasos sangufneos y/o zonas de necrosis en 10 m! de PBS
(solucién amortiguadora de fosfatos salina) pH 7.35 con antibidticos a concentraciones 3X.
Finalmente fucron transladadas a cajas Petri estériles con 4 ml de medio de cultivo RPMI-

1640 y antibi6ticos a concentraciones 3X. En este medio, cada biopsia fue seccionada en

fragmentos (explantes) de 4-5 mm3,

3. SIEMBRA DE LOS EXPLANTES EN SOPORTES TRIDIMENSIONALES.
Los explantes fueron sembrados en fragmentos de 0.8 cm3 dc gelatina estéril

(GELFOAM, UPJOHN) como soporte tridimensional en las condiciones descritas ¢n la

seecion TA.

4. COLECCION DE LOS SOBRENADANTES Y CONCENTRACION DE LAS
PKOTEINAS.

Al término del cultivo, el medio de cada explante se congeld a -70°C.
Posteriormente fue concentrado por ultrafiltracién a 4° C, a través de membranas del sistema
de AMICON vy retenicndo las protefnas mayores de 10 kDa. La proteina contenida sc

cuantificd por el método de Bradfordss,
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C. ZIMOGRAMAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 8%-GELATINA
0.1%.

Se analizaron las gelatinasas secretadas de los siguientes ensayos:

Al. Influencia del soporte de gelatina “Gelfoam” en la scerecidn de gelatinasas.

A2. Influencia del suero fetal bovino en la secrecidn de gelatinasas.

B1. Secrecién de MMPs por explantes de cérvix con LB y Ca CU.

Cuatro pg de la proteina concentrada de cada caso, fue sometida a zimogramas de
gelatina para revelar la actividad gelatinolftica, de acuerdo a la téenica modificada de

Marbaix38 y cols. El volumen de protefna sec mezcld con un volumen igual de buffer de

muestra que consistié de buffer superior (0.5 M de Tris, 0.4% de SDS pH 6.8, 4 partes);
glicerol (4 partes), SDS al 10% (1 parte) y agua bidestilada (1 parte). El gel concentrador o de
entrada se preparé al 4% de concentracion de poliacrilamida-bis-acrilamida en buffer
superior. El gel de separacién o de corrida consisti§ de poliacrilamida-bis-acrilamida al 8%,
gelatina 0.1%, preparados en buffer inferior (1.5 M de Tris, 0.4% de SDS pH 8.8). La
gelatina utilizada como sustrato fue tipo A 300 bloom (SIGMA). El buffer de corrida
consistié de 25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina y SDS al 1%, pH 8.3. Las
clectroforesis se llevaron a cabo en minigeles (0.75 X 140 X 70 mm) durante 40 min a
temperatura ambiente y a 10 mA/gel. Al finalizar la corrida, los geles fucron lavados durante
20 min con Tritén X-100 al 2.5 % y a temperatura ambicnte. Finalmente los geles fueron
incubados en buffer TNC (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 20 mM, pH 7.4) a 37°C
durante 14-16 h. Las bandas de degradacién se revelaron con una solucién de azul de
Coomassic (R250) al 0.1% preparada cn dcido acético-metanol en proporcidn 3:1 durante 20
min, y fucron destefiidos con una solucién de dcido acético-metanol-agua (1:1:8) durante 20
min a temperatura ambiente y con agitacion. Se realizaron pruebas de activacién de formas
molcculares latentes en organomercurial: 1 mM de APMA. Los ensayos de activacién sc
realizaron de la siguiente manera. El acetato p-aminofenilmercirico fue preparado 10 mM en
solucion de Tris 50 mM sin ajustar pH (alcalino). Posteriormente, ¢l volumen de la proteina
sc mezclG con un volumen igual de Tris 50 mM, pH 7.4, y con 0.1 volutien de APMA, se

.
o
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agild suavemente y se incubd a 37° C durante 2 h. De esta manera, la concentracidn del
APMA fue de | mM. Al término de la incubacion, se mezclé con un volumen igual de buffer
dc muestra y sc revelé cn zimogramas de gelatina en las mismas condiciones descritas. Esla
prucha se realizé a sobrenadantes de explantes tanto de LB como con Ca CU.

También sc realizaron ensayos de actividad en otros inhibidores. Cuatro pg de
proteina lanto de sobrenadantes de explantes con LB como con Ca CU se sometieron a
zimograma de gelatina en las mismas condiciones descritas y, después del lavado en Tritén
X-100 al 2.5%, los geles se incubaron en buffer de TNC-5mM de 1,10-fenantrolina, TNC-5
mM de N-ctilmaleimida (NEM) y TNC-5 mM de fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF).

Finalmente, los geles se revelaron de la misma manera que fue descrita anteriormente.

D. GELES DESNATURALIZANTES DE SOBRENADANTES DE
EXPLANTES DE Ca CU.

Cinco pg de protefna del sobrenadantc se somctieron a clectroforésis en
condiciones desnaturalizantes, de acuerdo a la técnica de Laemmli66, EI volumen que conjenfa
5 pg de protefna, sc mezelé con un volumen igual de buffer de Laemmli: 0.5 M de Tris, 0.4%
de SDS pH 6.8; SDS 10%; azul de bromofenol-glicerol (2 pg/ml); p-mercaptoetanol al 99%.
Posteriormente sc someticron a calentamiento durante 1 min en bafio de agua. Al término, s¢
centrifugaron 10 min a 12 000 X g y se aplicaron al gel concentrador que consistié 4% de
poliacrilamida-bisacrilamida, y el gel separador al 10% dec la misma mezcla. Las condicioncs
dc corrida fucron exactamente iguales a las de los zimogramas de gelatina con la omision
obviamente de! sustrato (gelatina). Finalmente, los geles se tifiieron en la misma solucién de

azul de Coomassic y sc destifié en las mismas condiciones descritas.

E. ZIMOGRAMAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 10%-CASEINA
0.1%.

Para describir la presencia de MMPs no gelatinasas (por cjemplo estromelisina y
colagenasa intersticial), se ralizaron zimogramas de casefna cn las migmas condiciones

.
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descritas para los zimogramas de gelatina, con las modificaciones siguicntes: poliacrilamida al
10% de concentracién y casefna 0.1%. La casefna se prepard de acuerdo a Muskin y Soreq67,
El sustrato se disolvi6 en PBS pH 7.4 a una concentracion de 15 mg/ml. La solucién de PBS
se calenté hasta el punto de cbullicién, inmediatamente se agregd la casefna y se dejé hervir
durante 20 min. Posteriormente se dejd enfriar y cl sobrenadante se colectd para la
cuantificacién de proteina por ¢l método de Bradford6s. La cascfna utilizada fue o-casefna de
leche bovina (SIGMA). Para con{irmar la naturaleza de las MMPs se realizaron zimogramas y

s¢ incubaron en inhibidores de metaloproteinasas como I, 10-fenantrolina (10 mM), asf como
en NEM (10 mM) y en PMSF (10 mM).

F. ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS EXPLANTES DE CERVIX
UTERINO.

Todos los cxplantes se fijaron en formalina al 10% preparada en solucion de PBS
pH 7.4 durante 24 h. Al término, los tejidos sc deshidrataron en aicoholes graduales y sc
incluyeron en parafina. Finalmente se analizaron cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina
y eosina por ¢l Dr. Ricardo Delgado Chdvez, Jefe del Departamento de Patologia
Experimental del INCan. Sus reportes documentaron la presencia de epitelio representatativo
en los 26 explantes sembrados de LB asf como la presencia de Ca CU en los 49 explantes del

otro grupo,

G. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR
DENSITOMETRIA.

Los zimogramas fucron lefdos cn un densitémetro para cuantificar directamente la
actividad enzimdtica, con ayuda de un espectrofotdmetro Beckman DU 650 y bcxprcsarla en
unidades densitométricas, Las gelatinasas y caseinasas s¢ determinaron de acuerdo a su
movilidad relativa y capacidad para responder a las pruebas bioguimicas y/o en diferentes

sustratos.
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H. DATOS CLINICO-PATOLOGICOS DE LAS PACIENTES Y
EVALUACION ESTADISTICA DE LOS RESULTADOS.

Se revisaron todos los expedientes clinicos para formar la base de datos del grupo
de pacientes (Ca CU):

a). Etapa clinica.

b). Tipo histopatoldgico.

¢). Estado hormonal,

d) Respucsta a tratamiento.

Se determinaron las medianas (como medida de tendencia central) de actividad
gelatinolitica en unidades densitométricas en cada caso, y se agruparon de la siguiente
manera;

l. Andlisis de las dos formas moleculares de las gelatinasas A y B, asf como de la
estromelisina-1, secretadas por explantes tanto de LB como de Ca CU.

2. Andlisis de las gelatinasas A y B, y estromelisina-1 en sus dos formas moleculares, de
acucrdo a los datos clfnico-patoldgicos de las pacientes con Ca CU:

a) Etapa clinica: L I, Ty IV,

b) Tipo histopatol6gico: Carcinoma epidermoide, carcinoma

adenocscamoso y adenocarcinoma.
Carcinoma epidermoide:
bl) Células grandes no queratinizante,
b2) Células grandes queratinizante,

¢) Estado hormonal: menstruantes, menopausicas.

d) Respucsta al tratamicnto, principalmente posradioterapia:

No respuesta: Persistencia y/o progresién tumoral, metdstasis.
Respuesta: Control del primario y ausencia de metidstasis.

