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RESUMEN

En la progresién del cdncer varios autores han reportado un incremento de la
actividad enziméatica de catepsina B, activadores de plasminégeno y colagenasa; estas
enzimas son parte de una cascada proteolitica que favorece la invasién de la céluta
neoplssica. Se ignora si el fenotipo proteolitico aparece paralelamente a la
sobrexpresién de genes promotores del proceso neoplasico e invasividad como el gen
¢-H-ras o a la inhibicién de genes supresores de dicho proceso, como &l gen nm23.

Se estudiaron biopsias de cérvix con y sin carcinoma epidermoide. En cada
muestra se determind la actividad proteolitica de cada enzima en la fraccién soluble
de los tejidos por el método fluorescente y la presencia de la proteina y el transcrito
de los genes nm23 y c-H-ras, mediante las técnicas de inmunchistoquimica e
hibridacion in situ, respectivamente. Los resultados de estos estudios se

correlacionaron estadisticamente con la historia clinica de las pacientes.

La correlacién de la actividad de catepsina B, proteinas NM23 y p21H-Tas

mostrd cuatro fenotipos diferentes que coinciden con la etapa clinica de la neoplasia.
Ef grupo negativo a la proteina NM23 guarda una refacién directa con la evolucién del

cancer cérvico uterino. Los resultados sugieren que las proteinas NM23 y p21 H-ras

participan en una via comin. L.a expresiéon de la proteina NM23 y el transcrito no
guarda relacién con el fenotipo invasor y es independiente de la sobrevida de las
pacientes. La ausencia del transcrito nm23 en etapas avanzadas probablemente sea un
evento tardio en la carcinogénesis del cancer cérvico uterino. La asociacidn entre el
inicio temprano de vida sexual activa y la ausencia de la proteina NM23 sugiere que
existe una relacion entre esta dltima y el virus del Papiloma Humano. Las actividades
proteoliticas de colagenasa y activadores de plasminégeno no correlacionaron con la
sobrevida de las pacientes.



INTRODUCCION

El término cancer fue acufiado por Hipocrates (del latin
cancer y del griego karkinos) y significa “cangrejo”, lo llamé asi
debido a la similitud histologica que guarda un céncer de mama
con la de un cangrejo (1). La aparicion de esta neoplasia en un
individuo es el resultado de multiples procesos que llevan a una
proliferacion celular ilimitada, por evasién de los mecanismos
fisiolégicos de contro! de crecimiento, diferenciacién y desarrollo
normales. El problema del cancer clinico es la invasividad y las
metastasis, que conduce a la destruccién del tejido normal que lo
rodea, diseminandose a tejidos y érganos distantes lo que

finalmente, ocasiona la muerte al huésped (2).

a ETAPAS DE LA CARCINOGENESIS.

La transformaciéon de una célula normal a una maligna
es un proceso complejo, entendido soélo parcialmente. Se ha
propuesto que la carcinogénesis es un fenémeno de miltiples
pasos y en forma general se han aceptado al menos tres que son:
INICIACION, PROMOCION Y PROGRESION (1). Volgestein propuso que
los pasos requeridos para el desarrollo del cancer con frecuencia
involucran la activacién de un oncogén (mutacién) asociade con la
pérdida de varios genes que normalmente son supresores de
neoplasias. Su modelo es cancer de colon y en resumen consiste en



la progresion de la mucosa normal a hiperplasia con una aiteracion
en el gen APC, la siguiente alteracién es en el cromosoma 5
evolucionando a adenoma clase I, y al haber una mutacién en el gen
K-ras se produce un adenoma clase ll, que al sufrir deleciones
alélicas en el cromosoma 18 se transforma a adenoma clase |il;
cuando existen deleciones en el cromosoma 17 progresa a
carcinoma y finalmente las alteraciones o pérdidas de otros genes
conducen a metastasis (3-4).

Revisando las etapas clasicas de la carcinogénesis se
tiene que la INICIACION involucra un cambio mutacional que es
relativamente rapido e irreversible. Esta transformacion obedece
a agentes carcindgenos diversos como son sustancias quimicas
{aflatoxinas, asbesto,etc.), agentes bioldgicos (virus oncogénicos),
radiaciones ionizantes y por otro lado a la susceptibilidad del
individuo; esta dltima se puede manifestar a través de diferencias
individuales en el metabolismo y reparacién del DNA, inestabilidad
gendmica o expresion alterada de los proto-oncogenes o de los
genes supresores. Cada uno de los carcindgenos tiene diferentes
mecanismos de accién; unos actGan directamente sobre el DNA
(ejem. hidroxilaminas, metoxiaminas, hidrazinas, formaldehido,
agentes alquilantes como dimetilsulfatoc, etc); en otros,
Gnicamente el producto de su metabolismo dafia al ADN (entre
ellos: hidrocarburos aromaticos policiclicos en el humo de cigarro,
benzopireno, etc.); un tercer grupo act(ia sobre los grupos fosfato
o los residuos de azicar del ADN. Todos ellos causando mutaciones
directa o indirectamente o al menos disturbios en la distribucién
de cargas o geometria del ADN que finalmente pueden ocasionar
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activacién de proto-oncogenes en el genoma de la célula normal
(5). PROMOCION: Comprende cambios en el fenotipo de la célula. La
promocion resulta en proliferacidon y/o sobrevida de las células
iniciadas, incrementa la probabilidad de dafio genético adicional
por mutaciones enddbgenas, o por exposiciones adicionales que
dafian al ADN, lo que puede activar proto-oncogenes y genes
supresores (2). Su intervalo de tiempo es largo y también es
conocido como periodo de latencia. Se requieren aplicaciones
repetidas del promotor; el tiempo entre una y otra aplicacién no
debe ser prolongado; el fendmeno puede ser reversible. LLos agentes
quimicos promotores de tumor no son mutagénicos y por ello no
actitan como transformadores de la célula normal, aunque se ha
visto que después de una aplicacidn repetida pueden causar un
nimerc muy bajo de tumores benignos. Entre los promotores mas
conocidos estin el aceite de croton, el diéster de forbol (TPA:12-
o-tetradecanoilforbol-13-acetato), el teleocidin (aislado de
Streptomyces mediocidicus), el acido iocdoacético, antralina,
ciertos productos det humo de cigarro, esteroides, etc.
PROGRESION: se ha aceptado que esta etapa se inicia con la
seleccion de células tumorales que se han adaptado a influencias
ambientales. En esta etapa las neoplasias muestran una gran
heterogeneidad fenotipica que puede relacionarse con
inestabilidad genética. Es irreversible, clinicamente aparente,

invade tejidos vecinos y da siembras a distancia. Esta etapa
cuando menos puede dividirse en otras dos: invasion y metastasis.



b INVASIVIDAD Y METASTASIS. CONCEPTOS GENERALES.

La invasién es la infiltracion de células malignas en el
tejido benigno. Para llegar a la metastasis (del latin; meta= mas
alla, estasis= detencidn), se requieren diferentes elementos tanto
del hospedero como de la célula neoplasica y por ello mecanismos
diferentes estan implicados aportando cambios discretos hacia el
fenotipo metastasico. Entre ellos estan: a) desprendimiento de
células neoplasicas del tejido primario; b) penetraciéon de dichas
células a través del tejido conectivo circundante y de las
membranas basales; ¢) transporte en la circulacién sanguinea de
dichas células, donde pueden interactuar con componentes
celulares como plaquetas y células NK; como consecuencia de
estas interacciones la célula neopldsica puede cubrirse de
plagquetas para formar microtrombos en la microcirculacién,
evadiendo respuesta inmune hasta liegar a colonizar o morir; d)
Extravasacion; e) Alojamiento de estas células en diferentes
érganos del huésped; f) manipulacién dei nueve microambiente
para promover la sobrevida de la célula tumoral, ia angiogénesis y
el crecimiento de las nuevas clonas metastasicas. Cuatro
funciones son importantes: la proliferaciéon, movilidad, acciéon
litica y diferenciacion. Una célula se disemina mas facilmente en
dreas que ofrezcan menos resistencia; por ello la célula
neoplasica requiere romper barreras naturales tales como
membrana basal vy matriz extracelular, por accién litica de sus
enzimas. Estudios clinicos han sugerido que los tumores malignos
menos diferenciados son mas invasivos y que generalmente estan
asociados a mal pronéstico (5,6).
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La capacidad de metastatizar es la propiedad que
caracteriza a la neoplasia y que la hace clinicamente peligrosa y
muchas veces intratable. En 1979 Nicolson fue uno de los
primeros en demostrar que las células tumorales pueden
metastatizar selectivamente a un 6érgano particular; en su
trayecto pueden adherirse a otros érganos, pero se desprenden y
siguen circulando hasta encontrar un 6rgano y microambiente
apropiados (7).

Contrario a lo que se piensa el proceso de metastasis
es altamente ineficaz ya que de todas las células neoplasicas que
circulan alrededor del 0.01-0.1% de ellas, llega a metastatizar en
modelos experimentales; en el hombre la eficiencia es menor de
107 (1). A pesar de esta ineficiencia del proceso, el nimero de
células que pasa al torrente sanguineo es importante y basta con
que una célula adquiera ventaja selectiva y evada todas las
barreras que el organismo presente para que pueda metastatizar y

llevar a la muerte al paciente.



ANTECEDENTES

a LAS PROTEASAS Y LA MATRIZ EXTRACELULAR.
RECEPTORES.

La matriz extracelular (MEC) comprende el estroma
intersticial {(constituido principalmente por colagenas tipo | y Il
y la membrana basal (principalmente por colagena tipo V). incluye
proteinas fibrosas (colagenas), glucoproteinas (laminina,
fibronectina, elastina y nidogen) y proteoglicanos (sulfato de
heparan, sulfato de condroitin, sulfato de dermatan, sulfato de
keratan y acido hialurénico). Ademas de ser una barrera fisica y
sostén de las células también participa en la adhesion celular, en
la traduccidén de sefales, en diferenciacion, proliferacion vy
apoptosis. Es producida principalmente por células epiteliales,
endoteliales y fibroblastos. Varia en sus constituyentes
moleculares y en la concentracién de los mismos, dependiendo del
tejido en cuestion; dichos componentes interactdan con los
diversos receptores presentes en la superficie celular. Por ello se
explica que en el caso de células tumorales algunas pueden
penetrar ciertas membranas basales pero otras no, y metastatizar
un érgano de manera selectiva.

Los receptores de adhesién en la superficie de la
célula se han agrupado en cuatro familias que son: 1) integrinas,
2) cadherinas, 3) miembros de la superfamilia de Ig y_4)
selectinas.

INTEGRINAS: Son heterodimeros ol asociados no
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covalentemente; median la adhesidén leucocito-leucocito,
teucocito-célula endotelial e interacciones celulares con
componentes de la matriz extracelular tales como fibronectina
(mediante el reconocimiento del tripéptido RGD), laminina,
colagena y fibrinbgeno.

CADHERINAS: Median adhesion celular via interaccidn
homofilica (Ej: caderina E con caderina E de otra célula
adyacente), aunque también se han reportado uniones heterofilicas
(Ej: caderina E con caderina N de otra célula adyacente), estas
altimas son menos afines. Son dependientes de calcio; el dominio
intracelular de cadherinas se une a una molécula intracelular
cateninas que posiblemente medie la interaccién entre éstas y los
microfilamentos del citoesqueleto. Esta interaccién es primordial
para promover la adhesion celular (8).

MIEMBROS DE LA SUPERFAMILIA DE ig: Participan en una
variedad de interacciones heterofilicas y homofilicas via su
dominio polipeptidico.

SELECTINAS: Son moléculas que se unen a
carbohidratos de manera calcio dependientes.

Uno de los primeros eventos en la invasién y
metastasis es la pérdida de contacto entre las células adyacentes
en el tejido canceroso (de origen epitelial). Esta pérdida es
esencial para que la célula pueda migrar e involucra cambios en la
expresion y funcidén de varios mediadores de comunicacion celular
(entre los mejores estudiados estan caderina E y las integrinas),
entre ellos estan: la pérdida de asociaciones célula-célula y
célula-matriz extracelular que son esenciales para el
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desprendimiento de células tumorales de la masa primaria; a su
vez las células tumorales aumentan su unién a células
endoteliales de los microvasos y a la matriz subendotelial para
poder llevar a cabo !a intravasacién y extravasacién. Estas
interacciones adhesivas no Unicamente sirven a la célula para
anclarse al tejido blanco, sino también para disparar o potenciar
funciones celulares del hospedero como son la liberacién de
enzimas proteoliticas que disuelven la matriz extracelular,
liberacion de factores de crecimiento, etc. (8-10).

b PROTEASAS Y ANTIPROTEASAS RELACIONADAS CON
INVASIVIDAD

Uno de los primeros trabajos en los cuales se demostrd
que en los tumores malignos se incrementa la actividad de
proteinasas acidas y las vierten al medio extracelular fue hecho
por Carrel y Ebeling en 1928. Posteriormente Sylveen (1957)
demostrd la secrecion de proteasas neutras por las células
neoplasicas con métodos histoquimicos (11), y fue entonces que
el mecanismo enzimatico adquiri6 mayor relevancia.

Existen por lo menos tres grupos de proteinasas que
desempenan un papel relevante en la degradacién de la matriz
extracelular: las colagenasas (metaloproteinasas), los activadores
de plasminégeno (serinoproteasas) y la catepsina B
(tiolproteinasa). De éstas, los activadores de plasmindégeno y la
catepsina B son capaces de activar a las procolagenasas que, aun
sin existir a veces en la célula maligna, se encuentran presentes
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en las células del tejido conjuntivo y pueden entonces producir
colagenasa. Estas tres enzimas conducen en forma directa o
indirecta a la lisis especifica de la colagena y después a la
hidrolisis inespecifica de los fragmentos de la misma,
destruyendo asi las barreras que se presentan para la invasion de
las células neoplasicas (12, 13).

El sistema proteolitico necesario para la invasién
celular no es exclusivo de células neoplasicas, ya que existen
diversos ejemplos de células normales equipadas para invadir en
procesos fisioldgicos normales como: fertilizacidn, ovulacion,
inflamacién, desarrollo, etc. Los procesos normales del organismo
son controlados por un balance proteasas-antiproteasas, lo que
regula el proceso en forma precisa para cada funcién (14). Entre
los inhibidores para catepsina B estan la alfa-1-antitripsina
(A4AT) y alfa-2-macroglobulina (A,MG); para los activadores de
plasmindégeno existen dos nombrados como inhibidores de
activadores de ptasminégeno-1 y 2 (PAl-1 y PAI-2) y para las
colagenasas los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas
(TIMP 1 y 2). En el cancer, el huésped responde a la sintesis
excesiva de proteasas, incrementando la produccién de sustancias
antiproteoliticas como en un intento por reestablecer el balance
proteasa-antiproteasa; pero a pesar de que estos mecanismos
existen son inadecuados o insuficientes (15).