Las diferencias en las medianas de cada grupo se evaluaron con la prueba de

“U”de Mann-Whitney y se consideraron estadisticamente significativas para un valor de p

menor de 0.05. También sc realizé fa prucba de Kruskall-Wallis para verificar si las



tendencias en las medianas guardaban alguna relacidn con los datos clfnicos.
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RESULTADOS

A. INFLUENCIA DEL SOPORTE DE GELATINA “GELFOAM” EN LA SECRECION DE
GELATINASAS.

Se sabe que el microambiente que se encuentra alrededor de las células umoraics,
establece una seric de sefiales capaces de manifestar un tipo de respucsta bioldgica. Por esta
raz6n, se realizaron los ensayos para evaluar si el soporte de Gelfoam era capaz de generar
algun tipo de seial, medido por las gelatinasas secretadas. Los resultados no mostraron
diferencias notables en la sccrecion de gelatinasas A y B (figuras 2 y 3), tanto en los

explantes sembrados con y sin soporte.

1 Mré66000
Mr 72000

Mr 84 000
A Mr92000

scm

GELATINOLISIS (U.D.)

SIN GELFOAM  CON GELFOAM

FIGURA 2. Gelatinasas A (Mr 66 kDa y 72 kDa) y B (Mr 84 kDa y 92 kDa) secretadas
por explantes de Ca CU, sembrados en presencia y ausencia de Gelfoam. Se ilustra x de

6 explantes en cultivo + d.e. U.D.= lectura espectro X factor de conversién.

La diferencia no fue significativa, pero macroscépicamente fue patente la
conservacién del explante tumoral, integrado durante todo el tiempo de cultivo cuando se
sembré con soporte de Gelfoam. En ¢l otro grupo de explantes tumorales (sembrados en

ausencia de soporte), se observé la tendencia a lu disgregacion y en algunps casos hasta la
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generacién de suspensiones celulares. Este hecho marcd una ventaja importante en sembrar

explantes con el soporte de gelatina,

FIGURA 3. Zimogramas de gelatina de sobrenadantes de explantes con Ca CU sembrados
en presencia de gelfoam (carriies 1 y 3) y en ausencia del mismo (carriles 2 y 4). Se
indica la presencia de gelatinasa A (A) y gelatinasa B (B). En cada carril se aplicaron 4
pg de protefna secretada. !

B. INFLUENCIA DEL SUERO FETAL BOVINO EN LA SECRECION DE
GELATINASAS.

Tradicionalmente, los métodos in vitro se han caracterizado por utilizar el SFB al
10% de concentracién como inductor de proliferacién. Sin embargo, a pesar dc que se
reconoce la presencia tanto de inhibidores de proteinasas como de proteinasas en €1, todavia
algunos autores utilizan al SFB como suplemento para mantener ¢l cultivo celular en
proliferacion. Al incubar 5§ ml de SFB (diluido 1:10) en resina de gelatina-agarosa como fue
descrito en material y métodos, las proteinas adsorbidas revelaron actividad gelatinolftica
principalmente de 92 kDa. De esta manera, el patrén observado en la figura § podria deberse
a las gelatinasas del SFB. Por esta razon, todos los explantes se sembraron en ausencia de
SFB. Los resultados también mostraron diferencias importantes en la secrecién de las formas
molcculares de 72 kDa y 84 kDa. Las diferencias cn las cantidades de’estas tres formas

‘Nt
.
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molcculares entre explantes sembrados con'y sin SFB fueron estadisticamente significativas

(p< 0.02). La figura 4 ilustra bicn cste hecho.

50 -
®
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:4 *
~ ) 3 Mre66000
9@ a9 B Mr72000
@ [ Mr84000
6' 1 Mr 92 000
z *
E 20 1
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I: :I
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FIGURA 4. Gelatinasas A (Mr 66 kDa y 72 kDa) y B (Mr 84 kDa y 92 ¥Da) secr:atadas
por explantes de Ca CU, sembrados en presencia y ausencia de SFB. Los asteriscos
indican diferencias significativas, p<0.02, Se ilustra x de 6 explantes en cultivo + d.c.
U.D= lectura espectro X factor de conversion.
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200 KDa

92 KDa

FIGURA 5. Zimogramas de gelatina de sobrenadantes de explantes con Ca CU sembrados
en presencia de SFB (carriles 2 y 4) y en ausencia del mismo (carriles 1 y 3). Se indica
la presencia de la gelatinasa A (A) y gelatinasa B (B). En cada carril se aplicaron 4 g de
proteina secretada.

C. ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS EXPLANTES DE CERVIX UTERINO.
Finalmente, ¢l andlisis morfolégico de los casos con LB revel6 tanto la presencia
de epitelio con lesiones minimas como cervicitis cronica y/o lesiones epiteliales tipo displasias
leves a severas. En los explantes de cérvix con Ca CU, sc colectaron 65 muestras tumorales,
sin embargo después del andlisis morfoldgico sc¢ descartaron 16 casos. En estos, los cortes
ilustraron escasas zonas de carcinoma por lo que se eliminaron en ¢l anélisis final. Todos los
casos con Ca CU siempre mostraron representatividad de epitelio neopldsico: mds del 70%

(figura 6) y una excelente conservacion de los clementos histomorfoldgicos del mismo,



FIGURA 6. Cortes histolégicos de explantes con Ca CU sembrados durante 48 h
mediante la técnica de histocultivo. 6A. En este corte a bajo aumento se aprecia el
Gelfoam (GF), epitelio neoplisico (EP) y el estroma (E), 160X. 6B. Se aprecian cé!ulas
en division (flechas) asf como fibras de Gelfoam y epitelio neoplisico diferenciado,
400X.

De esta manera, se realizaron los cultivos de las 26 muestras de cérvix con LB y
en las 49 con Ca CU como se describié en material y métodos: sin SFB ni rojo fenol yen
soporte de gelatina. Se utilizé a la mediana como medida dz tendencia central (por Ia
dispersién de los datos), asf como la prucba estadfstica no paramétrica de Mann-Whitney para

evaluar las diferencias entre grupos.

D. ANALISIS DENSITOMETRICO DE LAS GELATINASAS A Y B SECRETADAS POR
EXPLANTES DE CERVIX.

La figuia 7 ilustra la distribucidn de todos los casos tanto de LB como de Ca CU
para las 2 formas moleculares de fa gelatinasa A. Las cantidades de la forma molecular de 66

kDa fueron: 13.53 y 6.0 para los explantes de LB y Ca CU, rcspcclivnmcnlf:. Como también

.
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son palentes las diferencias en las cantidades de la forma molecular de 72 kDa, y elevada para
¢l grupo de LB (190.5 vs 18.0 para explantes de Ca CU); sin embargo las diferencias no

fucron estadfsticamente significativas (p> 0.05).
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FIGURA 7. Distribucion de los casos con LB y Ca CU, para ambas formas de la

gelatinasa A secretada en cultivo: 66 kDa (Figura 7A) y 72 kDa (figura 7B). Las barras
horizontales representan la mediana en cada grupo.
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La figura 8A ilustra las cantidades clevadas de la forma de 84 kDa (forma activa

de la enzima) por ¢l grupo de explantes con Ca CU (44.36) en comparacién al grupo de LB

(0.0). Estas diferencias fueron significativas (p<0.005). Una misma tendencia se observé

para la forma molecular de 92 kDa (forma latente de la enzima, figura 8B). Las cantidades

fucron de 146.3 y 55.22 para el grupo de Ca CU y LB, respectivamente; estas diferencias
también fueron significativas (p<0.03).
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FIGURA 8. Distribucion de los casos con LB y Ca CU, para ambas formas de la
gelatinasa B secretada en cultivo: 84 kDa (figura 8A) y 92 kDa (figura’ 8B). Las barras
horizontales representan la mediana en cada grupo.
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Sc¢ pueden observar en los zimogramas las gelatinasas seeretadas tanto por

explantes de LB (figura 9A) como de explantes con Ca CU {figura 9B).
1 2 3 4 5 6 7 8 9

200 kDa

92 kDa

60 kDa

200 kDa

92 kDa

66 kDa
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FIGURA 9. Zimogramas de gelatina de sobrenadantes de explantes con LB (carriles 1.9,
figura 9A) y con Ca CU (carriles 1.9, figura 9B). En cada carril se aplicaron 4 pg de
proteina secretada por ambos tipos de cérvix. Son notables las diferencias entre ambos
grupos, principalmente la forma latente de la gelatinasa B (92 kDa, flecha) para el caso

de explantes con LB.
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E. PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS GELATINASAS SECRETADAS POR
EXPLANTES DE CERVIX.

Todas las prucbas bioquimicas revelaron que estas gelatinasas pertenceieron al

grupo de las metaloproteinasas dependientes de Zn2+: inhibicidn frente a SmM de 1,10-

tenantrolina (figura 10A). También sc ilustra fa activacién de formas latcntes en presencia de
| mM de APMA (figura 10B). '

10A

92 kDa

66 kDa

10B

FIGURA 10. Zimogramas de gelatina de sobrenadantes de explantes de cérvix, En cada
curril se aplicaron 4 pg de proteina secretada. 10A. Zimograma de gelatina revelado en
presencia de 5 mM de 1,10-fenantrolina (carriles 1-3, sobrenadantes de explantes con LB;
Carriles 4-8, sobrenadantes de explantes con Ca CU). 100, Zimograma de gelatina gue
revela sélamente la presencin de formas activas (carriles 2, 4, 6, y 8) en presencia de 1
mM de APMA, después de 2 h de incubacion a 37° C (flecha). Los carriles 1, 3, 5y7
representan  inuestras  (ue no  fueron expuestas @ organomercurial. Todos los

. ’
sobrenadantes fucron de expluntes con Ca CU.

e
«
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La actividad gelatinolitica no fue inhibida frente a SmM de NEM (figura 1TA) y 5
mM de PMSF (figura 11B). Ambos no son inhibidores especificos de MMPs.

200 kDa

92 kDa
66 kDa

200 kDa

92 kDa

6 6 k D a RPNy Hesr i s R
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FIGURA 11. Zimogramas de gelatina de sobrenadantes de explantes tanto con LB
(carriles 1 al 3) como con Ca CU (carriles 4 al 9). n cada carril se aplicaron 4 pg de
proteina secretada por ambos tipos de cérvix. 11A. Zimograma de gelatina revelado en
presencia de 5 mM de NEM. 11B. Zimograma de gelatina revelado en presencia de 5 mM

de PMSF. Ambos inhibidores no son especificos de MMDs.



43
F. CORRELACIONES ENTRE LA PRESENCIA DE INFILTRADO INFLAMATORIO EN
LOS EXPLANTES CON Ca CU Y LAS CANTIDADES DE GELATINASAS A Y B
SECRETADAS.

Se evaluaron los cortes histoldgicos de los 49 explantes con Ca CU sembrados,
con ¢l objeto de verificar la presencia de células mononucleares (infiltrado inflamatorio). Se
sabe que estas células pueden secretar gelatinasa B. Como sc aprecia en el cuadro 2, el
subgrupo de 12 explantes sin la presencia de infiltrado inflamatorio fue el que presentd las
cantidades mayores de ambas formas de la gelatinasa B. Al comparase las cantidades de este

subgrupo con los demds subgrupos, ninguna diferencia fue significativa (p>0).12).

CUADRO 2. GELATINASAS A Y B SECRETADAS POR EXPLANTES DE Ca CU, DE
ACUERDO A LA PRESENCIA DEL INFILTRADO INFLAMATORIO EN LOS

EXPLANTES . TUMORALESL,

PRESENCIA DE n GELATINASA A GELATINASA B
INFLAMACION 66 kDa 72 kDa 84 kDa 92 kDa
0 12 2.1 8.5 93.5 226.5
+ 12 7.4 41.0 351 156.0
+ + 15 7.8 17.1 73.0 183.6

+ + + 10 3.3 10.1 23.0 72.6

1. Se expresan como medianas de unidades densitométricas.

0. Ausencia de células inflamatorias.

+. Presencia de hasta 20 células inflamatorias por campo a 160.

++, Presencia de hasta 40 células inflamatorias por campo a 160,
+++. Presencia de més de 40 células inflamatorias por campo a 160.
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G. GELATINASAS A 'Y B SECRETADAS POR EXPLANTES DE CERVIX UTERINO.
PRINCIPALES CORRELACIONES CON DATOS CLINICO-PATOLOGICOS.

Al revelar las diferencias en la secrecion tanto de Ia gelatinasa A como de la B
entre ambos tipos de cérvix, se procedid a realizar las correlaciones con los datos clinico-
patolégicos de los casos con Ca CU. En el cuadro 3 sc muestran las cantidades de ambas
formas moleculares de las gelatinasas A y B, de acuerdo a la ctapa clfnica, tipo
histopatolégico, subtipos de carcinomas epidermoides, cstado hormonal y respuesta a la
radioterapia. Se compararon las cantidades de ios subgrupos de etapas 11, Il y IV contra el
subgrupo L. Ninguna diferencia fuc significativa (p> 0.2). Se puede obscrvar una relacién
directa entre las cantidades de ambas formas de Ia gelatinasa A y Ia etapa clinica de las
pacientes. Se procedié a evaluar si esta tendencia guardaba una relucién directa, mediante la
prucba no paramétrica de Kruskall-Wallis. No se observd una relacién er las cantidades
observadas tanto en I forma de 66 kDa (p=0.12) ’y 72 kDa (p=0.39) de 1a MMP-2 asi como
de 1a forma de 84 kDa (p=0.54) de ]a MMP-9. Son patentes las cantidades elevadas en las 2
formas moleculares de la gelatinasa B en los carcinomas adenoescamosos, seguido por los
carcinomas epidermoides. Finalmente, de manera general se observaron cantidades menores
de esta gelatinasa secretada por explantes con adenocarcinoma. Las comparaciones en las
cantidades de cada forma molecular de las gelatinasas, entre el grupo con carcinoma
cpidermoide y los 2 grupos restantes no fueron significativas (p> 0.1). Er ¢l cuadro 3 se
puede observar que los carcinomas‘cpidcrmoidcs queratinizantes sccretaron cantidades
mayores de ambos tipos de gelatinasas. Excepto por la forma molccular de 92 kDa de la
gelatinasa B, las  pacientes menstruanies presentaron cantidades mayores de las formas
moleculares de 66, 72 y 84 kDa. Ninguna de estas diferencias fueron significativas (p>
0.01).
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CUADRO 3. GELATINASAS A Y B SECRETADAS POR EXPLANTES DE CERVIX
UTERINO, CORRELACIONES CLINICO-PATOLOGICASL.

" GELATINASA A GELATINASA B

66 kDa 72 kDa 84 kDa 92 kDa

CERVIX L. B 26 13.5 190.5 0.0 55.2
CERVIX Ca CU:
ETAPA CLINICA

1 7 1.0 5.2 27.0 174.4

I 11 2.3 17.5 45.5 198.0

i 25 7.8 27.1 44.3 112.0

v 5 23.2 34.0 74.1 162.5

FINC* 1 35.7 10.5 29.5 147.1

TIPOQ HISTOPATOLOGICO

EPIDERMOIDE 38 6.5 19.0 43.3 130.2

¢
ADENOESCAMOSO 7 4.6 10.6 87.1 162.5
ADENOCARCINOMA 4 3.4 28,0 18,0 27.4

SUBTIPOS DE CARCINOMA EPIDERMOIDE
NO QUERATINIZANTE 3t 6.0 18.0 29.6 116.0
QUERATINIZANTE 1 13.6 24.1 60.6 166.2

ESTADO HORMONAL
MENOPAUSICA 33 6.0 17.0 40.1 147.1

MENSTRUANTE 16 13.5 23.0 71.4 128.5

RESPUESTA AL TRATAMIENTO

RESPUESTA 22 (45.5%) 6.0 18.4 50.2 188.6
NO RESPUESTA 11 (22.0%) 4.6 10.6 44.3 147.4

’

1. Se expresan como medianas de unidades densitoméuricas. *, Pacicnte operada fucra de} INCan.

[y
L
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De los 49 casos con Ca CU estudiados, 16 casos (32.5%) no cstan ch
seguimicnto (pacientes perdidas). De los 33 casos restantes (67.5%), 11 pacientes (22%) no
respondieron (NR) al tratamiento. De este subgrupo de NR, la presentacién de fas clapas
clinicas fue la siguiente: II, 3 casos; I, 6 casos; VB, 1 caso; tratado fuera del INCAN, |
caso. Ocho pacientes fueron menopausicas. Cuatro casos fueran carcinoma adenoescamoso:
3 fucron menopausicas y una fue menstruante. Los 7 casos restantes tuvieron diagndstico
histopatoldgico de carcinoma cpidermoide no queratinizante. El tiempo promedio, posterior al
término del tratamiento y a la aparicién de progresién y/o persistencia y/o metdstasis fue de
4.6 meses (con un intervalo de 1 mes-12 meses). El manejo en tos casos con persistencia y/o
meldstasis fue con quimioterapia, a base de VP-16-213, cis-platino y/o navelbine. El dltimo
subgrupo de 22 casos (45.5%) con respuesta (R) al tratamicnto, la distribucién por etapa
clinica fuc de la siguicnte manera: I, 6 casos; II, 6 casos; I, 9 casos; 1V, | caso. Tres de
cuatro casos con tipo histopatolGgico de adenocarcinoma pertenecieron a este grupo. Un dato
que llamé fa atencidn es el hecho de que dos casos con carcinoma adenoescamoso y etapas
clinicas Il y IV pertenecicron a este grupo. Los demds casos fueron del tipo cpidcrmoidt‘:. En
8 casos, las pacientes fueron menstruantes y el resto menopausicas. El tiempo promedio de
seguimiento posradioterapia en este grupo fue de 14.5 meses (intervalo de 2-19 meses). En ¢l
cuadro 3 sc ilustran las cantidades de gelatinasas secreladas de acuerdo a la respuesta al
tratamiento. Sc puede observar que las pacientes que respondicron a la radioterapia,
presentaron medianas mayores de gelatinasas secretadas que las que no respondicron, Estas

diferencias no fueron significativas (p> 0.2),

H. OBSERVACION Y POSIBLE NATURALEZA DE BANDAS DE ALTO PESO
MOLECULAR EN GELES DESNATURALIZANTES.

Durante el andiisis zimogrifico fueron patentes gelatinasas de alto peso molecular:

130/140 kDa, 170/180 y 200 kDa. Sc ha propuesto que estas formas molcculares pueden
corresponder a dfmeros 6 rfmeros de las gelatinasas A y B68-69, Cuando una muestra de

sobrenadante sc prepard con buffer de Lacmmli (conteniendo f-mercaftoctanol, dodecil

.
< e
4
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sulfato de sodio y azul de bromofenol, ademds de hervir 1 min la muestra cn bafio Marfa)
para gel desnaturalizante, y sc compard con una muestra preparada con buffer de mucstra
para zimograma (contenicndo s6lamente dodecil sulfato de sodio), sc observé la desaparicion
(figura 5, carriles 1, 2, 3) de bandas de alto peso molecular (de més de 100 kDa). Esto

sugicre que estas bandas correspondieron a oligomerizaciones de ambas gelatinasas,

200 KDs

92 KDa

66 KDa

40 KDa

FIGURA 5. Gel desnaturalizante de sobrenadante de explante tumoral, tratado con buffer
de Laemmli (1, 2 y 3); se aprecia la desaparicion de bandas de 200 kDa (A),
Sobrenadantes tratados con buffer de muestra (1, 2° y 3°); es evidente la disminucién de
bandas de 87-90 kDa ( B). Se Hustran diferentes cantidades de protefna: 2.5, 5.0 y 7.5 pg
en los carriles 1 y 15 2 y 2'; 3 y 3, respectivamente.