Tedricamente con fines terapelticos los inhibidores de
proteasas podrian bloquear la progresién del tumor; se han
sintetizado inhibidores de bajo pesc molecular con resultados
favorables en modelos animales y algunos en neoplasias humanas.
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Estudios epidemiolégicos sugieren un efecto protector de ciertas
semillas como son la soya, el maiz, trigo y frijol, de las cuales se
ha aislado un inhibidor de proteasas (16).

CATEPSINA B:

El gen humano de catepsina B se encuentra en el
cromosoma 8p22 (17), consta aproximadamente de 28000 bp,
organizado en 12 exones y 11 intrones (18). Este gen codifica una
enzima (tiolproteinasa) de tipo endopeptidasa. Es sintetizada
como una preprocatepsina B constituida por una sola cadena
polipeptidica de 30 kDa. Para pasar a su forma activa sufre una
protedlisis adquiriendo la conformacion de una doble cadena unida
por un puente disulfuro (19). Esta ampliamente distribuida entre
las especies: Entamoeba_histolytica, rata, conejo, ovinos, bovinos,
pollo, aves y tejidos humanos (14, 20). Generalmente es abundante
en higado y bazo. En el humano se ha localizado ademas en

leucocitos y varios cartilagos (14).

Existen evidencias de que catepsina B juega un papel
importante en el catabolismo general de las proteinas en el
sistema lisosomal (14, 19). Los osteoclastos secretan catepsina B
dentro de un compartimento acido, sellado y externo para lisar
material extracelular durante la reorganizaciéon del hueso (19,
21); también tiene una importante participaciéon en el
procesamiento de antigenos (22) y acelerando el recambio de
proteinas en varias condiciones patolégicas (19).

Un estudio importante de catepsina B en cancer, fue el
de Poole quien observd que esta enzima es secretada preferente y
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activamente por células tumorales malignas y que existe
biosintesis activa, por lo que no se libera simplemente por
necrosis tisular (23). Trabajos posteriores apoyan que su
presencia revela viabilidad y capacidad invasora en células
malignas, tanto de céanceres sdlidos como de lineas celulares (24)
y no que proviene de células inflamatorias del hospedero (25). En
varias neoplasias se han reportado diferentes formas moleculares
o isoenzimas de catepsina B comparadas con tejidos normales y se
sabe que la isoenzima tumoral es mucho mas estable que la
catepsina de higado humano. Esta variedad molecular es
cataliticamente similar, pero con diferentes propiedades fisicas:
no se inactiva a pH arriba de 7 y tiene mayor peso molecular. La
localizacién celular en células neoplasicas no es lisosdmica
exclusivamente como en tejidc normal. Con microscopia de luz
confocal en cultivos de cancer de pulmédn se observa que primero
aparece la actividad en citoplasma como granos finos,
incrementando posteriormente sobre todo en el espacio
perinuclear, mas tarde aparece en la membrana nuclear y
plasmatica, en esta (ltima principalmente en el polo basal de la
célula adyacente al estroma, lo que explica como este mecanismo
facilita el desprendimiento y diseminacion a otros sitios (26).

Es posible que las distintas localizaciones de esta
enzima sean debidas a la formacién de isoformas glicosiladas
diferencialmente, se desconoce cual es la seftal para que se
sinteticen las diferentes formas de catepsina B (27). Por otro
lado varios autores sugieren que catepsina B en condiciones
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fisioldgicas es exocitada con su péptido sefial y posteriormente es
endocitada como consecuencia de la interaccién de receptores de
superficie membranales; en consecuencia la pérdida o
modificacion de marcadores de reconocimiento originan la
acumulacion de dichas enzimas en el medio extracelular {12).
Quiming, Gong y cols. proponen que en algunos tumores
humanos parte de esta diversidad de formas y localizacion pueden
ser debidas a un splicing alternativo dei pre-mRNA de catepsina B
(18). Sloane sugiere que las alteraciones en el trafico de
catepsina B ocurre en el punto de transicion entre células
preneoplasicas y estado neoplasizo (28). La estabilidad de la tiol
proteinasa tumoral favorece su acumulacién en sitios
extracelulares y aunado con su zumento en produccidn, ia hace
compatible con la invasividad (29, 30). Pietras, Szego y Benitez
en sueros de pacientes con cancer cérvico uterino encuentran una
elevacién importante de la actividad de catepsina B desde la
etapa de carcinoma in situ y la magnitud del incremento de la
actividad proteolitica est&é en relacion directa al grado de
invasividad de la neoplasia y a 'a etapa clinica (13, 29, 31-34).
Benitez y cols. describen en suero agregabilidad plaguetaria
inducida por catepsina B y una sobreproduccién de antiproteasas
entre ellas alfa-1-antitripsina y alfa-2-macroglobutina (34, 35).
Estos autores reportaron que en cancer cérvico uterino existe una
elevaciébn significativa de alfa-1-antitripsina en el suero, desde
la etapa de carcinoma in situ y se eleva progresivamente

conforme se avanza en la etapa clinica. Sin embargo en el liquido
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vaginal observaron elevacion de alfa-1-antitripsina hasta las
etapas francamente invasoras, como consecuencia de la invasion
extensa y del amplio contacto con la circulaciéon. Los mismos
autores no encontraron alteracién significativa de la alfa-2-
macroglobulina en el huésped; probablemente la falta de un
incremento compensador de esta globulina sea lo que deje sin
accion antagdnica al incremento de catepsina B, ya que se sabe que
la antiproteasa que modula la accion de ia catepsina B es
precisamente la alfa-2-macroglobulina (13, 34).

En pacientes con adenocarcinomas de células claras se
observan niveles muy altos de catepsina B, que caen a niveles
normales después de la extirpacion quirGrgica o de la
quimioterapia de la neoplasia, volviendo a elevarse hasta tres
meses antes de las primeras evidencias clinicas de recurrencia
(32, 33). Se ha reportado una variedad de neoplasias en las cuales
la actividad y/o la proteina de catepsina B se encuentran elevadas
ya sea en citosol, suero o cortes histolégicos. Entre ellas estan: el
cancer cérvico-uterino (33, 34, 36, 37) cancer gastrico (38, 39),
mama (24, 40-42), pulmdn (43), colon (44), vejiga, prostata,
glioma (45), tiroides {46), etc.

La cualidad de la catepsina B para degradar sustancias
de la matriz extracelular tales como coldgena y laminina puede
indicar que juega un papel directo en la invasion y uno indirecto en
la activacién de otras enzimas proteoliticas en la cascada

metastasica.
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ACTIVADORES DE PLASMINOGENO:

Se han reportado dos formas de activadores de
plasmindgeno: la tisular (tPA), enzima clave para activar
fibrinolisis y la urocinasa (uPA) involucrada en la degradacién
tisular. Ambas son sintetizadas como propéptidos de cadena (nica,
los cuales deben ser escindidos para formar una proteasa de menor
peso molecular y de cadena doble unida por un puente disulfuro,
esta es la forma activa de la enzima. El tPA y uPA son proteinas
de pesos moleculares de 70 y 53 kDa respectivamente. Son
productos de diferentes genes: tPA se localiza en el cromosoma 8,
consta de 36,594 bp, 14 exones y 15 intrones (47); en cambio uPA
se localiza en el cromosomal0 con 6.4 Kb organizado en 11

exones (48).
El sustrato natural para los activadores de

plasminogeno (PA) es el plasmindgeno, dando como producto la
plasmina que es la responsable principal de degradar fibrina, pero
también puede degradar componentes de la membrana basal como
son glicoproteinas y proteoglicanos. Se encuentran ubicuamente
distribuidos en tejidos y fluidos corporales, aunque en
concentraciones muy bajas, ya que se requiere una cantidad
catalitica para generar plasmina (49).

También se han identificado los receptores de
superficie celular para ambas formas (uUPAR, tPAR) ademas de sus
inhibidores (PAI-1 y PAI-2). El uPAR conduce a un enriguecimiento
local de la proteasa, y como consecuencia se ha propuesto como un
mecanismo para desviar la accién de inhibidores, aunque hay

excepciones. En cambio la unién receptor-tPA es inhibido
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lentamente por su inhibior especifico. Los inhibidores forman
parte de moléculas como fibronectina y prolactina; estas
moiéculas por si solas no actian como inhibidores, esta
asociacion con la matriz extracelular ha sido considerada una via
para proteger a la misma contra la degradacién proteoclitica; por
otro lado la matriz extracelular puede servir como un reservorio
de inhibidores de activadores de plasminégeno (50, 51).

Los descubrimientos de Ossowski, Reich y cols.,
demuestran que los activadores de plasmindégeno se encuentran en
concentraciones muy elevadas en la mayoria de las células
tumorales en relacibn con sus contrapartes normales y la
actividad de esta serinoproteasa aumenta en la transformaciéon de
fibroplastos por virus oncogénicos o por sustancias quimicas
promotoras de cancer, lo que hizo pensar que esta proteinasa
participa en la cascada proteolitica en la célula neoplasica (52).

En la actualidad existen un gran nimero de trabajos
tanto jn_vivo como in_vitro en los que es evidente su relacion con
la capacidad de invadir; entre las neoplasias estan mama (53),
carcinoma de colon (54, 55), cancer de endometrio (56), lineas
celulares de cancer de pulmén {(57), cancer de ovario (58), cancer
de cérvix (59, 60), etc. Sin embargo la produccién de activadores
de plasmindégeno no siempre correlaciona con transformacion o

potencial metastasico (24, 61, 62).

COLAGENASA:
La membrana basal y el estroma intersticial son ricas

en colagenas. Sus formas nativas son tinicamente degradadas por
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sus colagenasas especificas. Las colagenasas junto con las
estromelisinas constituyen el grupo de metaloproteinasas de
matriz (MMP). Todas ellas son endopeptidasas dependientes de zinc
y calcio con un amplio espectro de actividad proteolitica contra
componentes de matriz extracelular. Esta familia incluye:
colagenasa intersticial (colagenasa tipo 1 6 MMP-1), colagenasa
de neutroéfilos (MMP-8), Colagenasa tipo 1V de 72 kDA (gelatinasa
A 6 MMP-2), colagenasa tipo IV de 92 kDA (gelatinasa B 6 MMP-9),
estromelisina 1 (MMP-3, transina O proteoglicanasa),
estromelisina 2 (MMP-10 6 transina 2), estromelisina 3 (MMP-11),
matrilisina (PUMP-1 6 MMP-7), metaloelastasa del macréfago
(HME 6 MMP-12), metaloproteinasa de matriz tipo membrana (MT-
MMPm & MMP-14) y colagenasa 3 (MMP-13). Todas ellas comparten
un péptido sefal, un propéptido que es hidrolizado cuando se
activa la proenzima, un dominio de unién al zinc y un dominio
parecido a la hemopexina, se piensa que este (ltimo dominio es
responsable de la uniébn a la matriz y de la especificidad del
sustrato. Se cree que su activacién es mediada por otras enzimas
y autoprotedlisis. '

Al igual que las enzimas anteriormente citadas las
metaloproteinasas y sus inhibidores participan en procesos
normales del organismo como embarazo, parto, dilatacion
cervical, reabsorciébn 6sea, implantacion del blastocisto,
desarrollo e involucion de la glandula mamaria, etc. Su funcién es
degradar matriz extracelular y son regulados por inhibidores
tisulares de metaloproteinasas (TIMPs). Las metaloproteinasas
participan en procesos patoldégicos como son: inflamacién,

- 16 -
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osteoartritis, cicatrizacién de heridas e invasién y metastasis,
entre otros. Un desequilibrio puede conducir a un proceso fibrético
(inhibidor > enzima) 6 a una destruccion excesiva del tejido o
invasion {enzima > inhibidor) (63). Estd ampliamente documentado
la participacién de enzimas colagenoliticas en la invasion y
metastasis en modelos animales, lineas celulares y cultivos de
tejidos neoplasico, ya sea midiendo degradacién de fibras de
colagena radioactiva (64), con anticuerpos monoclonales, a nivel
de RNAm (65) 6 con sustratos especificos (66). Algunos estudios
en neoplasias humanas son: mama (41, 67), colon (68), melanoma
humano (69), puimén (70), cancer gastrico (71), etc, en los cuales
este control parece estar ausente. Entre los estudios en los cuales
no se ha encontrado alguna relacién de colagenasa e invasién esta
un trabajo de Recklies en cultivos celulares de mama (24).

Como ya se comentd el principal constituyente de la
matriz extracelular es la colagena tipo IV y en varios estudios
destacandose los de Liotta y col. se ha encontrado una relacion del
potencial metastasico, degradacién de colagena tipo IV vy
secrecion de colagenasa tipo IV (6, 64, 72). En el proceso de
invasion y metatasis las dos colagenasas tipo IV (72 y 92 kDa)
tienen importancia relevante; el gen de ambas colagenasas se
encuentran en el cromosoma 16. La colagenasa tipo IV de 72 kDa
consta de 32 Kb organizadas en 13 exones; en cambio la de 92 kDa
esta constituida por 26 Kb también organizada en 13 exones (73).
Para la colagenasa |V de 72kDa 6 MMP-2 el mejor sustrato es la
colagena tipo IV aunque también puede degradar las colagenas
tipos V, Vil, X, las gelatinas, elastinas y fibronectinas. Hay
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controversias en la posibilidad de que MMP-2 degrade la colagena
tipo IV nativa (74, 75). Se detecta en células normales como
fibroblastos; el aumento en la produccién enzimatica se ha
observado en fibroblastos transformados con el virus SV40, en
células epiteliales de los bronquios transformadas por el oncogén
H-ras (75) y en varios tipos de células tumorales (64, 65, 76) . La
colagenasa tipo IV de 92 kDa 6 MMP-9, es similar a MMP-2 en
especificidad por el sustrato, pero su estructura posee un
segmento adicional y su regulacién es diferente. Se expresa en
macrdfagos, keratinocitos de la epidermis, leucocitos
polimorfonucleares, fibroblastos de pulmdén transformados con el
virus SV40, y también varios tipos celulares neoplasicos (8, 50).
La produccion de MMP por las células cancerosas es
determinada por la suma de varios factores tales como
mecanismos autocrinos y paracrinos, factores de crecimiento y
citocinas secretados por las mismas células cancerosas y
estromales, mecanismos de activaciéon de proenzimas a través de

otras proteasas e inactivacién por TIMPs.

CATEPSINA D Y OTRAS HIDROLASAS.

Catepsina D es la proteinasa més abundante del
lisosoma. La proteina madura es de 34kDa; aunque es estable a pH
neutro, Gnicamente es activa a pH bajo. Tandon y col. (77)
mostraron que niveles altos de esta enzima es un buen marcador
de recurrencia temprana y muerte para cancer de mama con
ganglios linfaticos negativos, también compararon su actividad
con otros marcadores de prondstico establecidos, encontrandolo
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como uno de los mejores e independiente. Contrariamente a esto
existen otros trabajos en los que no se encuentra tal relacién (78).

Resultados similares a los encontrados con catepsina
B se han reportado para la catepsina L, que es secretada en forma
activa y madura en grandes cantidades en lineas celulares de
cancer de colon y en fibroblastos transformados, entre otros (79).

Otro grupo de hidrolasas relacionadas con malignidad
son las glicosidasas en condiciones normales son sintetizadas por
varios tipos de células como fibroblastos, plaguetas y
macréfagos, sin embargo, se han reportado algunas de ellas
alteradas como son la R&-N-acetilglucosaminidasa y endo-R-D-
glucuronidasa o heparanasa; la primera se ha descrito con
actividad elevada en lineas celulares de carcinoma de ovario
humano y la segunda se expresa en niveles altos por células
altamente invasivas como son las células de melanoma B16F1
comparados con variantes menos invasoras o células normales
(50).

También existen reportes de otras clases de
metaloproteinasas involucradas con el fenotipo invasor de la
célula neoplasica, tal es el caso de las estromelisinas (en
carcinoma de piel en ratén, carcinoma de pulmén, etc) (80) y
colagenasa tipo | (en carcinoma mamario y fibrosarcoma de ratén)

(8).

c GENETICA DE LA INVASIVIDAD Y METASTASIS.
El proceso metastasico es controlado en parte
genéticamente. La transfeccidon de oncogenes Unicos ha permitido
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inducir tumores y fenotipos metastasicos en las células
recipientes, ejemplos de ellos son: ras, mos, fes, fms, src, myc,
fos y neu. Sin embargo los resultados varian dependiendo del tipo

celular y con esto una vez mas se comprueba la complejidad del
fenébmeno. Se ha encontrado que el oncogén _c-myc esta alterado en
cancer mamario y en el carcinoma cérvico-uterino (80-82). En
general, la funcion de los productos proteicos de estos oncogenes
se conocen parciaimente, pero se sabe que algunos actian como
enzimas (fosfo-protein-cinasas), otros como factores hormonales
(estimulantes de! crecimiento), factores de transcripcién y otros
involucrados en seflales de transduccién. Se ha sugerido la
posibilidad de que algunos genes sean los responsables de conferir
a las células su fenotipo proteolitico y que el cambio de célula
transformada a célula neoplasica invasora se deba precisamente a
la alteracién de estos genes, como ocurre con algunas leucemias

(83).

GEN ras
En los Gltimos afios se ha estudiado a la familia de

genes ras: H-ras, K-ras y N-ras, los cuales se localizan en

diferentes cromosomas, tienen una estructura semejante, con un
exon 5’ no codificante y cuatro exones codificantes. Los intrones
de los tres genes varian ampliamente en tamafio y secuencia. Los
tamafios de los genes son muy diferentes (K-ras posee mas de 35
kb, N-ras aprox. 7kb y H-ras 3kb). Los genes ras codifican para las
proteinas p21Ras, las cuales son homoélogas en sus primeros 164
aminoacidos, los siguientes 25 residuos son diferentes a
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excepcion de la cisteina 186; este segmento de 165-185 residuos
es conocido como regiéon heterogénea, y al parecer la region
carboxilo terminal media la localizacién subceluiar apropiada.
Esta proteina es sintetizada como pro-p21 y tiene una vida media
de 24 horas aprox., sufre una serie de modificaciones
postraduccionales incrementando su hidrofobicidad y como
consecuencia su localizacion en la cara interna de la membrana
celular (84). Las proteinas Ras (proteinas G) unen GTP . En forma
general la proteina esta constituida por: 1) un dominio catalitico
(a.a. del 1-164); 2) el sitio de unién al GTP (a.a.del 12-18, 57-63,
116-119 y 144-147); 3) dos regiones switch (Asp 30-Asp 38 y Gly
60-Glu 76); estas dos regiones presentan diferente conformacién
dependiendo de si estan unidas a GDP 6 GTP y 4) el sitio efector
(Tyr32-Tyr40), responsable en parte de las interacciones con la
proteina activante GTPasa (GAP) y con los efectores negativos de
Ras como es Raf que compite con GAP. En muchos tipos celulares,
la activacion de Ras induce proliferacién y sus formas mutadas
(oncogénicas) confieren inmortalidad y como consecuencia un
fenotipo maligno. La proteina Ras mutada altera la estructura
normal prolongando el tiempo de vida de la forma activa
(mutaciones en los aminoacidos 12, 13, 59, 61 6 63). Esta
mutacién se encuentra asociada a muchos canceres humanos. Ras
también es responsable de transmitir la sefial proliferativa
generada por otros oncogenes como son: src, fms y fes. Ras es

activado en respuesta a sefales extra 6 intracelulares que generan
la forma activa (unida a GTP). Generaimente los niveles de Ras-

GTP permanecen elevados por lo menos 30 minutos después de que
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el ligando especifico activa al receptor de superficie celular
tirosina cinasa (85). La hidrdlisis de GTP por una actividad GTPasa
intrinseca de Ras relaja la conformacién y termina la sefial. En la

traduccion de sefiales intervienen varios grupos de proteinas entre

las cuales estan: proteinas GAPs {entre ellas estan p120RasGAP ,

neurofibromina, etc) que aumentan la actividad de GTPasa;
proteinas GEFs (proteinas liberadoras de nucledtidos de guanina),
las cuales catalizan la liberacion de GDP del complejo p21-GDP
(ejemplos de ellas son: SOS1 y 2, CDC25,etc); y proteinas
adaptadoras, entre ellas estan Src, p85, PLC3, GRB2, SHC, GAP,
etc., con sitios de unién SH2. Algunas de estas proteinas que
contienen grupos SH2 son enzimas (SHP-2, Src, y otras), mientras
que otras son Gnicamente adaptadoras (GRB2, SHC y NCK) (85).

El mecanismo de traduccion de sefiales de manera
general es como sigue: el ligando se une al receptor tirosina
cinasa, generaimente se forma una homo 6 heterodimerizacién y /o
un cambio conformacional y como resultado hay una
autofosforilacidn de mdaltiples residuos de tirosina en la porcion
citoplasmica del receptor. Los ligandos pueden ser: el factor de
crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), la insulina o el factor de crecimiento neuronal
(NGF), etc.; cada uno interactlua segun sus caracteristicas propias
y como consecuencia transmiten una sefal (nica. La fosforilacién
de las tirosinas producen un sitio de acoplamiento para GRBZ ( u
otra proteina adaptadora), facilitando la activacién de SOS
(proteina que intercambia nucleétidos de guanina); de esta forma
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SOS puede activar a Ras. La region efectora de ras-GTP interactia
con el dominio regulador amino terminal de c-raf que es una
MAPKK (MAP kinase kinase) y esta Ultima proteina a la cascada de
serina-treonina cinasas, llegando finaimente la sefial al nicleo
(85). Estos mecanismos definen una via por la cual actan tirosina
cinasas a través de Ras para controlar el crecimiento y
diferenciacion celular.

Algunos autores proponen, que las diferentes
mutaciones en ras pueden activar diferentes caminos bioguimicos
y que el fenotipo del estado maligno final depende de la naturaleza
de esa mutacion. En varios experimentos se ha demostrado que el
grado de expresion del oncogén ras correlaciona con la capacidad
de la célula de invadir y causar metastasis (86-88). Para algunos
autores es en metastasis porque al inocular ratones Nu/Nu con
diferentes lineas celulares (que posefan ciertas alteraciones como
aneuploidia e inmortalidad) con v-H-ras, oncogén c-H-ras o altos
niveles del protooncogén_c-H-ras presentaron tumores; v-H-ras y
oncogén c-H-ras conducen a metastasis en namero variable, pero
el proto-oncogén c-H-ras a pesar de producir un nimero semejante
de tumores al oncogén c-H-ras produce muy pocas metastasis (8%
aprox.). En su modelo el fenotipo metastasico parece requerir de
formas oncogénicas activadas (89). Otros autores describen al
oncogén c-H-ras activado de las metéastasis y no del tumor
primario (90). En otros reportes encuentran mayor concentracion
en las zonas de invasion. Lo que estd ya fundamentado es que el
oncogén de una manera aditiva confiere crecimiento potencial
sobre las células las cuales ya expresan todos los productos

- 23 -



génicos necesarios para la metastasis. Otra hipdtesis es que la
proteina p21 mutada induce inestabilidad genética. Esta
inestabilidad resulta en la produccién de variantes metastasicas
las cuales son seleccionadas in vivo. Una tercera hipbtesis es que
la transformacién del gen ras induce la expresidn, en cascada de
diversos productos génicos celulares, que normalmente se
expresan en la migracién de las células en la embriogénesis o
remodelacion tisular.

En estudios sobre cancer cérvico uterino se ha
observado que la activacion de cualquier miembro de la familia
ras es poco comdn en etapas tempranas | y I (91-93). En cambio
en las etapas lil y IV, su proteina se encuentra incrementada, asi
como el gen amplificado (91-94); en este ultimo punto existe
controversia (95, 96). Estudios inmunohistoquimicos revelan que
fa concentracion de p21Ras incrementa en forma paralela con la
evolucion de la dispiasia hasta carcinoma microinvasor y en
cancer de cérvix su expresion depende del tipo histolégico (93,
97). Otros trabajos relacionan su expresion con metastasis a
ganglios linfaticos (98), y algunos son controversiales (99).

En carcinomas de cérvix de células escamosas es mas
frecuente encontrar mutaciones de c-H-ras, en comparacion a
adenocarcinomas en los cuales se detectan en mayor proporcion
las mutaciones de c¢-K-ras, que también participa en la
carcinogénesis de varias neoplasias como son colon, pancreas,
pulmdn, canceres ginecoldgicos, etc. (100-102). Por esta razén,
dado que en nuestro estudio todos los casos son del tipo
histologico epidermoide decidimos estudiar a c-H-ras.
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GEN nm23
Debido a que muchos de los procesos celulares

involucrados en ia metastasis no estan esclarecidos a nivel
bioquimico, la identificacion de genes relacionados a éste son
necesarios permitiendo con ello nuevas estrategias para el
diagnéstico y tratamiento de los pacientes.

Recientemente se han identificado algunos marcadores
de metastasis entre ellos estan nm23 (103), nma (104), nmb

(105), kal 1 (106), etc. De todos ellos el que ha aportado datos
mas convincentes y a la vez controversiales es el nm23. Este gen
fue descrito por P. Steeg en 1988 basados en la inhibicion
diferencial con sondas mRNA de lineas celulares de meianoma K-
1735 de bajo y alto potencial metastasico, la proteina codificada
por el gen estuvo ausente o deficiente en lineas celulares
altamente metastasicas y presente en células no metastasicas
(103). Actualmente se conocen cinco isoformas: nm23-H1 (103),

nm23-H2 (con una homologia con respecto a H1 de 88%)(107) y los

menos conocidos DR-nm23 (con una homologia de 67% y 65% con
respecto a H-1 y H-2 respectivamente)(108), nm23-H3b (109) y
nm23-H4 (con un 56, 55, y 60% de homologia con H1, HZ y DR-
NM23, respectivamente) (110) .

nm23H-1 y nm23H-2 se localizan en el cromosoma
17922 (111), su transcrito es de 0.8-1.0 Kb; y su proteina tiene un
peso molecular de 17 Kd (112). El primer estudio realizado en
humanos fue en cancer de mama y ¢ausd un gran impacto porgque se
observé que a los 10 afios después de tratamiento el 65% de las
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pacientes que tenian altos niveles de proteina nm23 vivian, en
cambioc en el mismo lapso todos los pacientes con niveles bajos de

nm23 murieron (6).
Se han descrito varias funciones asociadas a nm23

como son :
1) NUCLEOSIDO DIFOSFATC CINASA (NDPK); por su alta homologia

con los genes awd de D melanogaster (113) , Gip17 de D

discoideum (114), etc, se propuso que tuviera esta funcion y que
su expresiéon reducida causaria defectos en la traduccion de
sefiales mediada por proteinas G, y en todas las funciones
bioldgicas en las cuales se requieren nucleésidos trifosfatos como
son sintesis de acidos nucleicos, lipidos, polisacaridos,
elongacion de proteinas, etc (113-116). Al estudiar las NDPK de
eritrocitos humanos se confirmé que la secuencia de cadena
polipeptidica A de esta enzima es idéntica a la proteina NM23-H1
y la cadena B a la proteina NM23-H2 (117). Estudios posteriores
demuestran que en la His 118 se forma el intermediario
fosforilado posiblemente responsable de esta actividad, pero no
tiene alguna relacién con su probable funciéon antimetastasica

(118).

2) FACTOR DE TRANSCRIPCION. Postel demostré que la proteina
Puf (99% homoéloga a NM23-H2) se une al DNA, participando

directamente en la activacion transcripcional del gen c-myc (119-

121). Otros hallazgos que apoyan esta funcién son: su localizacion
nuclear y la presencia de un zipper de leucinas (122).
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3) INVOLUCRADA EN DIFERENCIACION. Yamashiro y col. observaron
que nm23 regula negativamente la diferenciacion de monocito a
macréfago; ademas reportan gue en eritroleucemia después de Ia
adicion de hemina, transitoriamente se elevaron los niveles de
mRNA y proteina, reduciéndose posteriormente; por lo que
propusieron que nm23 mantiene a las células en un estado
indiferenciado, siendo su reduccién un evento temprano e
indispensable para que la célula entre a diferenciaciéon (123). Por
el contrario otros encontraron en el ratdén que al iniciarse la
organogénesis del sistema nervioso y el corazdn, los cuales son
los primeros tejidos en diferenciarse, aumentaron los niveles de
NM23 y posteriormente en higado, rifién, intestino y piel ocurrid
lo mismo. El pulmén, uno de los 6rganos tardios en diferenciarse
permanecié inmunonegativo a NM23; y finalmente la glandula
mamaria, mostrdé bajos niveles, incrementandose en la rata
embarazada y durante la lactancia (124). Es claro que no existe
acuerdo unanime del papel que desempefia esta proteina en la
diferenciacion.

4) PROLIFERACION. Hailat y col. observaron que p13/nm23 se eleva
cuando la célula entra a la fase S. Parece ser que la expresion de
nm23 es importante para la progresion del ciclo celular y su
reduccion para que las células entren a diferenciacion (125).

5) TRADUCCION DE SERALES. En experimentos de migracion de
lineas celulares de melanoma transfectadas con nmZ23 en
presencia de quimioatractantes que actlan a través de diferentes
receptores (PDGF e IGF-1), ven inhibida la movilidad con respecto
a sus controles, presentandose un bloqueo a nivel de traduccion de
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sefiales, no sobre la movilidad en si (126). En algunas lineas
celulares hematopoyéticas, en lineas celulares de cancer de

estébmago, pancreas, neuroblastoma y melanoma localizaron a

nm23 en la superficie y sugieren que nm23 tenga un papel en la
comunicacién intracelular (127).

6) SUPRESION DE MOVILIDAD. Steeg y colaboradores observaron al
transfectar lineas celulares de cancer de mama con nm23-H1
silvestre que existe una inhibicidn de movilidad y no asi al ser
transfectadas por mutantes. Demuestran su funcién de
fosfotransferasa (128).