I. SECRECION DE GELATINASAS DE ALTO PESO MOLECULAR POR EXPLANTES
DE CERVIX.

Finalmente, el andlisis de gelatinasas de alto peso molecular se realizé tanto en los
sobrenadantes de explantes de cérvix con LB como en aquellos provenientes de Ca CU
(figura 12). Las cantidades de la banda de 140 kDa fucron de 0.0 y 3.23, para las mucstras

con LB y Ca CU, respectivamente, Para la banda gelatinolitica de 200 kDy, las cantidades
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fueron de 0.035 y 6.3, respectivamente, para los explantes con LB y con Ca CU. Las
diferencias en las cantidades de ambas gelatinasas fueron significativas (p< 0.025 y p< 0.01,

respeclivamente).
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FIGURA 12, Distribucion de los casos con LB y Ca CU, para formas de gelatinasas de
alto peso molecular. Se indican las diferentes movilidades relativas. Las barras
horizontales representan la mediana en cada grupo,

J. ANALISIS DE ESTROMELISINA-1 SECRETADA POR EXPLANTES DE CERVIX.
Del andlisis de Ias proteinasas que degradaron caseina, se dcterminaron las
medianas de degradacion y las movilidades relativas, Como se describié anteriormente, en

este sustrato se¢ puede determinar la presencia de estromelisinall,38. Algunas de las

movilidades obtenidas fue de un par de bandas con pesos de 52 y 60 kDa que nunca
aparecicron en zimogramas de gelatina. Estas bandas de degradaci6n respondicron a la
inhibicion frente a 10 mM de 1,10-fenantrolina y permanecicron sin inhibicién frente a 10
mM de NEM y 10 mM de PMSF. Dc csta mancra, este par de proteinasas parccen
corresponder a la forma activa y latente (respectivamente) de la estromelisina-1. De esta
mancra se procedid a determinar la distribucién de los casos tanto con LB como con Ca CU.

(figura 13). Las cantidades de la forma de 52 kDa del grupo de explantes ¢on LB y con Ca
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CU fueron: 9.9 y 11.7, respectivamente. Las cantidades de la forma de 60 kDa fueron de 8.1
y 10.6, respectivamente para el grupo de explantes con LB y Ca CU. Estas diferencias no

fueron significativas (p> 0.1).
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FIGURA 13. Distribucién de los casos con LB y Ca CU, para ambas formas :le la

estromelisina-1 (52 kDa y %0 kDa) secretada en cultive. Las barras horizontales
representan la mediana en cada grupo.

K. CORRELACIONES ENTRE LOS NIVELES DE ESTROMELISINA-1 Y DATOS
CLINICO-PATOLOGICOS

Posteriormente, se realizaron las correlaciones entre los datos clfnico-patolégicos
de las pacicntes y las cantidades de ambas formas de estromelisina-1. Las cantidades de
estromelisina-1 distribufdas de acuerdo a la etapa clinica no revelaron datos importantes o

alguna tendencia en particular (Cuadro 7).
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CUADRO 7. ESTROMELISINA-1 SECRETADA POR EXPLANTES DE CERVIX
UTERINO. CORRELACIONES CLINICO-PATOLOGICAS!,

FORMAS MOLECULARLES

n 52 kDa 60 kDa
CERVIX L. B 2% 9.9 8.1
CERVIX Ca CU:
TIPO HISTOPATOLOGICO
EPIDERMOIDE 18 0.18 0.9
ADENOESCAMOSO 7 4.0 10.0
ADENOCARCINOMA 4 3.4 3.2
ESTADO HORMONAL
MENOPAUSICA 13 5.6 6.5
MENSTRUANTE 16 0.0 0.0
RESPUESTA AL TRATAMIENTO .
RESPUESTA 22 0.0 0.6
NO RESPUESTA 11 0.18 7.0

1. Se expresan como medianas de unidades densitométricas.

Sin embargo, cuando se realizaron las correlaciones de acuerdo al tipo
histopatolégico del carcinoma, fueron cvidentes cantidades elevadas de ambas formas
molcculares de la estromelisina-1 en los carcinomas adenoescamosos. El grupo de
carcinomas cpidermoides revel6 cantidades menores de esta proteasa (cuadro 8). Los
explantes de las pacicntes menopausicas presentaron cantidades mayores que las secretadas
par explantes de pacientes menstruantes. Finalmente, las pacientes que no respondicron al
tratamicnto mostraron cantidades clevadas para ambas formas de la estromelisina-1. Las
diferencias en cstos dos dltimos grupus (estado hormonal y respucsta al tratamiento) no

fucron significativas (p> 0.05). ’
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J. ANALISIS DE CASEINASAS MENORES DE 30 kDa SECRETADAS POR
EXPLANTES DE CERVIX. CORRELACION CON DATOS CLINICO-PATOLOGICOS.

Durante el andlisis de los zimogramas de caseina, también se¢ revelaron otras
bandas de menor peso molecular. Algunas de ellas fueron
1. Un par con movilidades de 46 y 34 kDa.

2. Una banda de 28 kDa.
3. Tres bandas de 24, 22 y 20 kDa.

Se realizaron ensayos de exposicién al inhibidor de metaloenzimas |,10-
fenantrolina, de cistefn-proteinasas (NEM) y de serfn-proteinasas (PMSF). E! par de bandas
de Mr de 46 y 34 kDa fueron inhibidas con 10 mM de 1, 10-fenantrolina por lo que revel6 su
naturaleza de MMP, Por su Mr calculada y su comportamiento bioquimico, es posible que
corresponda a la colagenasa intersticial 6 MMP-1. Sélo 18 casos con Ca CU fueron positivos
a este par de proteinasas y, entre los hallazgos importantes cabe destacar que 14 de los 18
explantes también secretaron estromelisina- 1. Es importante mencionar que 5/7 casos con tipo
adenoescamoso no respondieron al tratamiento y presentaron este par de bandas. Estas
mismas pacientes también fueron positivas a la presencia de las bandas de 52/60 kD‘a de
cstromelisina-1. Diez de los 12 casos con tipo histoldgico de carcinoma epidermoide fucron
del tipo no queratinizante. S6lo 5 casos de este grupo de carcinomas positivos a las bandas de
46/34 presentaron actividad tumoral, sin embargo también secretaron estromelisina-1.

Cinco muestras de pacicntes revelaron la presencia de una banda de 28 kDa. Esta
banda fue inhibida cn presencia de 10 mM de NEM, por lo que puede representar una cistefn-
proteasa. Los datos importantes de hacer notar son los siguientes: 2/5 pacientes tuvicron
diagnéstico de carcinoma adenoescamoso, los casos restantes fucron carcinomas
epidermoides no queratinizantes. Cuatro de estas cinco pacientes no respondieron al
tratamiento y s¢ encuentran con actividad tumoral,

Finalmente, algunos zimogramas de caseina revelaron una banda de 26 kDa,
cuando se cargaron 7.5 pg de protefna, pero cuando se cargé menos protefna (4 pg de

proteina), esta banda desaparecid y se revelaron 3 bandas con movilidados de 24, 22 y 20

-
LITOT
‘
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kDa. Estas tres bandas fueron inhibidas con 10 mM de NEM, lo que puede sugerir su
naturaleza de cistefn-proteasa y 21 casos fueron positivos a ellas. El cuadro 8 ilustra los datos
importantes. Los casos con tipo adenocarcinoma presentaron las cantidades més elevadas que
cl resto del grupo, sin embargo al compararse con las cantidades de los 2 grupos restantes no
revelaron ninguna diferencia significativa (p> 0.1). Otro hecho que llamé la atencién fueron
las cantidades elevadas en el grupo de pacientes menstruantes que en las pacientes
menopausicas, una tendencia similar observada del andlisis obtenido de las gelatinasas. Estas
diferencias tampoco fucron significativas (p> 0.2). Los explantes de las pacientes que no
respondieron a la radioterapia, también presentaron las cantidades mds elevadas y sélo se
obscrvé una tendencia a la significancia al comparase con las cantidades de los explantes de

las pacientes que sf respondieron al tratamiento (p= 0.06).
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CUADRO 12. MEDIANAS DE DEGRADACION DE CASEINA DE
SOBRENADANTES DE EXPLANTES CON Ca CU. ANALISIS DE BANDAS

CON MOVILIDAD DE 24kDa, 22 kDa y 20 kDa!,

M E D I A N A S
] 24 kDa 22 kDa 20 kDa

TIPOS HISTOPATOLOGICOS: 49

Epidermoide 38 0.65 20 ' 5.1
Adenocarcinoma* 4 6.7 116 340
Adenoescamoso 7 1.5 27 8.7
ESTADO HORMONAL 49
menopausicas 3 0.3 1.7 2.7
Menstruantes® 16 3.0 2.7 13.4

RESPUESTA RADIOTERAPIA 323

Respuesta 22 04 13 2.7
No Respuestaco 11 2.7 26 81
* p> 01 % p>02 oo, p=0.06

1. Se expresan como medianas de unidades densitotmélricas,
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DISCUSION