L.as neoplasias humanas en donde se ha encontrado que
la expresion de nm23 es un factor pronéstico favorable son las
siguientes: mama (129-133), Ca gastrico (134, 135), Ca
hepatoceiular (136), en Ca de laringe (137), Cancer de pulmédn
(138), etc. En lineas celulares: melanoma (103, 139, 140);
fibroblastos de embrion de rata (141). En cambio en neuroblastoma
(125, 142), sarcoma de Ewing (143), Ca de vejiga (144), leucemia
monocitica aguda (145, 146), linfomas humanos (147), etc, no hay
correlaccion con el fenotipo metastasico. Existen otras neoplasias
con resultados controversiales como son Ca de colon (140, 148-
152), CaCu {148, 153-155), Ca de ovario (156-158), melanoma
humano (159-162), prostata (163, 164), etc

En otros estudios sobre nm23 destacan diversas
afteraciones:

1) Se han reportado deleciones alélicas en las siguientes
neoplasias; mama, pulmén, cancer renal (165), en ca de colon (149,
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165, 166) y melanomas (139, 140), demostrando que este gen
posee uno de los mecanismos de regulacién alterado,
frecuentemente reportado en los genes supresores involucrados en
la carcinogénesis.

2) Existen varios sitios de fosforilacién para nm23 : a) serina 44,
esta fosforilacion es inhibida por cAMP in vitro y forskolin in
vivo, lo que sugiere que esta via de fosforilacion es regulada por
sefiales de traduccién; b) prolina 96; ¢) serina 120, es la serina
mas conservada, es acido estable y se encuentra mutada en
neuroblastomas de alto grado; d) histidina 118, en este sitio se
forma un intermediario fosforilado posiblemente el responsable
de su actividad proteina cinasa (167).

3) Se caracterizd parcialmente su promotor. No tiene caja TATA y
posee secuencias para factores de transcripcidbn como son AP-1,
CTF/NF1, ACAAAG y Ets. Por medio de geles de retardamiento, se
observd que CTF/NF1 puede tener un papel en la regulacién de su

expresion (168).

CD44:

CD44 es una molécula de adhesién que se expresa en la
superficie de una variedad de tipos celulares como son céluias
endoteliales, fibroblastos, linages hematopoyéticos, etc., su
ligando reconocido mas ampliamente es el acido hialurénico, pero
también se une a fibronectina, colagena, citocinas Eta-1
(osteoponina), etc. Es codificada en el cromosoma 11. Interviene
en diversos procesos dependientes de adhesion, por ejemplo
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cuando se une al acido hialurdnico induce agregacion celular, en
cambio cuando su ligando es Eta-1 induce quimiotaxis (169), el
mas conocido es que actia como receptor (“homing”) de los
linfocitos; bajo condiciones especiales, ciertos tipos de células
producen isoformas de peso molecular alto; se han reportado al
menos 12 variantes como resultado de un “splicing” alternativo,
de por lo menos 10 exones contiguos dentro del mismo gen; se
sugiere que la célula neoplasica utiliza una o algunas de estas
isoformas en la transformacién maligna como son carcinomas de:
mama, colon, gastrico, ovario, cérvix, etc. (160); también existen
trabajos que indican que cambios en la expresién de isoformas no
se asocian (nicamente con transformacién maligna, sino también
pueden estar relacionados con cambios en las propiedades que
ocuren en el desarrollo o activacion funcional de células normales,
tal es el caso de la hematopoyesis normal (170).

En CaCu se han reportado la presencia de las isoformas
v5, vb, v7-8, en un alto porcentaie, pero pacientes que expresan la
isoforma v6 tienen menor sobrevida; los estudios incluyen etapas
LIty (171, 172).

d CANCER CERVICO-UTERINO COMO MODELO ©OE
INVASIVIDAD Y METASTASIS.

En México e! cancer cérvico-uterino ocupa el primer
tugar como causa de muerte entre las neoplasias ginecolégicas
(aproximadamente el 30%) (173). Entre los datos epidemioldgicos
involucrados en su patogénesis se encuentran: inicio de vida
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sexual activa a temprana edad, maltiples parejas sexuales, pareja
no circuncidada, multiparidad, enfermedades sexuales
transmisibles, presencia de HPV de alto riesgo, estado inmune del
hospedero, uso de anticonceptivos orales, consumo de cigarro, etc.
(174) El céncer cérvico uterino es precedido probablemente por
una lesion precancerosa en la cual existen cambios morfolégicos
continuos que pueden progresar a cancer o sufrir regresion, estas
lesiones precancerosas se han denominado displasias moderada,
media o severa (sistema antiguo); otra clasificacién es NIC
(neoplasia intracervical) grados I, I y Il y una tercera
clasificacion las denomina como lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LSiL) y de afto grado (HSIL). La
progresién a carcinoma invasor (etapas clinicas i, Il, Il 'y V)
puede desarrollarse desde pocos meses hasta 20 afios (175, 176).
En 1976, H. zur Hausen propusc que ciertos tipos de
papilomavirus humanos (HPV: human papillomavirus) que infectan
el tracto genital y se transmiten sexualmente, podrian tener una
participacién importante en los procesos de carcinogénesis del
cérvix (177), desde entonces se han acumulado evidencias de la
participacién de este virus en esta neoplasia. Actualmente se
considera un factor importante en la oncogénesis cervical, aunque
existe un porcentaje alto de mujeres infectadas por HPV durante
su etapa reproductiva y no desarrollan céncer. Se han descrito mas
de 70 tipos diferentes de HPV, los cuales se han clasificado como
de bajo (tipos 6 y 11), intermedio (31,33 y 35) y alto riesgo
(tipos16 y 18). El genoma de los diferentes tipos de HPV estan
organizados de manera similar: una regidén control (LCR), ia cual se
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encarga de regularlos procesos de replicaciéon y transcripcion
virales; la regién temprana que contiene a los genes E1-E7, los
cuales codifican para las proteinas que regulan replicacién (E1),
transcripcion (E2) y las oncoproteinas que participan en la
transformaciéon celular (E6, E7 y posiblemente E5); y una region
tardia (L1 y L2) que codifica para las proteina de capside (178).
Existe una asociacidon entre ciertos tipos de HPV y el cancer
cervical en particular los tipos 16 y 18. En las displasias los
genomas de estos HPVs se encuentran en forma libre, en cambio se
ha propuesto la integraciéon de los mismos como un mecanismo de
activacion para la progresion de lesiones avanzadas preinvasoras
a cancer cervical. El comportamiento biolégico es diferente para
ambos tipos de HPV. Se ha sugerido que los tumores malignos HPV
18 positivos generalmente se integran al genoma celular entre los
genes E1/E2, en cambio los HPV 16 positivos se integran de un 30-
70% v la ruptura entre E1/E2 es de un 36% aprox. de los casos, por
lo que en este Ultimo caso la integracion no es un requisito para la
carcinogénesis (179-181). El virus HPV codifica para dos
oncoproteinas E6 y E7, y se ha demostrado que participan en la
carcinogénesis de esta neoplasia formando complejos con las
proteinas celulares p53 y Rb, importantes en el control de cicio
celular. Se han hecho estudios en lineas celulares neoplésicas y
tejidos con cancer los cuales son HPV positivos y se ha observado
que E7 forma un compliejo con pRb induciendo su degradacion via
proteasoma y E6 forma un complejo con p53, degradéandola. Por lo
tanto las funciones supresoras de Rb y p53 se encuentran
inhibidas en esta neoplasia (182, 183).
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Ademas de las interacciones especificas de p53 y Rb
con HPV, estas proteinas también pueden estar mutadas con una
vida media prolongada que origina se acumulen en el citoplasma;
ademas p53 mutada puede formar complejos con la proteina p53
silvestre inactivandola.

La incidencia de cada tipo de HPV varia en las
diferentes poblaciones. En México la prevalencia de HPV 16 por
PCR es de 47.3-49.6% en cancer invasor, en cambio la prevalencia
de HPV 18 es de 11.6-12.1%. En diferentes partes del mundo se ha
estudiado la prevalencia de secuencias de HPV en mujeres
clinicamente normales y los resultados varian mucho. En México se
reporta el 31.4% en mujeres sanas y de forma global en pacientes
con cancer de cérvix se considera la prevalencia de secuencias de
HPV en un 81-85% (184). El papilomavirus es probable que
manifieste sus propiedades proliferativas y oncogénicas en
colaboracién con oncogenes como son c-myc {(amplificacion y/o
rearreglo, sobreexpresion) (82, 91) y H-ras (amplificacion,
sobreexpresion) (91, 101), ya que por si solo en lineas celulares
conduce a inmortalizacion, méas no a transformacion maligna.

Nuove estudié la posible participacion de HPV en la
invasidén con experimentos sobre membranas de matrigel y
encontrd gue las oncoproteinas E6 y E7 no tienen correlacion con
el comportamiento invasivo de las células neoplasicas o la
expresion de metaioproteinasas o sus inhibidores, esto es que
aunque E6 y E7 juegan un papel muy importante en la
transformacién e inmortalizacion celular no se requiere para
desarrollar el fenotipo invasivo (185).
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El papel de HPV en el fenémeno de metastasis no es
claro, existen varios trabajos en los cuales encuentran las
secuencias oncogénicas tanto en el tumor primario como en
ganglios linfaticos, pero los mismos autores se cuestionan si 1) la
presencia de estas proteinas es una ventaja selectiva para
conducir a metastasis, 2) el virus se integra establemente al
genoma 6 3) secuencias virales libres o asociadas a células son
drenadas por la linfa (186-188). Jong Sup Park encontr6 que los
ganglios linfaticos histolégicamente negativos, pero HPV 16
positivos pueden ser micrometéastasis, y lo comprobd
parciaimente, ya que la paciente tuvo recurrencia a corto plazo
(188). Apoyando sus resultados esta el trabajo de Sapy, quien
detecté HPV 18 y sugiere que las pacientes en etapa clinica
temprana con ganglios linfaticos histolégicamente negativos y
presencia de HPV de alto riesgo deben tratarse como pacientes en
etapa avanzada (189). Garzetti y col. encontraron una relacion
significativa entre carcinomas HPV positivos y metastasis a
ganglios linfaticos (190).

Las proteinas £6 y E7, actualmente se consideran como
puntos clave para el desarrollo de nuevas estrategias para
diagnostico y terapeiticas. Usando una variedad de métodos para
caracterizar la respuesta inmune especifica para HPV, se ha
demostrado que circulan en la sangre de las pacientes infectadas
con HPV anticuerpos clase IgG contra E6 y E7. Fisher y col.
encontraron que la positividad del anticuerpo HPV 16 correlaciona
con la etapa del cancer cervical, y que encontrando técnicas mas
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sensibles para su deteccion, en un futuro podrian utilizarse para
monitorear el tratamiento de esta neoplasia (191-193).

e OTROS MECANISMOS RELACIONADOS CON INVASIVIDAD Y
METASTASIS

Otros mecanismos gque contribuyen a la expresitn del
fenotipo invasor y metastasico son alteraciones en el
crecimiento, diferenciacion, movilidad, en la comunicaciéon
celular, deformabilidad, adhesividad, inmunogenicidad,
metabdlicas, genotipicas y angiogénesis. Estas alteraciones no
siempre estan presentes en toda célula transformada y ninguna
puede considerarse en forma aislada como marcador. Las células
malignas escapan de los controles que regulan el crecimiento por
lo que se hacen inmortales y como consecuencia se observan
inmaduras y poco diferenciadas, fendmenos que se observan
también desde el punto de vista metabélico ya que en ciertos tipos
de neoplasias se sintetizan proteinas que son necesarias para el
feto y el embrion como son: la alfa feto proteina, el antigeno
carcinoembrionario, ta fraccibn beta de la gonadotrofina
corionica, la beta-2-microglobulina, isoenzimas de la fosfatasa
alcalina y de la deshidrogenasa lactica; entre otras proteinas
estan las hormonas que son caracteristicas en ciertos tipos de
neoplasias como son el cancer de mama y de la prostata. Estas
células en cultivo expresan otra caracteristica importante que es
la pérdida de la inhibicién por contacto. E! proceso adhesivo puede
ser por interacciones célula-céluia y célula-substrato. La
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interacciébn célula-célula puede ser a su vez homotipica y
heterotipica. La disminucion de adhesividad homotipica puede
promover el desprendimiento del tumor primario, mientras la
disminucién de adhesividad heterotipica contribuye al escape de
las células neoplasicas a las céiulas de defensa del hospedero
(195). La invasién también requiere locomocidén activa de las
células tumorales, trabajos de Liotta y col. demuestran que las
células de melanoma humano secretan “factores de movilidad
autocrinos” in vitro y que pueden disparar la migracién de
células de la masa tumoral (196). Otros factores estan
involucrados en este proceso como son respuesta a otros factores
quimiotacticos en el medic (algunos de estos materiales son
productos de degradacion de proteinas de matriz) y el anclaje de
las células a moléculas de {a matriz extracelular.

Un mecanismo utilizado por la célula neoplasica para
protegerse de anticuerpos, macrofagos, células asesinas (NK), etc.
es cubrirse de plaquetas por medio de la agregabilidad plaguetaria
inducida por algunas enzimas proteoliticas como catepsina B,
entre otras causas; ademas de servirle como un medio mecanico
para su sobrevivencia le proporciona factores de crecimiento vy
con esto una ventaja selectiva para {a célula neoplasica (35, 197,
198).

Para que los tumores puedan desarrollarse requieren el
aporte de nutrientes, los cuales adquieren a través de la
formacion de nuevos vasos sanguineos, proceso denominado
angiogénesis. La angiogénesis es un concepto muy antiguo y fue
retomado por Folkman quien describidé que un tumor no puede
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crecer mas alld de 2 mm de diametro si carece de vasos
sanguineos que lo nutra (199). La induccién de este proceso €s
mediado por varias moléculas angiogénicas liberadas tanto por
células neoplasicas como por células del hospedero. Los
conocimientos sobre la angiogénesis se estan aplicando para
inhibirla, siendo una de las terapias actuales mas llamativas
contra el cancer (200). En el cérvix, la angiogénesis alterada es ya
aparente en la displasia moderada, sugiriendo ser un evento muy

temprano de la carcinogénesis (201).

f) PRUEBAS PARA MEDIR LA CAPACIDAD INVASIVA Y
METASTASICA.

Debido a que el fendomeno de invasion y metastasis es
sumamente complejo, se han ideado varias pruebas que, si bien se
desarrollan bajo condiciones lo mas cercanas a la realidad,
finalmente sdélo se aproximan a la situacién in vivo, pero
interpretandolas con cautela, han aportado gran informacidén a
este campo. Los modelos son in vivo e in vitro. Los primeros
tienen la gran ventaja de la disposicion de una gran variedad de
animales de laboratorio, y los segundos han proporcionado bases
de relevancia clinica.

MODELQS in vivo.

TRANSPLANTE DE LINEAS CELULARES NEOPLASICAS.
Inducir tumores a animales de experimentacién tiene la ventaja de
poder tomar las biopsias necesarias y manejar con facilidad a los
animales; las células que se trabajan se pueden propagar in vitro .
Una desventaja es el cambio que sufren las células como
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consecuencia de varios cultivos, entre ellos inmunogenicidad y el
surgimiento de clonas metastasicas.

Si la introduccién de las céluias neoplasicas es
directamente por via sanguinea o linfatica, se omiten los pasos
naturales de la formacién de metastasis, a éstas se les llama
“metastasis artificiales”; en cambio cuando la inoculacién es via
subcutdnea, se permite el desarrrolio de la metastasis lo mas
cercano a la realidad y en este caso se llaman “metastasis
espontaneas”.

ESTUDIOS CON RATONES DESNUDOS: Se emplean para
entender el comportamiento de las células neoplasicas y la
respuesta de las células efectoras del hospedero en su intento por
destruir el tumor, excluyendo ila respuesta que depende de
linfocitos T.

INTRODUCCION DE UNA CAMARA EN LA OREJA DEL
CONEJO: Se emplea para estudiar movilidad de células tumorales.

ESTUDIOS EN EMBRION DE POLLO: Las células tumorales
se inoculan en la membrana alantoidea (CAM) a través de un
orificio que se hace en el cascaron. En esencia es una prueba de
tumorigenicidad, siendo 0Gtil para observar en qué oérganos
colonizan las células neoplasicas o para estudiar actividad
angiogénica.

MODELOS in vitro

Muchos de ellos se han enfocado a estudiar
principalmente la invasién. Su mayor ventaja es la simplicidad
aconsejandose correr en forma paralela estudios in vivo .

MODELOS DE DOBLE DIMENSION: En un cultivo de tejido
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normal se coloca a una distancia de 1 mm otro cultivo de células
tumorales. Las células migran unas con otras estableciendo
contacto, las malignas invaden a las normales en mayor
proporcion. Este sistema ayuda a estudiar principalmente la
locomocién e inhibicién por contacto.

INVASION DE MONOCAPAS CELULARES: Monocapas de
células endoteliales o epiteliales se hacen crecer sobre varios
materiales como son: FILTROS: el ejemplo mas tipico para esta
prueba es la cédmara de Boyden, que consiste de dos
compartimentos separados por un filtro poroso (tipo Millipore o
nuclepore), el filtro puede variar en cuanto a capacidades de
absorcion y adsorcion, su eleccion dependera del tipo ceiular y del
objetivo del estudio. Se han hecho modificaciones a esta camara
como son: colocar sobre el filtro material de tejido conjuntivo
como colagena y sobre ella células epiteliales o endoteliales.

OTRAS VARIANTES: AGREGADOS TISULARES:
Fragmentos de tejidos embrionarios se incuban con agregados de
células tumorales. Son de ayuda para estudiar patrones de
invasion. MEMBRANA CORICALANTOIDEA DE EMBRION DE POLLO: Esta
membrana se extiende sobre una red metalica, previamente
cubierta con una capa de agar, colocada en una caja Petri. Se
siembran las células sobre ella y a diferentes intervalos de
tiempo se analizan histolégicamente. VASOS SANGUINEQS: Usan
porciones de vasos sanguineos y le introducen un cilindro con
poros (<50 micras), de esta manera cosechan las células en un

medio que bafa el interior del cilindro (202).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las investigaciones sefialadas anteriormente parecen
confirmar que la elevacidon de la actividad proteolitica es
caracteristica de la transformacion maligna y guarda una retacidén
directa con la progresion neoplasica. Se ignora si el fenotipo
proteolitico durante esta transformaciéon maligna pudiera tener
alguna relacién con las alteraciones en la expresion del proto-
oncogén c-H-ras y/o el gen nm23,

Se desconoce el papel del gen nm23 en el proceso de
invasion y metastasis, por ello es de interés encontrar la relacién
de este gen y de H-ras con algin parametro clinico {etapa clinica,
edad, tipo histolbgico, inicio de vida sexual activa, nimero de
parejas sexuales, respuesta de los pacientes a la radioterapia y
sobrevida a 30 meses post radiacion).

Este proyecto puede dar informacién sobre algunos
eventos moleculares en el proceso de invasién y representa el
primer intento en su género respecto a la correlacién de dos genes
uno promotor de metastasis y el otro aparentemente “inhibidor”
del mismo fenbmeno con las proteasas involucrados en la invasion

en el carcinoma cérvico uterino.

-49 -



HIPOTESIS

En la fase de invasividad y metastasis se sintetizan y
secretan proteinasas neutras y se altera la expresion de los genes
nm23 y c-H-ras. Estas alteraciones podran ser caracteristicas y

con ello predictivas del comportamiento biolégico del cancer
cérvico uterino.

La expresion de alguno de los dos genes es posible
tenga alguna relacién con parametros clinicos como son los
factores de riesgo para las pacientes con cancer cérvico uterino.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la correlacién entre el fenotipo proteolitico
(actividad proteolitica de catepsina B, activadores de
plasmindégeno y colagenasa) Yy las alteraciones en la expresion de
los genes nm23 y c-H-ras en el cancer cérvico uterino en

diferentes etapas de su evolucién clinica; asi como su relacién con

la historia clinica de las pacientes.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Cuantificar la actividad de catepsina B (tiol-
proteinasa), activadores de plasminégeno (serinoproteasas) y
colagenasa (metaloproteinasa) en la fraccién soluble de tejidos de
pacientes con carcinoma cérvico-uterino y correlacionarla con la

etapa clinica de la enfermedad.

2.- Valorar la expresién de las proteinas p21f-ras y
NM23. Analizar su relacién con la historia ciinica de las pacientes
(etapa clinica, edad, tipo histoldgico, inicio de vida sexual activa,
namero de parejas sexuales y sobrevida de las pacientes a 30

meses de seguimiento post radiacion).

3.- Valorar la expresion de los transcritos nm23 y c-
H-ras. Analizar su relacién con la historia clinica de las pacientes
(etapa clinica, edad, tipo histoldgico, inicio de vida sexual activa,
nimero de parejas sexuales y sobrevida de las pacientes a 30

meses de seguimiento post radiacion).

4.- Correlacionar la actividad proteolitica con la

expresion de nm23 y c-H-ras a nivel de proteina y transcrito.
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MATERIAL Y METODOS

a POBLACION DE ESTUDIO Y CRITERIOS DE INCLUSION

Se obtuvieron veinticinco biopsias de pacientes con
diagnostico histopatoldgico de carcinoma epidermoide; etapas | (4
casos), Il (7 casos), Il (6 casos) y IV (8 casos) de acuerdo a la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO)
(203); las muestras fueron proporcionadas por el Hospitai de
Ginecologia y Obstetricia #4 de! IMSS. Ademéas se usaron 11
muestras con condiloma proporcionadas por la Clinica de
Displasias del Hospital General de México de la SSA (este segundo
grupo Gnicamente para la cuantificacion de proteasas), y como
agrupo control 8 tejidos cervicales sin neoplasia de mujeres
sometidas a histerectomia con diagnésticc de miomatosis,
proporcionadas por el Hospital de México. Las edades de las
pacientes con CaCu fluctuaron entre 26 y 73 afios (X= 50 afos), de
las personas con cérvix normal entre 35y 53 aflos (X= 44 afios) y
con condiloma entre 22 y 50 afios (X= 36 afios) (Cuadro 1; pag. 83).

b PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Todos los tejidos se dividieron en tres partes: una para
incluir en parafina y dos para congelar a -70°C . La primera se fijo
inmediatamente en paraformaldehido al 4% en amortiguador de
fosfato de sodio 0.1 M pH 7.4 a 4°C de 1 a 3 horas. Posteriormente
se sumergieron en sacarosa al 15% en PBS toda la noche a 4°C

(204). Se deshidrataron en los diferentes grados de alcoholes, se
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sumergieron en xileno e incluyeron en parafina. Los cortes fueron
de 4-5um, montados en portacbjetos tratados con poly-L-lisina
(204). Uno de los cortes de cada muestra se tiié con hematoxilina-
eosina para el diagndéstico histopatoldgico. Los demas se
destinaron para estudios inmunochistoquimicos y para hibridacién

OBTENCION DEL SOBRENADANTE:

Una de las fracciones congeladas de cada tejido se
homogenizd a 4°C en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7; se usé un
homogenizador de tejidos TEKMAR. Se centrifugaron a 105 000 ¢
durante 60 minutos. Se separd la fraccion soluble. Se dividié en
dos partes: una se congelé a -70°C, una para determinar actividad
de catepsina B, la otra se congelé separadamente y se usd para
determinar actividad de activadores de plasmindgeno. La pastilla
se guardd también a -70°C para estudios posteriores de DNA. La
segunda fraccion de tejido congelada se procesd de igual forma,
pero, sustituyendo el amortiguador por agua destilada y este
sobrenadante se usd para la determinacién de la actividad de

colagenasa.

c TECNICAS DE PROTEASAS.

La actividad proteolitica de cada enzima fue
determinada por ia técnica introducida por Smith en la que se
usan oligopéptidos sintéticos especificos para cada proteasa y su
escisiébn enzimatica libera una molécula fluorescente
(dependiendo de cémo esté marcado el sustrato puede ser metil
cumarina o 4-metoxi-2-naftilamina), que se cuantifica en un
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espectrofluorémetro (205, 206). Las metodologias que se
siguieron fueron las siguientes: para catepsina B como la describe
Szego (207); para activadores de plasminégeno como la determina
Zimmerman y col. (208) y para colagenasa como la adapta Kohichi
K. (66).

La clasificacion de las proteinasas esta basada en la
naturaleza del grupo catalitico y la eleccion del sustrato, por lo
que el uso de inhibidores es de gran importancia en el
reconocimiento de las enzimas proteoliticas (209, 210).

Los inhibidores que se emplearon fueron EP-64 [L-
trans-epoxysuccinyl-leucylamido (4-amino) butang], para
catepsina B; leupepetina para activadores de plasminbégeno y EDTA
para colagenasa.

A la actividad proteolitica total de cada muestra vy
para cada enzima, se le restd el % de no inhibicidon (actividad
inespecifica); con la diferencia se efectuaron los calculos
necesarios y se reportd en pmoles de sustrato hidrolizado/mg de
proteina/minuto. La cantidad de proteina se determind por el
método de Lowry. Todas las determinaciones se hicieron por

duplicado.

CATEPSINA B: ,

El sustrato N-CBZ-Val-Lys-Lys-Arg-4-metoxi-
2naftilamida, se ha reportado como el sustrato mas sensible y
especifico para catepsina B (211). Como esta enzima requiere la
activacién de grupos sulfhidrilo, para su determinacién se emplea
el ditiotreitol.
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La mezcla de reaccién se prepard de la siguiente
manera: sustrato 340 nM, fuente enzimatica 30uyg de proteina de
la fraccién soluble de los tejidos (dependiendo de la actividad
enzimatica se hicieron las diluciones pertinentes) y ditiotreitol
20mM, todo esto en amortiguador de citrato de sodio 20mM-
fosfato de sodio 20mM pHB.5 en un volumen final de 2ml. Se incubd
a 37°C y se cuantificé la actividad enzimatica a través de la
fluorescencia emitida del producto liberado 4-metoxi-
2naftitamina que se midié en un espectrofluorometro Perkin Elmer
modelo L-S3 a 410 nm de emision vy 292 nm de excitacién; se
registraron 3 lecturas a los 2, 6 y 10 minutos. El % de
fluorescencia se interpoié en una curva estandar de diferentes
concentraciones de 4-metoxi-2naftilamina. Para determinar el %
de inhibicidén se preincubd la fraccién solubie 5 minutos a 37°C
con el inhibidor E-64 20uM, para formar el complejo enzima-
inhibidor. Después se adiciond e! sustrato bajo las condiciones
anteriores. Se efectuaron los calculos necesarios.

Para comprobar la especificidad de catepsina B, se
hidrolizaron los tres sustratos diferentes con catepsina B de bazo
bovino. En la Figura 1 se muestran las cinéticas de dicha enzima
con cada uno de los tres sustratos (CBZ-Val-Lys-Lys-Arg-4MONA,
CBZ-Gly-Gly-Arg-MCA y Succ-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-MCA),
demostrandose una clara especificidad del sustrato CBZ-Val-Lys-
L ys-Arg-4-metoxi-2-naftilamida para esta enzima, a diferencia

de los otros dos.
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ACTIVADORES DE PLASMINOGENO:

El sustrato empleado fue N-CBZ-Gly-Gly-Arg-7-
amido-4-metilcumarina. La mezcla de reaccidén se prepar6é de la
siguiente manera; sustrato 0.1pM, fuente enzimatica 0.3 mg de
proteina de la fraccion soluble de los tejidos (dependiendo de la
actividad enzimatica se hicieron las diluciones pertinentes), todo
esto en amortiguador Tris-HCl 50 mM pH7.5 en un volumen final de
2ml. Se incubd a 37°C y se cuantificé la actividad enzimatica a
través de la fluorescencia emitida del producto liberade metil
cumarina que se midid en un espectrofluorometro Perkin Elmer
modelo L-S3 a 383 nm de excitacién y 445 nm de emisidn; se
registraron tres lecturas a los 2, 6 y 10 minutos. Los porcentajes
de fluorescencia se interpolaron en una curva estandar hecha con
diferentes concentraciones de MCA (metil cumarina). Para
determinar el % de inhibicion se preincubd la fraccidén soluble 5
minutos a 37°C con el inhibidor leupeptina 40nM, para formar el
complejo enzima-inhibidor. Después se adiciond el sustrato bajo
las condiciones anteriores. Se efectuaron los célculos necesarios.

COLAGENASA:

Se empled el sustrato Succ-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro 7-
amido-4-metilcumarina. La mezcla de reaccién se prepard de la
siguiente manera: sustrato 125 nM, fuente enzimatica 0.3 mg de
proteina de la fraccion soluble de los tejidos (dependiendo de la
actividad enzimatica se hicieron las diluciones pertinentes), todo
esto en amortiguador Tris-malato 0.2 M pH 8.0 con CaCl, 20mM en
un volumen final de 2ml. Se incubd a 37°C y se cuantifico la
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actividad enzimatica a través de la fluorescencia emitida del
producto liberado metil cumarina que se midid6 en un
espectrofiuorébmetro Perkin Elmer modeio L-S3 a 380 nm de
excitacion y 460 nm de emisién; se registraron 3 lecturas a los 2,
6 y 10 minutos. Los porcentajes de fiuorescencia se interpolaron
en una curva estandar hecha con diferentes concentraciones de
MCA (metil cumarina). Para determinar el % de inhibicién se
preincubd la fraccion soluble 30 minutos a 37°C con el inhibidor
EDTA 20uM, para formar el complejo enzima-inhibidor, al mismo
tiempo se corrié una muestra sin inhibidor para comprobar que ia
enzima no se inactiva bajo estas condiciones. Después se adicioné
el sustrato bajo las condiciones anteriores. Se efectuaron los

calculos necesarios.