A. LA GELATINASA B COMO PROTEINASA CARACTERISTICA DE
EXPLANTES CON Ca CU.

El objetivo del trabajo fue describir por un lado las MMPs secretadas por
explantes tanto de LB como de Ca CU y por otro lado, establecer las correlaciones con los
datos clinico-patolégicos del grupo con Ca CU. De acuerdo a los resultados obtenidos, la
gelatinasa B fue caracterfstica de explantes con Ca CU, ya que las diferencias en las medianas
con ¢l grupo de explantes con LB fueron estadisticamente significativas. Esta enzima sc ha
reportado en concentraciones séricas elevadas en pacientes con cdncer de mama y colon39, se
ha documentado en modelos murincs de cdncer de mama70, Se ha verificado su secrecién en
sobrenadantes de explantes tumorales de préstatas2, y de células embrionarias transformadas
de rata75 asf como en lfneas celulares de melanoma humano?2, Esta gelatinasa se ha
documentado en neoplasias epiteliales, sin embargo algunas células mononucleares como
leucocitos y macréfagos también la sccretan4!, De esta manera, la presencia de infiluado
inflamatorio se debe evaluar principalmente en las biopsias tumorales de estudio. El andlisis
histolégico de los 49 explantes con Ca CU revel6 la presencia de células inﬂamalorius_, sin
embargo, a pesar de que las diferencias no fueron significativas, se evidenciaron cantidades
mayores en ambas formas de la gelatinasa B en el subgrupo de explantes que carecieron
histolégicamente de células inflamatorias. Lo que se observd mds bien fue un efecto de
represion en la secreci6n, ya que las cantidades de ambas formas de la gelatinasa B siempre
fueron menores en los 3 subgrupos positivos a células inflamatorias. Sin embargo, es posible
que en ¢l sobrenadante de cultivo, también las células inflamatorias hayan contribufdo a la
secrecién de MMPs. Este hecho sélo se podrd comprobar por medio de inmunohistoquimica,
También es importante mencionar que csta enzima estd involucrada directamente cn los
procesos de angiogénesis: induce la replicacién de las células endoteliales? y por

inmunohistoquimica se ha revelado que estas células son fuentes scerctoras de esta !
’
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cnzima’374, Experimentos de migracion de células de misculo liso, provenientes de aortas
de macacos demostraron que las MMPs, pero principalmente la MMP-9 son necesarias para
la migracion Gptima de las células a través de la MEC. La migracidn [ue inhibida por o2-
macroglobulina y 1,10-fenantroling, inhibidor especifico de MMPs75. Finalmente, las altas
cencentraciones de la forma molecular de 92 kDa de esta gelatinasa, sugiere la capacidad
potencial de poder convertirse a su forma activa de la misma (84 kDa) ¢ incrementarse ¢n
consecuencia la degradacion de la MEC. Este hecho se pucde realizar, via otras proteinasas
que degradan componentes de la MEC como la plasmina78.27, Con los resultados obtenidos
en cl presente estudio y especificamente en el grupo de Ca CU, se revela que esta neoplasia
también cs capaz de secretar la gelatinasa B y por lo tanto, degradar componentes de la MEC
abriendo vias de colonizacién aseguradas por angiogénesis. La angiogénesis no es un
requisito dnico pero sf indispensable para cualquier invasion tumoral’®. El crecimiento de un
tumor sélido sc desarrolla en 2 fases: una sin vascularizacion en la que ol tumor existe como
agregados de células ncopldsicas mantenidas por difusién simple de oxfgeno y nutricntes. La
scgunda fase es vascular e inicia cuando el crecimiento es superior a los 3 mm2, ExistC un
balance entre la proliferacién celular en la periferia y mucrte (necrosis) en el centro del
mismo. Una vez vascularizados los tumores, se mantiencn por perfusién y su crecimiento
tiende en estas condiciones a ser rdpido y exponencial’?. Se sabe que el Ca CU ¢s una
ncoplasia de invasién locoregional. Clfnicamente, un gran nimero de pacicntes con
carcinoma invasor llcgan con hemorragias impartantes incluso con cuadros de ancmia. El
manejo de las pacicntes cs transfundir con paquete globular antes de entrar a la radiotcrapia.
Estos hechos se pueden explicar en parte por la capacidad que tiene ¢l Ca CU de secretar altas

concentraciones de csta gelatinasa.
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B. LA GELATINASA A COMO PROTEINASA CARACTERISTICA DE
EXPLANTES DE CERVIX CON LB.

La gelatinasa A sc ha cstudiado y descrito ampliamente en diversas ncoplasias.

Su secrecidn en altas concentraciones ha servido como marcador de metdstasis en neoplasias

dc mama63,78, colo-reclales64,79.80, préstata62,81, pulmonares60, de cavidad oral6!.82, de
hueso83 y de eséfagod4 entre otras. También se ha descrito como marcadora tumoral en
diversos modelos murinos de céncer8S, en lnecas ceiulares transfectadas con

oncogencs?1,86.87 y secretada en Ifneas tumorales humanas88.89, Los cortes histoldgicos de

los explantes de cérvix con LB siempre mostraron componentes importantes de cstroma,

entre ellos a fibroblastos. Durante ¢l desarrollo embrionario de ratones, la expresion de la
gelatinasa A se restringe a tejidos derivados del mesénquima26, De esta manera, el hecho de
haber enconttado nfveles elevados de esta enzima en explantes de LB, no es un hecho
singular. Dancri-Navarro et. al42 también demostraron la aparicion dc una banda de 66 kDa
que degrad6 gelatina, en el 50% de los extractos de cérvix normal. Se ha reportado que las
célulus del mesénquima son fuentes potenciales de esta gelatinasa, concretamente
fibroblastos4!. Ademds, durante el ciclo del endometrio humano la expresién del RNAm de la
gelatinasa A se mantienc a lo largo del ciclo menstrual, localizdndose los mensajeros en cl

estroma y no en el epitelio26, También sc ha descrito en céncer de mama que el estroma que

rodea a las células neopldsicas es fuente por excelencia de la gelatinasa A40, Este hecho pucde
explicar ¢l haber encontrado cantidades elevadas de la gelatinasa A por explantes de cérvix
con LB. Sin embargo, esta observacién sc podrd corroborar sélo con estudios de
inmunohistogufmica. Marbaix38 et al han reportado la secrecion tanto de esta gelatinasa como
de estromelisina-1 en explantes de endometrio, y la alicracién en el patrdn de las enzimas por
efecto de progesterona. No describen en detalle su modelo de cultivo de explante. Lo que cs
patente es que los epitelios tanto del endometrio como del cérvix uterino deben ser

reemplazados debido ai ciclo menstrual, por lo que también estan sujetos al estimulo
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hormonal. Las MMPs pucden ser reguladas y de hecho Marbaix38 reporta que la
progesterona cs capaz de inhibir a la gelatinasa B. No sélo las hormonas esteroides, sino
también los factores de crecimicnto, asf como las monocinas son capaces de regular la
secrecion de MMPs20, Nuovod? et al demostraron por RT-PCR que los DNAs
complementarios de gelatinasas A 'y B asf como de los TIMP-1 y TIMP-2, estaban

restingidos s6lamente a las células neopldsicas y células del estroma circunvecino a las zonas

de células tumorales en cortes histoldgicos con Ca CU,

C. CORRELACIONES ENTRE LOS NIVELES DE GELATINASAS A Y B,
ESTROMELISINA-1, Y LOS DATOS CLINICO-PATOLOGICOS DE LAS
PACIENTES.

La tendencia a incrementarsc las cantidades de ambas formas molcculares de la
gelatinasa A d'e acuerdo a la ctapa clfnica, puede revelar algunas fases durante la progresin
wmoral de esta ncoplasia. Sin embargo, en los 49 casos estudiados de Ca CU no sc observd
una relacién directa (Kruskall-Wallis, p> 0.12). Es posible que la falta de significancig fue
debida al nimero bajo de casos en cada grupo de acuerdo a 1a etapa clfnica. Este hecho fue
evidente para las dos formas molcculares de la gelatinasa A. Por otro lado, Guilles4! et al
reportaron que lfneas de epitelio cervical transfectadas con HPV-33 ademds con y sin
cotransfeccion con el oncogen ras, se arreglan al inducir organoides con matrices en dos tipos
morfolégicos:

Grupo L. Lesiones similares a neoplasias intracpiteliales cervicales I y las células con
morfologfa cpitelial.

Grupo I1. Lesiones organizadas como carcinomas microinvasores y las células con
morfologfa de tipo mesenquimatoso (incluso vimentina positivos). En este Giimo grupo, las
células sc comportan invasoras in vitro y a diferencia del primer grupo, fueron capaces de
seeretar ademds de gelatinasa B también la gelatinasa A. En este modelo in vitro de
progresién tumoral, la presencia de gelatinasa A denoté las células con capacidad de
progresion tumoral. Estos hechos pueden explicar la relacion directa entre las medianas de

tm
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ambas formas de la gelatinasa A y las ctapas clinicas de las pacientes. Otros autores también
han reportado la correlacién entre potencial invasor elevado y alta expresion de esta
gelatinasad. 11, Dancri-Navarro ef. al.42 demostraron una correlacion entre la actividad
proteolitica de los extractos de lus diferentes lesiones de cérvix uterino y las lesiones que se
desarrollan en Ia historia natural del Ca CU; normal< Iesiones de bajo grado< lesiones de alto
grado< Ca CU. Estas tendencias se han reportado también de acuerdo al grado de
diferenciacién histolégica en carcinoma de coldn64,79 y de acucrdo a la ctapa clinica cn
estudios de cdncer de prostatadl.