CONTROL DE LOS ESPECTROS DE EMISION Y EXCITACION
DEL PRODUCTO LIBERADO METILCUMARINA (MCA). Las enzimas
estudiadas escinden tos sustratos sintéticos, liberando un
compuesto fluorescente, ya sea metil cumarina 6 4-metoxi-
Znaftilamina (4AMONA), seglin sea la marca del sustrato. Como
tales compuestos tienen un espectro de emisidn y excitacién
caracteristico, como control de nuestras mediciones registramos
dichos espetros. En la Figura 2 se muestran los espectros de
emision y excitaciéon del producto liberado MCA al ser escindido el
sustrato Succinil-Glicina-Prolina-Leucina-Glicina-Prolina-
Metilcumarina por las siguientes muestras: colagenasa de
Clostridium_histolyticum tipo [V, fraccién soluble de tejido

neoplasico y suero de una paciente con cancer cérvico uterino. Se
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observan los dos picos caracteristicos de dicho compuesto (MCA),
tanto en forma pura como en las muestras probadas, sin
interferencia de otra sustancia. La diferencia en alturas de cada
pico nos indica que la concentracién de enzima varia en cada una
de las muestras. Los espectros de emision y excitacidn de 4MONA

Nno se muestran.

d TECNICAS DE GENETICA MOLECULAR

INMUNOHISTOQUIMICA

Para las determinaciones inmunohistoquimicas se
emplearon los siguientes anticuerpos primarios: 1) nm23 (Ab-1)
monocional, detecta ia proteina nm23-H1. 2) p21H-7as (Ab-1)
monoclonal, dirigido contra el epitopo que comprende los
aminoacidos 54-188 de la proteina p21H-13s, 3) trp £ (Ab-1)
monocional, reacciona contra la proteina antranilato sintetasa de
E coli. 4) alfa tubulina monoclonal, dirigido contra alfa tubulina
humana. Todos ellos hechos en ratén de la casa comercial
Oncogene Science.

En general se siguid [a siguiente técnica (212): se
desparafinaron los tejidos en xileno, dos cambios de diez minutos
cada uno. Posteriormente se hidrataron sumergiendo los tejidos en
soluciones descendentes de concentraciones de etanol, éstas
fueron: 100%, 95%, 70% y 30%, dos cambios en cada una de ellas
durante 2 minutos cada uno. Luego se incubaron diez minutos en
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PBS 1X (phosphate-buffered saline). Para eliminar la peroxidasa
enddgena se trataron los tejidos con peroxido de hidrégeno al 3%
durante 10 minutos (a temperatura del labaratorio). A
continuacion se lavaron con PBS 1X. En el caso de H-ras, después
de este paso fue necesario hacer un pretratamiento, se
sumergieron las laminillas 30 minutos en una solucién al 0.1% de
Triton en Tris-HCl 0.05M pH 7.0. Posteriormente para suprimir la
union no especifica de 196G, las laminillas se trataron 30 minutos a
temperatura del laboratorio con suero bloqueador al 10% (suero de
cerdo no inmune) en camara hameda. Se procedié a eliminar el
exceso de suero bloqueador y se incubaron los tejidos con el
anticuerpo primario diluido 1:20 en PBS durante 24 horas a 4°C,,
en camara humeda. Después de este tiempo se lavaron en PBS 1X y
se trabajaron de la siguiente manera: se empled un anticuerpo
secundario (contra ratén hecho en conejo) como puente,
posteriormente se hicieron reaccionar con el complejo peroxidasa
antiperoxidasa, y se revelé con una solucién de 3,3’-
Diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB) (se mezclaron 5 mg de
DAB en 10 ml de Tris-HClI 0.05M pH 7.0 con 3 gotas de peréxido de
hidrégeno al 3%). Se monitored ia reaccién bajo el microscopio, y
una vez establecido el tiempo de revelado para cada anticuerpo, se
trabajaron todas las {aminillas con el mismo tiempo. Se
contrastaron las muestras con hematoxilina de Harris. Finalmente
se deshidrataron en los diferentes grados de etanocl, se
clarificaron en xilol y se montaron en resina sintética. Los
controles fueron los siguientes: NEGATIVO: En cortes normal y
neoplasico se siguid el mismo tratamiento usando como primer
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anticuerpo uno contra la proteina antranilato sintetasa de E. coli
(Trp E). Para validar el sistema de revelado peroxidasa
antiperoxidasa se usd otro anticuerpo contra alfa tubulina humana.
Como control POSITIVO para NM23 se usd un corte de mama normal
y para H-ras un corte de piel anexado en el kit.

EVALUACION:

La cuantificacion de los niveles de proteina en las
inmunohistoquimicas se efectud en un analizador de imagenes
(PC-IMAGE COLOUR SPRYNT/WINDOWS); se realizé por la técnica de
RGB (Red, Green, Blue); en este caso se detecto el color café que
corresponde al producto de la reaccidn de inmunoperoxidasa (213).
Este método depende del umbral (threshold), esto es, detecta la
tincién de peroxidasa en un punto dado (pixel) de acuerdo a valores
establecidos que van del 0 al 255 para cada uno de los
componentes del gris, éstos son el rojo, verde y azul. Asi, el negro
estid formado por un valor de rojo=0, verde=0 y azul=0; et blanco
por rojo=255, verde=255 y azul=255; siendo sus grados
intermedios las combinaciones de los valores de estos colores. El
equipo detecta las diferentes intensidades de café como
intensidades de gris. Nuestra escala fue la siguiente: sefial café
intensa =3 (threshold: rojo=130-165, verde 95-126, azul 70-122);
senal café intermedia =2 (threshol: rojo = 150-200, verde 127-
160, azul = 123-160) y una seital café baja =1 (threshol:

rojo=188-202, verde 158-179, azul 162-190) (Figura 3):
obtuvimos el area de citoplasma valorada restando al area total,
el area de los nucieos (threshoid: rojo= 0-155, verde= 0-255,

-51 -



azul= 0-255) Estos valores absolutos (3, 2 6 1) los muitiplicamos
por el porcentaje del area de citoplasma que expresan esa
intensidad. Ejemplo (caso 18 ras): el 5% del citoplasma tiene una
intensidad de 3, esto nos di un valor de 15; el 36% del citoplasma
una intensidad de 2, dando un valor de 72 y €l 9% una de 1, con un
valor de 8; por lo tanto esta muestra tendra un valor total de 96
(15 + 72 + 9). El porcentaje de citoplasma restante fue negativo a

la proteina.

HIBRIDACION in situ

PRIMER DIA: Los cortes en parafina se desparafinaron e
hidrataron. Se trataron con tripsina 1.25¢g/ml medio minuto a 37
°C., después en PBS 1X (phosphate-buffered saline) 10 minutos.
Posteriormente otros diez minutos en glicina al 4% en PBS 1X (se
prepard el mismo dia). Se lavaron en PBS 1X. Se deshidrataron en
diferentes concentraciones de etanol y dejaron secar al aire 20
minutos a temperatura ambiente. Se prepard el “cocktail” de
hibridacidon con formamida al 50%, EDTA 5 mM, cloruro de sodio
0.6M, dextran sulfato 10%, Tris 10 mM pH 7.0, DNA de esperma de
saimén 0.2mg/mi, ficoll 0.02%, BSA 1 wmg/mi, poli-vinii-
pirrolidona 0.02% y ditiotreitol 0.5 mM y 0.2 ng/m!{ de sonda-33S
(marcada por nick translation). Se desnaturalizé la sonda
calentando a 90°C tres minutos e inmediatamente se pasé a hielo.
Una vez secos y deshidratados los cortes, se coloco la muestra en
una estufa a 65°C durante tres minutos. Se colocaron los

portaobjetos sobre la mesa y se cubrid el tejido con la sonda.
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Sobre la muestra y sonda se colocd un parafilm o cubreobjetos en

una area aproximada de 1cm?. En una camara himeda se incubaron

durante12 horas a 40°C. SEGUNDOQO DiA: Se lavaron dos veces con
agua bidestilada las preparaciones, 10 minutos cada una. El agua
se depositd en un bote de plastico y manejé como desecho
radioactivo. Se hicieron dos lavados con formamida al 50% en SSC
2X (standard saline citrate) a 50°C, cada unc de 45 minutos. Se
incubaron en una soiucidon de RNAsa 25 mg/m! (antes de usarla se
hirvié 15 minutos) a 37°C durante una hora. Se lavaron en SSC con
la siguiente secuencia: SSC 2X a 50°C durante una hora, SSC 2X a
temperatura ambiente 15 minutos en agitacién, SSC 11X a
temperatura ambiente 15 minutos en agitacién, SSC 0.1X a
temperatura ambiente 15 minutos. Finalmente se lavaron en PBS,
se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y se
dejaron secar 20 minutos a temperatura ambiente. Se procedid a
la autorradiografia. En cuarto obscuro, se sumergieron tres veces
las laminillas en emuision fotografica (Autoradiographic emulsion
LM-1, Amersham) que debe estar al 50% en agua destilada estéril
y entre 37-40°C. Se dej6 escurrir el exceso de emulsion
fotografica y se colocaron las laminillas en forma vertical en una
caja con CaCl, bien tapada, y esta dltima a su vez en una caja
negra, protegida de la luz. Se dejaron exponiendo cuatro dias a 4°C.
SEPTIMO DIA: En cuarto obscuro se procedié como sigue: se sacaron
las laminillas y sumergieron dos minutos en revelador D-19 de
Kodak, 4cido acético al 2% durante dos minutos, fijador rapido
Kodak durante dos minutos y se lavaron en PBS. Fuera del cuarto
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obscuro se contrastaron con Hematoxilina-Eosina. Se
deshidrataron en concentraciones ascendentes de etanol,
actararon con xilol y montaron con resina.

Se emplearon sondas de cDNA de nm23 (900 bp) y de H-
ras (1.1Kb). Como controles positivo y negativo se usaron las
sondas con antisentido (3’—5’) y sentido (5'—3’) (obtenidas por
transcripcién in vitro empieando las polimerasas SP6 y T7,
respectivamente) (214). Otro control POSITIVO fue el uso del cDNA
del RNA ribosomal 18s. Y como dltimo control se co-localizaron
el transcrito y la proteina.

EVALUACION:

Como senal positiva se considerd el depdsito de plata
sobre el citoplasma de las células y se evalué como positivo o

negativo, comparandolo con el control negativo

e ANALISIS ESTADISTICO.

De los valores obtenidos de las actividades catepsina
B, colagenasa y activadores de plasmindgeno en una escala
cuantitativa de razdn se realizaron medidas de tendencia central a
través de la mediana y desviacion cuartilica (Md, Q25-Q75) porque
no tuvieron una distribucién de tipo Gaussiana, las diferencias se
contrastaron por medio del analisis de varianza de una
clasificacion por rangos o prueba de Kruscal-Wallis. Cuando
encontramos diferencias globales en el anilisis de varianza, se
contratd por pares de etapas a través de la U de Mann-Whitney.
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Para determinar la correlacién entre inmunoreactividad vy

parametros clinicos, se emple6 la prueba de x2 y prueba exacta de
Fisher. El método de Kaplan y Meier se us6é para estimar ia
distribucion de sobrevida, y la diferencia significativa fue
analizada por “Log Rank Test”. Cualquier valor se considerd

significativo con un valor de p=0.05;
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RESULTADOS

1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

a) DETERMINACION DE CATEPSINA B EN TEJIDOS
NEOPLASICOS Y CONTROLES

La Figura 4 muestra que los tejidos con cancer

comparada con los grupos control y con condiloma tienen una
actividad proteolitica mucho mayor (de 5 a 12 veces mas
actividad), tanto del grupo de la etapa | (Md = 14200) como de los
grupos de las etapas I (Md =18650), Ili (Md = 24450) y IV (Md =
17900), teniendo todos ellos significancia estadistica (p<0.05,
prueba U de Mann-Whitney). Los tejidos del grupo control (Mediana
Md= 1500) tuvieron una actividad de catepsina B semejante a los
tejidos del grupo con condiloma (Md = 2800), sin diferencia
estadistica entre ellos (p>0.05; prueba U de Mann-Whitney). En los
tejidos neoplasicos, se observa una tendencia a detectar mayor
actividad de catepsina B entre mas avanzada sea la etapa clinica
del paciente, con excepcién del grupo en etapa 4; sin embargo no
se encontrd diferencia estadistica entre ellos (p>0.05; prueba U de
Mann-Whitney).

b) DETERMINACION DE COLAGENASA EN TEJIDOS

NEOPLASICOS Y CONTROLES
La actividad de la colagenasa (Figura 5) como en

catepsina B, se encuentra mas elevada en los tejidos neoplasicos
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(de 2 a 9 veces mas) tanto en etapa clinica | (Md = 839) como en |l
(Md = 2130), Il (Md = 1017) y IV (Md = 1130) comparada con los
grupos control (Md = 303) y condiloma (Md = 316); sin embargo
entre los tejidos neoplasicos y el grupo control se encontraron
diferencias significativas a partir del grupo de neoplasias en
etapa Il (p<0.05; prueba U de Mann-Whitney). Los resultados
anteriores fueron semejantes al comparar los grupos de cancer
con condilomas. La actividad del grupo control y de condilomas fue

similar.

c) DETERMINACION DE ACTIVADORES DE PLASMINOGENO
EN TEJIDOS NEOPLASICOS Y CONTROLES.

Los resuitados (Figura 6) muestran que el grupo
control (Md = 638) tuvo mayor actividad (de 3.6 a 5 veces mas) que
los grupos de las etapas clinicas | (Md = 169), Il (Md = 171), lll (Md
= 95) y IV (Md = 111); incluyendo el grupo con condilomas (Md =
167), siendo todas ellas estadisticamente significativas (p<0.05;
prueba U de Mann-Whitney). La actividad de los tejidos de las
diferentes etapas clinicas no mostraron alguna variacion (p>0.05;

prueba U de Mann-Whitney).

f) ACTIVIDAD DE LAS TRES ENZIMAS ESTUDIADAS

En la Figura 7 se relGnen las actividades de las tres
enzimas; por este método (de Smith, usando oligopéptidos
sintéticos) se detecta mayor actividad de catepsina B que de

colagenasa y de activadores de plasmindgeno.
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2. EXPRESION DE LAS PROTEINAS NM23 Y p2iH-ras EN

TEJIDOS INVASORES DEL CERVIX

Cortes histolégicos de cada una de las muestras fueron
utilizados para determinar la expresion de los genes nm23 y H-
ras. En la Figura 8 se muestran los controles empleados.

Al aplicar la técnica de inmunohistoguimica utilizando
el anticuerpo anti-NM23 revelada por el método peroxidasa-
antiperoxidasa, observamos que la sefial es citoplasmica para
ambos tejidos: cérvix normal y cérvix invasor; en los tejidos
contro! (Figura 9A), la marca es evidente en los estratos medio y
superior; de ellos, el 100% fueron positivos para la proteina
NM23; en los tejidos invasores la sefial se observa en células
aisladas (Figura 9B) o en grupos de células (Figura 9C). En el 60%
de los tejidos neoplasicos no detectamos proteina NM23, como se
muestra en un tejido invasor en la Figura 9D. Y solo el 40% de las
muestras de tejido neoplasico fueron inmunoreactivas para NM23
(p<0.05; Prueba exacta de Fisher). Se realizé6 una
semicuantificacién del nivel de proteina (Figura 3), asignando
valores arbitrarios de acuerdo a un analisis de imagenes (ver
metodologia); los resultados se muestran en el cuadro 3 (pag.98.).

Deseando conocer la posible reiacién entre las
muestras que expresan o no la proteina NM23 vy la sobrevida de las
pacientes, se estimé la distribucion de sobrevida por medio de
curvas Kaplan y Meier para ambos grupos NM23(+) (10 casos) y
NM23(-) (15 casos); la Figura 10A muestra claramente que la
sobrevida de las pacientes es independiente de la presencia de la
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proteina NM23 (p>0.05; Long Rank Test). El siguiente analisis fue
anicamente para el grupo NM23(+) para establecer la posibilidad
de que el nivel de la proteina NM23 discriminara a pacientes de
buen pronéstico con los de mal prondstico; se hicieron pruebas de
sensibilidad diagnéstica mediante curvas ROC (Receiver/response
operating characteristic; Figura 11). Estas curvas se utilizan para
evaluar pruebas diagnodsticas, en este caso, se calculd la
proporcion de pacientes que fallecieron por abajo del punto de
corte de proteina NM23 (Ej. <40) entre el total de pacientes
fallecidos (esta proporcién es ia sensibilidad), el siguiente
calculo fué la proporcién de pacientes vivos arriba é en el punto de
corte (=40) entre el total de pacientes vivos (especificidad); los
puntos a graficar tienen por coordenadas: en el eje de las abscisas
1-especificiad (falsos positivos) y en el de las ordenadas la
sensibilidad (positivos verdaderos). El punto de corte adecuado es
el que tiene mayor sensibilidad y que detecta menor proporcién de
falsos positivos. La grafica de la Figura 11, indica que el punto de
corte (cutoff) adecuado es de 40; esto es, los pacientes con un
valor inferior a 40 tienen mal prondstico y viceversa. También
indica una sensibilidad muy baja del 60% con una proporcion
elevada de falsos positivos 45%. De acuerdo a estos resultados |la
semicuantificacion de la proteina NM23 no es Gtil como factor
pronéstico independiente de sobrevida.

No se encontraron asociaciones entre la proteina NM23
y etapa clinica, grado de diferenciacion (de los carcinomas

epidermoides pobremente diferenciados, el 54% son positivos a la
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proteina y de los carcinomas epidermoides medianamente
diferenciados el 28% son positivos), edad, nimero de gestas y
nimero de parejas (p>0.05; prueba de x?). Unicamente el IVSA
parece no ser al azar pues solamente el 8% (1/13) de las pacientes
que iniciaron su vida sexual antes de los 20 afos y un alto
porcentaje, el 75% (6/8), de las pacientes que la iniciaron después
de los 20 afios expresan la proteina NM23 (p<0.05; Prueba exacta
de Fisher) (Cuadro 2; pag. 95).

Para el caso de la proteina p21H-ra3s, &sta se expresd
en el 100% de los casos y controles, siendo la sefial mas intensa
en el 40% de los tejidos neoplasicos. La sedial fue citoplasmica,
con grado variable de intensidad y porcentaje de células (Figura
12). El anticuerpo utilizado detecta proteina H-ras silvestre y
mutada. Como grupo total no se encontrd relaciéon entre el nivel de
la expresion de la proteina y la evolucién clinica de la neoplasia
(p>0.05; prueba de Kruscal-Wallis, datos no mostrados). La
sobrevida de los pacientes con CaCu se analizd de la siguiente
manera: se formaron dos grupos uno fue de aquellas pacientes con
niveles de proteina p21H-3s semejantes al grupo control {entre
2y 39 unidades) y el otro con niveles mayores que el grupo control
(> de 39 unidades). En la Figura 10C se muestran las curvas de
sobrevida de ambos grupos, como se observa el comportamiento de

ambas curvas es similar (p>0.05; Long Rank Test).
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3. DETECCION POR HIBRIDACION in situ DE LOS
TRANSCRITOS DE LOS GENES nm23 y H-ras EN TEJIDOS
NEOPLASICOS DEL CERVIX.

Para investigar a qué nivel se altera la expresién de
estos genes, se exploraron los transcritos de dichos genes, el
interés estuvo enfocado principalmente a los casos que no
expresaron la proteina NM23.

La imagen de algunos tejidos neoplasicos y su control
se muestra en la Figura 13, una sefal positiva significa que hubo
apareamiento de bases del transcrito con la sonda y al revelar la
marca radiactiva de la sonda, observamos los depoésitos de plata
como granos negros; en cambio cuando no hay apareamiento, como
sucede al emplear la sonda sentido o el tejido procesado sin
sonda, no se observaran los granos negros.

Encontramos sefal positiva para el transcrito H-ras,
en ambos grupos control y neoplasico. La expresion de la proteina

p21H-13S (coincide en todos los casos con la presencia de

transcrito (Cuadro 3; pag. 98), pero de una manera cualitativa no
siempre coincidié la cantidad de transcrito con la cantidad de
proteina.

Para el transcrito nm23 (Cuadro 3) encontramos que el
100% de los controles y el 72% de los tejidos neoplasicos fueron
positivos. Si consideramos dos grupos: los que expresan la
proteina NM23 y los que no expresan la proteina, para el primero
de ellos tenemos que en el 100% de los casos se detecta el

transcrito; en cambio en el grupo que no expresa la proteina en
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algunos tumores se expresa el transcrito (8/15), principalmente
en las etapas clinicas tempranas | y Il (p<0.05; prueba exacta de
Fisher). Al analizar las curva de sobrevida (Kaplan y Meier) de los
dos grupos: el que expresa el transcrito y el que no lo expresa
(Figura 10B), observamos que las curvas tienden a comportarse de
manera diferente entre ellas, esto es, las pacientes del grupo que
no expresaron el transcrito (etapas clinicas tardias) tienen una
menor sobrevida a 30 meses post radiacion y lo contrario las
pacientes que expresaron el transcrito (etapas clinicas
tempranas) tienen mayor sobrevida a 30 meses post radiacion. Sin
embargo a 30 meses de seguimiento estadisticamente no hay

significancia {p>0.05; Long Rank Test).

4. ANALISIS CORRELATIVO DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA Y
EXPRESION DE LAS PROTEINAS Y TRANSCRITOS nm23 y H-
ras.

a) CORRELACIONES DE LA PROTEINA NM23 CON LAS
PROTEASAS ESTUDIADAS.

De acuerdo a nuestro objetivo procedimos a la
bisqueda de alguna relacién entre estas enzimas y la expresidn de
las proteinas y transcritos de nm23 y H-ras

No se encontré una correlaciéon directa entre la
expresion de la proteina NM23 y la actividad proteolitica de
catepsina B (Figura 14), sin embargo, se observan tres grupos bien
definidos: 1)Proteina NM23 positiva y actividad de catepsina B
moderada, 2) proteina NM23 positiva y  actividad de catepsina B
muy elevada y 3) proteina NM23 negativa y un rango amplio de
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valores de actividad de catepsina B. En ia grafica se excluye al
paciente #4 por quedar fuera de las coordenadas de todos los
demas casos (la lectura de catepsina B fue de 168100 y cero de

NM23).
El grupo 3 se acomodé en orden descendente de

actividad de catepsina B, haciendo dos cortes arbitrarios de
acuerdo a etapas clinicas tempranas (I y i, que inciuye el
subgrupo 3b) y a etapas clinicas tardias (lil y IV, que incluye los
subgrupos 3a y 3c), de esta forma se analizaron los grupos. El
cuadro 4 (pag. 100) resume las variables de interés para estos
grupos. En el grupo 1, predominan etapas avanzadas (ili y IV}, la
actividad de catepsina B (moderada) es mayor que en el grupo
control (p<0.05; prueba U de Mann-Whitney); hay mayor expresion
de proteina p21H-ras con respecto al control (p<0.05; prueba U de
Mann-Whitney) y a 30 meses de seguimiento la mayoria de los
pacientes fallecieron. El grupo 2 incluye etapas clinicas 1, il y lil
con actividad de catepsina B (muy elevada), significativamente
mayor que el grupo control (p<0.05; prueba U de Mann-Whitney) y
que el grupo 1 (p<0.05; prueba U de Mann-Whitney); proteina

p21H-135  semejante a los controles (p>0.05; prueba U de Mann-

Whitney) y con respecto al grupo 1 menor nivel de expresioén
(p<0.05; prueba U de Mann-Whitney); a 30 meses de seguimiento el
80% de las pacientes estadn vivas. Al subgrupo 3a corresponden
pacientes sin proteina NM23, con niveles muy elevados de
actividad de catepsina B, p21H-72S con un amplio rango de valores,
etapa clinica avanzada (a excepcidén de un caso), y el seguimiento a
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30 meses desfavorable; el subgrupo 3b sin proteina NM23,
actividad de catepsina B elevada (menos que el subgrupo 3a),
p21H-ras con un amplio rango de valores, etapas clinicas tempranas
y todos los pacientes vivos a 30 meses de seguimiento; el Gltimo
subgrupo 3c cuyo comportamiento es muy parecido al subgrupo 3a
con excepcidn de la actividad de catepsina B que es baja. Es
probable que la actividad baja de catepsina B en este subgrupo sea
debida a la presencia de tejido necrético, todos los demas
parametros son similares al subgrupo 3a.

En resumen la correlacién de proteinas NM23, p21H-ras
y catepsina B definen 4 fenotipos importantes:

a) presencia de proteina NM23, actividad moderada de
catepsina B, expresién mayor que el grupo control de p21Ras;

b) presencia de proteina NM23, actividad muy
elevada de catepsina B, expresion igual al grupo control de
p21Ras;

c) proteina NM23 negativa, actividad de catepsina B
muy elevada, un amplio rango de valores de p21Ras y

d) proteina NM23 negativa, actividad elevada de
catepsina B, un amplio rango de valores para p21Ras.

Analizando la actividad de catepsina B como dos
grupos diferentes (Figura 15): el grupo negativo a la proteina NM23
y €l grupo positivo a la misma proteina, encontramos que para el
primer caso, la actividad de esta enzima guarda una relacién
directa con la progresién de la neoplasia (coeficiente de regresion
r = 0.66; p<0.05), aunque estadisticamente no son grupos
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diferentes por el escaso nimero de casos (p>0.05; prueba U de
Mann-Whitney). En cambio el grupo positivo a la proteina NM23 no

muestra tal relacion.
Para el caso de la correlacién proteina NM23 y

colagenasa (Figura 16), se observa una tendencia hacia una
relacion inversa, es decir, a mayor actividad de colagenasa menor
expresidn de proteina NM23 y viceversa, a pesar de ello no hay
significancia estadistica (coeficiente de regresion lineal = -0.41;

p>0.05).
Analizando a la udltima enzima, activadores de

plasmindégeno, con respecto a la proteina NM23, no encontramos

correlacidbn entre ambas (datos no mostrados).

b) CORRELACIONES DE LA PROTEINA p21H-ras CON LAS
PROTEASAS ESTUDIADAS.

Ahora mostramos el andlisis de p21H-ras y |3s
proteasas.

En la Figura 17A se muestra el comportamiento de
p21H-ras frente a catepsina B; en las muestras control no

encontramos correlacidon; en cambio en las muestras de CaCu
(Figura 178B), se observa una tendencia hacia una relacidén inversa,
pero no hay significancia estadistica (coeficiente de regresion
lineal r=-0.47; p>0.05).

El siguiente analisis efectuado fue el comportamiento

de la proteina p21H-ras con la actividad de colagenasa; en el grupo
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control (Figura 18A) no encontramos relacidon entre esta proteasa
y la expresidén de p21H-ras, mientras que en los tejidos con cancer
(Figura 18B) existe una tendencia a disminuir la proteina p21H-ras
en relaciéon inversa a la enzima, como en el caso de catepsina B, no
hubo diferencia significativa (coeficiente de regresion r= -0.23;

p>0.05).
Estudiando a activadores de plasmindgeno, no

encontramos relacién alguna con p21H-73s (datos no mostrados).

c) CORRELACION DE LA PROTEINAS NM23 Y p21H-ras,
Finalmente, correiacionamos la expresién de NM23 y

p21H-ras ya que ambas proteinas estan involucradas en la evolucion
de las neoplasia (Figura 19). Como grupo total no podemos decir
que existe alguna relacién (coeficiente de regresién r = 0.09;
p=0.05), pero es muy notable en la grafica que el 60% de las
muestras guardan una relacién directa (coeficiente de regresion
lineal r = 0.94; p<0.05) De estas muestras, la mitad corresponde al

grupo 1 (NM23+, actividad de catepsina B moderada, p21H-ras con
expresiébn mayor que el grupo control) y el otro 50% al grupo 2

(NM23+, actividad de catepsina B muy elevada, p21M-ras jgual que

el grupo control), de acuerdo a los grupos establecidos en la
Figura 14. Llama la atencion que en la grafica, los primeros tres
puntos corresponden a tejidos de pacientes vivas a 30 meses del
grupo 2 y los siguientes tres puntos a tejiidos de pacientes

fallecidos del grupo 1.
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d) ANALISIS EN RELACION AL ESTADIO CLINICO.

Estd documentado desde hace muchos afos que la
progresién del carcinoma cérvico uterino depende del estado
clinico de la enfermedad, y como consecuencia la sobrevida de la
paciente. A 30 meses de seguimiento resalta en el Cuadro 4 que
las pacientes en etapas clinicas | y Il aldn viven y las etapas
tardias ya fallecieron (p<0.05; prueba exacta de Fisher).

En el analisis de proteinas NM23 y p21H-ras, por etapa
clinica no encontramos alguna tendencia o relacion (p>0.05; prueba
de Kruscal-Wallis). Por grupos es como hemos encontrado

asociaciones y son las que hemos ya mencionado.

e) CORRELACIONES DE LOS TRANSCRITOS Y LAS

PROTEASAS.
No encontramos correlacién alguna entre el transcrito

de nm23 y la actividad proteolitica. Debido a que el transcrito de
H-ras fue positivo en todas las muestras estudiadas y unicamente
hicimos el andlisis como positivo 0 negativo, no procedié buscar

correlaciones.

- 67 -




DISCUSION

Esta es la primera vez que se intenta correlacionar las
actividades de catepsina B, colagenasa y activadores de
plasmindgeno con la expresion de dos genes, uno promotor de
metastasis (H-ras) y el otro aparentemente “inhibidor” del mismo
fenémeno (nm23). El cancer del cuello uterino es un buen modelo
que permite estudiar la invasién en las diferentes etapas clinicas.
Por tanto, enseguida relacionaremos nuestros resultados con los
de otros investigadores y las aportaciones del presente trabajo.