De acuerdo al tipo histopatoldgico, los carcinomas adenoescamosos secretaron
cantidades mayores dc ambas formas molecuiares de la gelatinasa B y de la estromelisina-
asf como en 5 de 7 casos la presencia ademds de colagenasa intersticial. Clinicamente, se sabe
que las pacientes con este tipo histopatoldgico cursan con una enfermedad mds agresiva, que

la que se observa en pacientes con carcinomas epidermoides?2. La gelatinasa B como s¢

menciond anteriormente es potencialmente angiogénica’3.74 y de manera general se sabe que
4

cs de mal pronéstico observar un fndice elevado de angiogénesis en cualquier tumor s 6lido%3,
Esta gelatinasa secretada cn altos niveles, puede reflcjar una caracterfstica particular en cl
carcinoma adenoescamoso y que puede explicar el comportamiento bioldgico del mismo.
También el haber observado cantidades elevadas de las cistein-proteinasas de 24 kDa, 22 kDa
y 20 kDa, principalmente en casos con adcnocarcinoma, pueden caracterizar a este tipo de
carcinoma que también clinicamente se comporta con un curso més agresivo. Los carcinomas
queratinizantes, por estar en una fase mejor difcrenciada que los no queratinizantcs,
responden mds lentamente a la radioterapia pero recurren menos que los no queratinizantes3,
Bajo ecstos hechos observados en la clinica, es diffeil explicar porqué se observaron
cantidades clevadas de ambas gelatinasas cn ¢l subgrupo de pacientes con carcinomas
queratinizantes. Es posible que existan otros factores potenciales, quizd de tipo genético §
epigenético que estén inducicndo ese fenotipo de alta scerecion de protcinasas en los de tipo
queratinizantes, Un hecho que puede mencionarse, es que el VPH-16 csfd cstrechamente

.
Do
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asociado a los carcinomas epidermoides queratinizantes?4. Factores que cstimulen las zonas
promotoras de los genes del VPH (sitios AP-1, por cjemplo), pucden también activar algunos
genes de MMPs que ticnen también sitios AP-1 en sus zonas promotoras (por ejemplo de la
gelatinasa B). Daneri-Navarro et al42 paponen también la posible influencia del VPH sobre
algunos genes que codifican para algunas proteinasas, en las células tumorales y de lesiones
premalignas.

Finalmente, se observd que en los mismos casos (que secretaron estromelisina- |
también se revelé una banda que (por la Mr de 34 kDw/46 kDa y la inhibicién en presencia de
1,10-fenantrolina) parece corresponder a colagenasa intersticiai. Se ha documentado in vitro
que la expresion del gen de la estromelisina-1 lleva también a la expresién del gen de la
colagenasa intersticial, porque comparten las mismas zonas reguladoras en la regién del
promotor del gen78.26, Esto puede explicar ¢l hecho de haber encontrado cn 14 de 18
carcinomas la secrecién de ambas MMPs, Dicz casos de 12 con carcinoma epidermoide
fueron no queratinizantes y secretaron también las 2 bandas. En 5 de 7 casos con carcinoma
adenoescamoso se revelaron también las bandas de 34 kDa/46 kDa. Dancri-Navarro et.‘al. 42
también demostraron la presencia de una banda de 45 kDa en el 50% de los extractos con Ca
CU cvaluados.

El cpitelio endometrial normal estd sujeto a recambios dirigidos por ¢l ciclo
menstrual38, En las mujeres menopausicas, los epitelios tanto de endometrio como del eérvix
sufren atrofia, por lo que no requieren de recambios. No es posible saber si esta caracterfstica
hormonal pueda también aplicarse al epitelio de cérvix wmoral y explicar el hecho de haber
vbservado la secrecion tanto de gelatinasas como de algunas caseinasas, en menores
cantidades en explantes de pacientes menopausicas, que el sceretado por explantes de
pacientes menstruantes. Lo cierto cs que las pacientes menopausicas responden mejor a la
radioterapiads. Hay que recordar que las hormonas csteroides modulan la seerecion de
MMPs3896, Si bien cs cierto gue tienen un efecto inhibidor, las células epiteliales normales
del cérvix uterino requicren de estas hormonas para su proliferacidn y renovacions. Quizd

.
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este dltimo hecho este promoviendo en las pacientes con Ca CU y menstruantes, a que las
células tumorales esten sujetas méds bien a proliferacion y correlacione con el peor pronéstico
(ue tienen cstas pacientes.

Fuc un resultado sorprendente el haber revelado medianas mayores de gelatinasas
en los casos que sf respondicron a la radioterapia. Un andlisis de subgrupos de pacientes
menstruantes y menopausicas en este grupo de respuesta y no respuesta a tratamicnto,
también revel6 la presencia de cantidades clevadas siempre en aquellos grupos con respuesta
al tratamiento. No s posible dar una explicacitn a este hecho” Sin embargo, las pacientes sin
respucsta a la radioterapia presentaron cantidades elevadas de ambas formas de la
estromelisina-1, asi como a las bandas dc 24 kDa, 22 kDa y 20 kDa e¢n zimogramas de
casefna. Debido al grupo tan diverso en sus caracteristicas clinico-patoldgicas, estos hechos
s¢ deberdn evaluar con grepos terapéuticos para confirmar si tienen cstas proteinasas algin
valor de tipo prondstico.

La expresion del RNAm de diferentes estromelisinas, ya sca por andlisis cn
Northern blot o por hibridacién in situ se han rcalizado principalmente en ncoplasias como

P
carcinomas cpidermoides de vabeza y cuello61.97.98, cdncer pulmonar98, cdncer de
mama20.99, cdncer cpidermoide y basocelular de piel!t00 y en cdncer de cséfago84. Sin
embargo, ninguno de cllos ha revelado la presencia de la enzima en zimogramas. Algunos de
las resultados que han obtenido destacan por un lado, la presencia de los RNAm de
estromelisina-1 y 2 en células tumorales localizadas a lo largo de la membrana basal, en
grupos de células neopldsicas bicn diferenciadas y no invasoras en cdncer de mamato!,
Finalmente, también cn casos con cdncer de mama, tanto ¢l RNAm como la proteina de la
estromelisina-3 se documentd en fibroblastos que rodean a las células neopldsicas y este
patrdn se observé tanto en tumores primarios como en metdstasis!02, Las correlaciones
clfnico-patoldgicas importantes al revelar la expresion del RNAm de las diferentes
estromelisinas en las muestras cstudiadas, destaca la relacion directa con la invasion local,

menor diferenciacion del carcinoma, invasion vascular y metdstasis a ganglios linfiticos. Del
¥ 4
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andlisis clinico-patoldgico de los resultados obtenidos en las 49 muestras de Ca CU que
secretaron estromelisina-1, cabe destacar que los casos con carcinoma adenoescamoso y en
carcinomas epidermoides queratinizantes presentaron medianas elevadas de estromelisina-1.
Es importante puntualizar que el carcinoma adenoescamosa es clinicamente més agresivo que
el tipo epidermoide92. Este hecho correlaciona con la propuesta de Matrisian, sustentada con
¢l modelo de cdncer de picl experimental en ratones. El modelo reveld que tanto las lesiones
de alto grado (papilomas independientes) asf como en carcinomas con invasién a dermis y
misculo y metastdsicos, los niveles de RNAm de cstromelisina-1 se elevan de manera
importante!03, Esto refleja el hecho de establecer una correlacion entre carcinomas y/o
lesiones con conducta biolégica mds agresiva y la expresidn y/o sccrecién de estromelisina- |
en nfveles elevados, en comparacion a carcinomas “tedricamente” menos agresivos como el
tipo epidermoide 194, Los carcinomas que no responden al tratamiento (por ejemplo a la
radioterapia), representan un grupo de neoplasias con comportamiento biolégico agresivo, El
grupo de pacientes que no respondicron a la radioterapia, presentaron el nivel mayor de
estromelisina- 1. Sin embargo, entre las caracterfsticas importantes a destacar cn el grupo de
11 casos sin respuesta al tratamicnto son que 4 de los 7 casos con tipo histolégico fueron
adenocscamoso y ningiin caso presentd etapa clinica L. Por otro lado, lama Ia atencion que no
se observaron niveles clevados tanto de las gelatinasas A y B, como de la estromelisina-1 en
los carcinomas epidermoides no queratinizantes. Este tipo de carcinomas pueden responder
mds rdpido a la radioterapia pero recurren en las pacientes en menos tiempoi20. Justamente,
en este grupo de pacicentes sin respuesta a la radioterapia todos los casos (excepto los de tipo

adenoescamoso) presentaron carcinomas epidermoides no queratinizantes.
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D. CORRELACIONES ENTRE LOS NIVELES DE LAS PROTEINASAS
MENORES DE 30 kDa Y LOS DATOS CLINICO-PATOLOGICOS DE LAS
PACIENTES.

Las 3 bandas de 24 kDa, 22 kDa y 20 kDa con naturaleza de cistein-proteasa
correlaciond con niveles clevados en casos con adenocarcinoma y cn pacientes que no
respondicron a la radioterapia. A pesar de no haber sido significativas las diferencias entre las
cantidades en ¢l grupo de adenocarcinoma, al compararse con los grupos de tipo epidermoide
y adenoescamoso, son patentes las diferencias. Estas bandas pueden reflejar posiblemente
una expresion caracterfstica (6 fenotipica) de los adenocarcinomas y por otro lado, al grupo
de pacientes que no respondieron a la radioterapia. En este punto, es importante puntualizar
que las diferencias tendicron a la significancia (p= 0.06), al comparasc las cantidades con el
grupo de respuesta al tratamicento.

En relacién a la banda que degradd casefna con Mr de 28 kDa y con posible
naturaleza de cistefn-proteasa, cabe resaltar que 2 casos fueron de tipo histolégico carcinoma
adenoescamoso y 4 de los 5 casos que la secretaron no respondieron al tratamiento, Dapcri-

Navarro et. al.42 también demostraron la presencia de una banda de 28 kDa en el 50% y 30%

de los casos con lesiones de alto grado y en aquellas con Ca CU, respectivamente.

E. NATURALEZA DE LAS BANDAS GELATINOLITICAS MAYORES DE
100 kDa.

Los trabajos de revisién de Woessner7.11, Matrisian8.26 y Stetler-Stevenson?.10
en relacién a MMPs, no han descrito enzimas con pesos moleculares superiores a los 100
kDa. Sin embargo algunos autores como Bernhard et al69, Nakajima et al105, y de
Koshikawaet a/196 también han reportado MMPs mayores de 100 kDa, pero no existe
consenso en relacién a su naturaleza y significado bioldgico. Koshikawal06 ¢t al reportaron
proteinasas de 150 kDa, sin embargo a pesar de su actividad gelatinolitica, por prucbas de

inhibicién con PMSF concluyeron su naturaleza de serfn-proteasa y con anticuerpos
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polictonales la definen como calicrefna tisular. Bernhard et al9 reportaron una gelatinasa de
240-250 kDa, secretada por células embrionarias y transformadas de rata. Dancri-Navarro er.
al.42 demostraron la presencia de una banda de 150 kDa en extractos de lesiones del cérvix
uterino, con una frecuencia del 20% tanto en muestras con Ca CU, como en aquellas con
lesiones de alto grado. En el presente estudio s¢ revelaron también gelatinasas secretadas de
alto peso molecular por ambos tipos de explantes. Todas las gelatinasas mayores de 100 kDa
descritas en este estudio fueron inhibidas solamente con SmM de 1,10-fenantyolina, por lo
que se determino su naturaleza de metaloenzima dependicnte de Zn2+. Se sabe que estas
gelatinasas de alto peso molecular pueden corresponder a oligomerizaciones de las cuatro
formas de gelatinasass8, Por las intensificaciones de las bandas de 92 y 72 kDa de protefna en
geles desnaturalizantes, después de semeter a condiciones reductoras una muestra de
sobrenadante; sc pucde proponer que estas metaloenzimas correspondicron a

oligomerizaciones de las gelatinasas Ay B,

F. UTILIDAD DEL MODELO DE HISTOCULTIVO DE EXPLANTES DE
CERVIX UTERINO PARA EVALUAR PROTEINASAS.

Los estudios que han analizado las MMPs secretadas por tejidos tanto tumorales
como normales del aparato ginecoldgico, no han tenido la consistencia desde su diseio como
en los resultados obtenidos, Ya sea que revelen resultados generados de cullivos

cclulares3941, o que analicen un nimero muy pequeiio de casos tanto de tejidos normales

como tumorales3?. Finalmente, nadie ha descrito las condiciones de los cultivos38 y cste
aspecto es importante de considerar, ya que tanto el sucro fetal bovino, como otros
suplementos del medio de cultivo, pucden alterar de manera importante la secrecién de
proteinasas en cualquier sistema in vitro, como quedé demostrado tambicén en este estudio, El
modclo de histocultivo utilizado en el presente estudio, es una modificacidn del descrito por
Leighton!07 en 1951 y retomado por Hoffman 108 en 1987. Las gelatinasas secretadas por los
explantes de ambos tipas de cérvix uterino, pueden reflejar potencialmente chmo estos icjidos

-
- a
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las pueden sceretar in vivo. El modelo de histocultivo utilizado revel6 la conservacion de los
clementos tisulares asf como su organizacion topoldgica. También se demostrd que el soporte
de gelatina no interfirié de mancra importante en la secrecidn de gelatinasas. El modelo de
histocultivo de Hoffman!08 ha sido utilizado para evaluar quimiosensibilidad a
antincopldsicos en difercntes tipos de neoplasias. Su modelo mostré una aita correlacién entre
la quimiosensibilidad in vitro y la respuesta clfnica. Este hecho respalda Ja utilizacién del
modelo y can los resultados obtenidos abre las posibilidades de intensificar el estudio a

cualquier tipo de neoplasia.
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CONCLUSIONES

A. VENTAJAS Y APLICACIONES DEL MODELO DE HISTOCULTIVO DE
EXPLANTES DE CERVIX UTERINO.

El modelo de histocultivo utilizado tiene varias ventajas sobre los ensayos
clonogénicos. También sobre los estudios que evaluan proteinasas de homogenados celulares
y/o tisularcs. Los cnsayos clonogénicos sélo estudian el comportamicnto de uno 6 algunos
tipos celulares del carcinoma. Recordando que cualquicr tumor es un complejo de varias
clonas, estos ensayos solo analizan una fraccién del tumor. Por otro lado, es importante
reconocer las diferencias que existen en las proteinasas determinadas como productos de
secrecidn, de las contenidas en homogenizados celulares. En este contexto, Sawaya et al!09
reportaron nfveles clevados de la gelatinasa de 72 kDa y baja scerecidn del activador del
plasminégcn(; tipo tisular (APt) en cultivo de astrocitos de rata, después de exponer a
radiacién ionizante, Estas proteinasas fueron determinadas como productos de secrecion.
Estos hallazgos fueron completamente contrastantes al andlisis obtenido de proleirlasas
contenidas cn homogenizados celulares. El daio que sc observa en los pacientes con tumores
del sistema nervioso central debido a los efectos de la radiacion correlaciond con los
resultados reportados por Sawaya et all%. La inyeccion intracerebral de la colagenasa de 72
kDa activada en ratas adultas produce después de 24 ivoras necrosis masiva, con inlilrado de
polimorfonucleares, vasos sanguincos llenos de fibrina, diapédesis de proteinas y
eritrocitos! 10, El APt tiene entre otras funciones el iniciar la disolucidn de coidgulos de
[ibrina, por lo que su secrecién en bajas concentraciones impide permear los vasos
sangufneos alectados en la zona que recibid radiacion ionizante!It. Estos resultados
demuestran claramente la importancia de evaluar las proteinasas como productos de
secrecin, En relacion al modelo utilizado en este trabajo se demostrd que ¢l soporte de
gelatina no afectd de mancra importante la seerecion de gelatinasas. El uso del soporte
mantiene integrados todos los clementos tisulares de! explante: células y matriz extracclular y
en consecuencia su viabilidad. Finalmente la determinacion de las proteinasas como

. N
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productas de scerecion en ¢l cultivo de explantes de Ca CU que conservaron su
histomorfologfa, revelan las posibilidades de que las células de cada explante las puedan
secretar in vivo.. Por lo tanto, el modelo de histocultivo utilizado representa un sistema in
vitro dtil y de gran aplicacién en cl arca de cultivo de tejidos y cdncer, asi como en el area de
invasién tumoral, Las condiciones finales de cultivo son en ausencia de SFB, rojo fenol y

apoyados cn un soporte de gelatina (Gelfoam).

B. CONDICIONES DE HISTOCULTIVO PARA EVALUAR PROTEINASAS
EN EXPLANTES CON Ca CU.

Es posible que una fraccidn del total de las gelatinasas y en general de otras
proteinasas, sean producto de la desiruccién tisular por el corte de la biopsia y fragmentacién
del explante. En este momento, sc conoce a partir de 6 horas de cultivo el sistema funciona
con secrecion celular. Este tiempo fue determinado de acuerdo a los resultados obtenidos en
presencia de inhibidor de sintesis de protefna coma la cicloheximida. El modelo de
histocultivo utilizado tiene muchas aplicaciones potenciales para evaluar otros pardm‘elms
bioquimicos como el activador del plasminogeno tipo urocinasa entre otros, asf como la
presencia de los inhibidores tisulares de las MMPs y los inhibidores de los activadores del
plasmindgeno. También para realizar ensayos de cinética de secrecién y/o inhibicidn en la
seerecién de proteinasas con drogas como los retinoides. Actualmente, ¢l modelo se estid
aplicando al estudio de tumores del sistema nervioso central, carcinomas epidermoides de la

boca y en tumores dseos con resultados importantes de apoyo al pronéstico de los pacientes.

C. PRINCIPALES PROTEINASAS REVELADAS DURANTE EL CULTIVO
DE EXPLANTES DE CERVIX UTERINO: ALGUNAS CORRELACIONES
CON LOS DATOS CLINICC-PATOLOGICOS DE LAS PACIENTES CON Ca
Cu.

Las gelatinasas seeretadas por los explantes de cérvix tanto con LB comao con Ca

CU son MMPs ya que cumplieron los siguicntes requisitos: ;
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a) Fueron inhibidas con 1,10-fenantrolina que es un quelante de iones Zn2+,

b) No fueron inhibidas con inhibidores de cistein- y serfn-prateinasas.
¢) En los casos que revelaron fas formas latentes de las gelatinasas A y B, los zimogramas
revelaron la desaparicion de estas bandas después de [a exposicion a | mM de APMA.

Las Mrs calculadas revelaron a estas enzimas como la gelatinasa A (64 kDa/75
kDa) y la gelatinasa B (85 kDa/94 kDa). También se revelaron gelatinasas con Mrs mayores
de 100 kDa y en ocasiones en pares: 130/140 kDa; 170 kDa/180 kDa y mayores de 200 kDa.
Estas gelatinasas fucron secretadas principalmente por explantes de Ca CU. El significado
bioldgico de estas di y trimerizaciones de las gelatinasas A y B no se conoce, pero si se sabe

al menos en bacterias que algunas prolcinasas se organizan en mds de una subunidad

generando Mrs mayores a los 100 kDat12.113, Estas formas pueden reducirse en monémeros

durante la separacién clectroforética en zimogramas!13. Es evidente que las células del Ca CU
estan mejor preparadas para la invasion y/o angiogénesis y al menos asi se puede interpretar
el hecho de haber observado mayor ndmero de gelatinasas con Mr superiores a 100 kDa en
este grupo. No se sabe si estas formas moleculares pueden sufrir algin tipo de modificacién
in vivo por rompimiento, generando formas monoméricas de la gelatinasas-A y gelatinasa-B.

La gelatinasa A fue caracleristica de los explantes con LB, principalmente la
forma de 72 kDa. Por otro lado, la gelatinasa B caracterizé a los explantes de Ca CU y las
diferencias en las cantidades obtenidas por explantes con LB fue significativa. Es posible que
el gran componente de estroma en los explantes de cérvix con LB y la ausencia de este en los
explantes con Ca CU puedan explicar estos hechos.

Durantc un tiempo sc pensé que la presencia de infilirado inflamatorio en un
tumor podia tener 2 funciones:
a) El de favorecer ¢l desarrollo de una respuesta inmune, ya que las células ncopldsicas
muchas veces se ven rodeadas de células mononucleares pequeiias que por marcadores
parceen corresponder a linfocitos, Este hecho abri6 la idea de aplicar lo que se conace como

inmunoterapia adoptiva, utilizando los linfocitos que infiltran los tumores! 14,
)
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b) Las cnzimas liberadas por las células mononuclearcs (monocitos y polimorfonucleares)

lavorceen el mecanismo de invasion de las células umorales, al degradar componentes
molcculares de la membrana basal y del estromal 15,

Sin embarga, hoy en dia sc sabe que dependiendo de la ncoplasia, ¢l infiltrado

inflamatorio con 6 sin necrosis puede tener un significado que inclusa también puede afectar

el prondstico de los pacicntes con cdncer!15. Si la gelatinasa B se reconoce también como

angiogénica” y aproximadamente ¢l 75% de las biopsias de Ca CU cstudiadas presentaron
infiltrado inflamatorio, fue posible pensar que estos 2 hechos podrian participar cn la
induccion de angiogénesis. Los resultados mostraron que el subgrupo de explantes con Ca
CU y sin células inflamatorias revelaron las medianas mayores de gelatinasa B. Por lo menos
en lesiones displdsicas en cucllo uterino y de alto grado, se demostrd 1a falta de correlacion
entre la presencia dc inflamacidn y la cvidencia de angiogénesis medida con
inmunohistoquimica para la presencia del factor VIIIN6, Por los datos que existen en la

literatural14.115, 1a presencia de células inflamatorias ¢s mds bien una sciial de que sc estd
rcalizando una respuesta inmune, apoyado por el hecho de que pacientes con estas
caracterfsticas son candidatas a inmunoterapia adoptiva.

En zimogramas de cascina se revelaron dos pares de bandas de 52 kDa/60 kDa y
de 34 kDa/46 kDa dc Mr. Estas bandas pueden corresponder a las formas activas y latente,
respectivamente de la estromelisina-1 y colagenasa intersticial. Estas cnzimas sc inhibieron
con 5 mM de 1,10-fenantrolina y en presencia de 1 mM de organomercurial, los geles s6lo
revelaron bandas de menor Mr que pueden corresponder a tas formas activas. Estas pruchas

revelaron su naturaleza de MMPs dependientes de Zn2+. Sin embargo, también se revelaron

otras bandas que degradaron cascing, con Mrs de 28 kDa y de 24 kDa, 22 kDa y 20 kDa.
Las prucbas en inhibidores revelaron que estas proteinzsas parccen corresponder a cistefn-
proteinasas. Se realizd la correlacion entre estas cistein-proteinasas y los datos clfnicos. Se
encontraron algunos datos importantes que ya fueron presentados en la seeeidn de resultados.

Las cistefn-proteinasas de 24 kDa, 22 kDa y 20 kDa pueden corresponder a algunas formas
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de las canacidas como “tripsinogeno likes” descritas par Koshikawa et al106
Los niveles de ambas formas moleculares de la gelatinasa A sccretadas por
explantes de CA CU reveld una relacion directa con la etapa clinica. El pronéstico de las
pacientes es afectado por la etapa clinica: el mayor tamaiio tumoral (mayor etapa clinica) es de
mal prondstico!17. De esta manera, la gelatinasa A correlaciono con la progresion tumoral en

Ca CU, similar a los resultados obtenidos por Guilles et al4! en ¢l modelo in vitro de
progresion tumoral con una linca celular de Ca CU,

Clinicamente, los carcinomas adenoescamosos y adenocarcinomas son mds
agresivos (inducen recurrencias y formacién de metdstasis en menos tiempo, presentan
radioresistencia), que los carcinomas epidermoides 9. Este hecho puede correlacionar con los
niveles clevados de la gelatinasa B, estromelisina-1 y las cistefn-pmtcinaSas de 24 kDa, 22
kDa y 20 kDa cncontradas, principalmente en estos carcinomas. Por lo tanto, cstas
proteinasas pueden caracterizar a Ca CU bioldgicamente m4s agresivos.

Todos los explantes con carcinomas epidermoides queratinizantes presentaron
niveles clevados de ambas formas molcculares de las gelatinasas A y B, asf como la forma de
60 kDa de la estromelisina-1. Es posible que algunos factores genélicos esten controlando
positivamente la secrecion de MMPs en estos carcinomas. En las ncoplasias epidermoides no
queratinizantes se documentd la aparicion simultdnea tanto de las bandas que carrespondicron
a estromelisina-1 como a colagenasa intersticial, Algin tipo de seiiales pueden controlar
genéticamente en estos carcinomas y activar ambos genes. Algunas de cllas pueden ser desde
el estrés oxidativo! 18 hasta factores genéticos mds especificos como la presencia del VPH!Y,

Las pacientes con estado hormonal menstruante, revelaron medianas clevadas de
las gelatinasas A y B, asf como las bandas de 24 kDa, 22 kDa y 20 kDa. Estas pacicnles
ticnen peor prondstico que las pacicntes menopausicas93. Sin embargo, durante las
correlaciones con respuesta al tratamicnlo, las gelatinasas A y B no resultaron ser marcadoras
de respucsta a la radioterapia, S6lamente Ia cstromelisina-1 y las bandas de 24 kDa, 22 kDa y

20 kDa son las proteinasas que aparccicron en el grupo de pacientes”sin respuesta al
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tratamicnto y que pucden ser marcadoras de mal prondstico.

Ocasionalmente existen algunos problemas en diagnosticar histoldgicamente y
diferenciar el carcinoma adenoescamoso del carcinoma epidermoide poco diferenciado.
También entre este iltimo y el adenocarcinoma poco diferenciado. El diagnéstico histoldgico,
la edad, el estado hormonal asf como la etapa clinica, son algunos de los pardmetros clinico-
patolGgicos a considerar para establecer el prondstico a una paciente!!7. Pueden ser
importantes para complementar el prondstico la determinacidn ya sca bioquimicamente o por
inmunohistoquimica de estromelisina- 1. También la determinacion de las cistein-proteinasas
de 24 kDa, 22 kDa y 20 kDa reveladas en zimogramas de casefna pueden camplementar el
prondstico y encaminar un estudio, con el objeto de evaluar el papel de estas enzimas en el Ca
Cu.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS UTILIZADAS
AMP¢, Nucledtido monofosforilado cfclico.
APMA. Acciato de p-aminofenilmercirico. Es un agente capaz de activar las formas latentes
de las MMPs,
APt, Activador del Plasminégeno tipo tisular.
APu. Activador del Plasmindgeno tipo urocinasa.
AP-1. En las regiones promotoras de algunos genes, corresponden a sitios de control
realizados por factores de transcripcién como la protefna Jun y/o Fos.
AP-2, En las regiones promotoras de algunos genes, corresponden a sitios de control
realizados por los dos sistemas de transduccion de sefiales: protein cinasa-A y -C.
Ca CU. Cincei cérvico-uterino.
CHIMP-3. Del inglés “Chiken Inhibitor of Matrix Metalloproteinases-3".
EGF. Del inglés “Epidermal Growth Factor”. Es un factor de crecimicento.
ElA. Es la onco-proteina de adenovirus que puede formar un complejo con la protefna del
gen Rb.
ELISA. Del inglés “Enzime Linked Immune Sorbed Assay”.
FGF. Del inglés “Fibroblast Growth Factor”. Es un factor de crecimiento.
INCAN. Instituto Nacional de Cancerologfa.
IL-1. Interleucina-1.
kDa. Kilodaltoncs.
LB, Lesion benigna del cérvix uterino.
MB. Membrana basal,
MEC. Matriz extracelular.
MMPs. Matriz Mctaloprotcinasas.
Mr. Movilidad relativa.
NGF. Del inglés “Neuronal Growth Factor”. Es un factor de crecimiento.
NEM. N-ctilmaleimida. Inhibidor de Cistein-proteinasas.

NR. No respuesta a la radioterapia. ’
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PBS. Solucién amortiguada de fosfatos y salina.
PEA3. Corresponde a regiones en los promotores donde existe control por la proteina que
se unc también al “enhancer” ¢n el DNA del virus del polioma.
PDGF. Decl inglés “Platelet Derived Growth Factor”. Es un factor de crecimicento.
PMSF. Fenil-metil sulfonil fluoruro. Inhibidor de Serin-proteinasas.
R. Respuesta a la radioterapia.
RNAm. RNA mensajero.
RT-PCR. Del inglés: “Retrotranscriptase-Polymerase Chain Reaction”.
TATA. Secuencia especfica de nucleétidos, que residen en el promotor de los genes para
unirse la RNA polimerasa II ¢ iniciar la transcripcidn del RNAmensajero.
TIMP-1. Del inglés “Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases-1".
TIMP-2. Del inglés “Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases-2".
TIMP-3, Del inglés “ “Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases-3".
TIE. Del Inglés “TGF Inhibitor Element”. Corresponde a una secuencia de la regién
promotora de algunos genes que se inhiben en presencia de este factor de crecimicnto.
TGF-p. Del inglés: “Transforming Growth Factor-beta”. Es un factor de crecimiento. '
TNF-o. Del inglés “Tumor Necrosis Factor-alfa”. Es una citocina.
UV. Ultravioleta,
VP-16-213. Es una droga antineoplédsica conocida también como etopésido.

VPH. Virus del papiloma humano.
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