En general, nuestros resultados sefalan que existen
aumento en la actividad proteolitica de la fracciéon soluble de
tejidos neoplasicos, corroborando las observaciones hechas por
otros grupos, en la misma neoplasia tanto en suero como en
liquido vaginal y fraccién soluble (13, 33, 34, 215, 216). Asi
mismo se observa una tendencia directa y lineal entre la actividad
de catepsina B de la fraccion soluble de tejidos neopléasicos y la
etapa clinica, excepto la etapa IV en la cual encontramos mayor
actividad que los controles, pero no mayor que la etapa clinica HL
El no haber encontrado significancia estadistica entre los grupos
de las diferentes etapas clinicas de acuerdo a la clasificacion de
FIGO (entre el grupo de pacientes de cada etapa clinica y el grupo
control si hubo significancia estadistica) puede ser debida al
reducido numero de casos. Las razones por las cuales la etapa IV
no tiene la actividad de catepsina B mas alta pueden ser las
siguientes: quizd en etapas tempranas la presencia de catepsina B
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sea indispensable para su fenotipo invasor, tal como el caso de
cancer de colon en el cual Murane y col. reportan que pacientes en
etapas A y B la actividad de catepsina B en la fraccion soluble de
tejido y su transcrito se encuentran 1.35 y 3.46 veces mas
elevados, respectivamente, que las etapas C y D (217). La
siguiente razén es que cada caso representa un comportamiento
bioldgico diferente de acuerdo a la expresion de sus genes (con
mas detalle se explicard posteriormente). Como se ha reportado,
la catepsina B también actla sobre proenzimas para activarlas,
pudiera ser que, debido a ésto, gran parte de [a enzima en etapas
avanzadas esté consumida. Una Gltima explicacidén probabie, es que
en esta etapa las neoplasias son de gran volumen con zonas
extensas de tejido necrdético.

Con respecto a colagenasa, nuestros resuitados
coinciden con los de otros autores en cuanto a la produccidn
elevada de colagenasa en tejido neoplasico con respecto a los
tejidos sanos, pero no encontramos un incremento paralelo con la
evolucion clinica. Posiblemente esta proteasa no se relaciona
directamente con la evolucién clinica de la neoplasia o este
sustrato no es muy sensible. Irimura en otro tipo de neoplasia
(cancer de colon), reporta actividad colagenolitica tipo IV elevada
sin correlacién con la evolucién clinica de la enfermedad (218) .
Existen pocos estudios de esta enzima en céncer cérvico uterino y
en ninguno utlizan esta metodologia. Los métodos mas utilizados
son radioactivos y degradaciéon de fibras de colagena. Es posible
que por ello diferimos con el trabajo de Daneri y col. quienes

analizaron extractos de tejidos de cérvix normal, lesiones
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intraepiteliales de bajo y alto grado y tejido neoplésico y
encontraron un incremento en la actividad proteolitica de tipo
metaloproteinasas de acuerdo a la historia natural del céancer
cervical (219). Nuovo y col. reportaron la relacion MMP:TIMP
(metaloproteinasa: inhibidores de metaloproteinasa) y encontraron
que los pacientes de mal pronostico tuvieron una relaciéon 3.4-5.4,
en cambio los pacientes de buen prondstico estuvieron alrededor
de 1; sugiriendo que la relacién entre metaloproteasas y sus
inhibidores es un factor esencial en la agresividad de esta
neoplasia (185).

Los resultados obtenidos para la actividad de
activadores de plasminoégenos fue sorprendente, aunque la
literatura muestra controversias importantes sobre |Ia
participacion de esta proteasa en el cancer (220). Encontramos
mayor actividad de esta proteasa en tejido normal que en el tejido
invasor; esto lo explicamos de tres formas:

1) puede ser que en este tipo de neoplasia, ia célula se
cubra de una capa de fibrina para evadir respuesta inmune y de tal
forma no requiere de la actividad fibrinolitica (sugerencia de
Gunji y Dvorak), siendo este mecanismo una forma de seleccion de
células neoplésicas para la formacién de metastasis y por
consiguiente la no producciéon de activadores de plasmindgeno
(221, 222).

2) Aungue la actividad proteolitica se requiere para la
invasién, se ha demostrado in vitro que su exceso evita el
ensamble coordinado de células endoteliales en los vasos
capilares de neoformacion, por elio la protedlisis debe ser
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finamente coordinada (223).

3) Los activadores de plasmindgenc pueden convertir
formas latentes de otras enzimas a su forma activa (por ejemplo
colagenasa), es por lo que el “pool” intrinseco de activadores de
plasminégeno pudiera estar depletado por activar proteinasas
latentes. Este punto es una sugerencia de Vasishta, quien
estudiando cancer gastrico encontrd niveles de activadores de
plasminégeno superiores en tejido normal que en tejido neoplasico
(38).

Otra investigaciéon que concuerda con la nuestra es el
estudio reportados por Yuen, quien en carcinoma de células
escamosas de cérvix, no encuentra actividad fibrinolitica, en
cambio en leiomioma (tumor benigno), encuentra una actividad
acentuada (224).

Por otro lado nuestros resultados estan en desacuerdo
con los reportados por los siguientes autores: Laarsson (por
inmunochistoquimica) encuentra que en CaCu hubo mayor expresién
de uPA que en las displasias, con una distribucion heterogénea,
haciéndose mas intensa en los macréfagos (estd bien comprobado
que los macrofagos son productores en cultivo de uPA) (60).
Koelbl y Kirchheimer detectaron uPA en plasma de pacientes con
CaCu y encontraron mayor proporciébn de esta enzima en las
neoplasias en etapas avanzadas (lll y V) que en etapas tempranas
(t y 1) y ambas que el grupo control (225, 226). Kobayasi en CaCu
etapa I, encontré una mayor concentraciéon y actividad en la
neoplasia comparada con el grupo control (227). Saito no
encuentra diferencias de los niveles de urocinasa en el plasma de
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pacientes con CaCu y mujeres sanas, en cambio en homogenados de
tejidos los niveles de la enzima fueron mayores en pacientes con
cancer cervical que en pacientes sanos (228). Los diferentes
resuitados para la misma neoplasia en estudio pueden obedecer a
las diferentes metodologias empleadas, ya sea con extractos o
suspensiones celulares, métodos histoquimicos, evaluacion de
actividad fibrinolitica, deteccién del antigeno ¢ el uso de
diferentes sustratos sintéticos. También es posible que exista un
factor genético o poblacional étnico.

En nuestro trabajo, cuantificando la actividad
enzimatica por el método fluorométrico con sustratos especificos
detectamos mayor actividad de catepsina B que las otras dos
enzimas estudiadas. Otros autores coinciden con nosotros en que
este método es muy sensible para detectar actividad de catepsina
B en las neoplasias estudiadas (13, 33, 211, 215, 216). Recklies y
col. encuentran que catepsina B en cancer de mama es mejor

marcador, ya que no encuentran diferencia significativa en la

elevacion de AP y colagenasa (24).

‘ La participaciéon de las proteasas en el fenotipo
invasor estd ampliamente estudiado, quedando constatado en el
presente trabajo y otros del mismo grupo. Como toda expresion
enzimatica debe estar regulada genéticamente en este trabajo se
buscd la posible correlacidon de estas enzimas con actividad de
genes involucrados en el fendmeno de invasién y metastasis entre

ellos los genes H-ras y nm23.

En nuestro estudio inmunochistoguimico de p21M-ras
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encontramos la sefal positiva en el 100% de los tejidos con
cancer y cérvix normal, pero (nicamente el 40% de los casos en
todas las etapas clinicas tuvieron mayor expresion que los
controles, sin correlaciéon con estadio clinico ni con sobrevida; el
anticuerpo que utilizamos va dirigido contra el epitopo
comprendido entre los aminoécidos 54 y 188, por lo que
detectamos proteina p21H-ras mutada y silvestre. Lee no
encuentra diferencia significativa entre las etapas clinicas y la
exprersién de H-ras, por lo que no lo considera (tit como factor
pronédstico independiente, concordando con nuestros resultados
(229). Hayashi reporta un 12% de casos positivos usando un
anticuerpo PAN ras (detecta los tres miembros oncogénicos de la
familia ras), este porcentaje de casos positivos si correlaciond
con metatasis a ganglios linfaticos (230). Sagae reporta un 52% de
sobreexpresion, también usé un anticuerpo PAN ras y sugiere a
p21Ras como un marcador prondstico, pero su correlacion fue
dependiente del tipo histolégico y encuentra que mayor nimero de
tejidos tipo keratinizante (K) y de células grandes no
keratinizante (LNK) en etapa Il sobreexpresan la proteina p21Ras
con un prondstico desfavorable en comparacidon a los tejidos
negativos para p21Ras. En cambio tejidos con tipo histolégico de
células pequefias (S) el mayor porcentaje de sobreexpresion es
para la etapa |, sugiriendo que en este tipo histologico la proteina
p21Ras puede no estar asociada con la etapa tardia de la
progresion del tumor y metéstasis (97). A nivel de transcrito de
una forma semicuantitativa no encontramos sobreexpresion por
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hibridacién in situ, coincidiendo con los hallazgos de Iwasaka por
Nothern blot (96), pero en desacuerdo con Shirasawa en lineas
celulares de carcinoma cervical (231).

El papel del gen nm23 en cancer cérvico uterino hasta
el momento es controversial, en nuestro trabajo encontramos que
el 40% de los tejidos con cancer cervical fueron inmunoreactivos
a la proteina. El analisis de sobrevida mediante curvas de Kaplan y
Meier nos indica que ia presencia o no de la proteina es
independiente de la sobrevida de los pacientes. Estos resultados
apoyan el trabajo de Mandai para el mismo tipo histologico que
nosotros estudiamos (carcinoma epidermoide), él encuentra un
36% de los tejidos inmunoreactivos a la proteina y también sin
correlacién con sobrevida; no asi en adenocarcinoma en donde si
hay correlaciéon con el prondstico (156).

A nivel de transcrito observamos una tendencia hacia
la disminucion en relacién inversa a la etapa clinica, a pesar de
que el analisis de sobrevida no nos dé significancia estadistica,
este comportamiento deberd estudiarse en un lapso mas
prolongado como son los estudios de Liotta que hace un corte a los
10 afios (6) y con un tamafio de muestra mayor. Lo gue
prob mente sucede es gue la ausencia del transcrito en etapas
- clini: -ardias sea parte de la evolucién de la neoplasia, pero
dnici. . 1ite en un grubo de esta neoplasia (el que no expresa la
proteina NM23). En estos dltimos casos y en los que hay transcrito
como se observa en etapas | y I, pero no existe la proteina,
pudiera existir una desregulacion a nivel transcripcional. Mandai
en cancer de ovario encuentra'una relaciébn parecida a la de
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nosotros en etapas | y Il hay un incremento del transcrito, una
disminucién en etapa Ili semejante a los tumores benignos y en la
IV ya existe una disminucion significativa (156). Otro articulo en
CaCu es el de Marone y col.; ellos valoraron proteina Ras por
Western Blot, transcrito nm23 por Northern Blot y no encontraron
relaciéon de 1a expresion de proteina Ras con la etapa clinica, ni
con metastasis a ganglios, coincidiendo con nuestros resultados
inmunohistoquimicos; también encontraron que pacientes con
niveles altos del transcrito nm23 muestran una baja incidencia de
metastasis a ganglios linfaticos. O sea, tanto para ellos como para
nosotros el transcrito da informacién de la evolucidn de la
neoplasia, pero a diferencia de ellos la expresion de p21H-2s en
nuestros resultados es parte importante de la relacidon con la
proteina nm23 como comentaremos a continuacion (155). En
nuestro analisis por Grupos, encontramos en la misma neoplasia y

el mismo tipo histoldgico una variedad de comportamientos de

acuerdo a la actividad de catepsina B, presencia de p21H-73s y de
NM23. El primero de ellos que llamé nuestra atencion fue el Grupo
1; en este caso p21H@s  estd incrementada con respecto al
normal y no existe una actividad muy elevada de catepsina B,
correspondiendo en su mayoria a etapas avanzadas; ademas este
grupo es positivo a la proteina NM23. La explicacion puede ser que
p21H-ras en estos casos pudiera actuar como inhibidor de catepsina
B, como sugieren los trabajos publicados por Hiwasa, quien
reporta una homologia del 61% con los inhibidores de proteasas
de cisteina como son cistatinas y quinindégenos (232, 233). Para el
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gen ras, esta regibn es altamente conservada y existen trabajos
que apoyan que es la region indispensable para la actividad
transformante (234). Ademas, Hiwasa (235) demuestra que H-ras
puede formar un complejo altamente afin con catepsina B.
Probablemente en este 20% de muestras que corresponden al Grupo
1, existe el mecanismo de regulacién negativo de p21HTas sobre
catepsina B, propuesto por Hiwasa y en el resto pueden estar
involucrados otros mecanismos. Otro trabajo que apoya lo anterior
es el de Lah y col. quienes transfectaron lineas celulares de
cancer de mama humano con H-ras y encontraron niveles menores
de catepsina B intracelularmente con respecto a las células
parentales; sin embargo en el medio externo encontraron to
contrario (236); de acuerdo a lo anterior, p21H73s podria estar
inhibiendo 'a actividad de catepsina B y la catepsina B que pudiera
ser excretada tendria una vida media mas larga como lo sugieren
otros autores. El Grupo 1 es inmunoreactivo a la proteina NM23,
guardando una relacion directa con p21H-ras (Figura 17), sugiriendo
una via de actividad comun para ambas proteinas; Liotta y col.
propusieron que NM23, como nucledsido difosfato cinasa pudiera
mediar la activacién de proteinas G via la transferencia de un

fosfato de alta energia (GTP) a un receptor, incluyendo p21H-ras
que se activa intercambiando GDP por GTP. También sugieren que
nm23/NDPK puede funcionar como un oncogén © como un gen
supresor, dependiendo si estd normal, alterado, & en qué seiial de
traduccion esté involucrado (115), existen varios trabajos mas
que apoyan este punto (112, 126, 128, 237). En este caso (Grupo
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1), NM23 estaria actuando como oncogén en una etapa tardia de la
neoplasia. Este Grupo 1, coincide en parte con el hallazgo de
Lacombe quien procesd un sélo caso de carcinoma epidermoide y su
resultado fue una gran actividad de esta enzima e inmunorreaccion
contra NDPK A/nm23-H1; ademéas la paciente tenia metastasis a

ganglios linfaticos, sugiriendo una etapa avanzada de cancer

cervical (148). En otro Grupo (Grupo 2), p21H-1as ge expresa en
niveles semejantes a los controles por lo que no inhibiria a
catepsina B que puede actuar libremente degradando matriz
extracelular directa o indirectamente, en estadios tempranos de
la neoplasia. Los tejidos son inmunoreactivos a NM23 y también
NM23 se expresa en relacién directa con p21H-r2% pero ambas en
niveles bajos (Grupo 2), sugiriendo una etapa anterior al Grupo 1
y como se observa las etapas clinicas son I, Il y . En cambio
cuando no existe proteina NM23, no encontramos alguna asociacion
con los niveles de la proteina ras; quiza sean otros genes, ademas
de la expresion defectuosa de NMZ23, los involucrados en el
fenotipo de este grupo de pacientes (Grupo 3). En este gran grupo
NM23 negativo catepsina B si guarda una relacion directa con la
evoluciéon clinica, coincidiendo con lo reportado en la literatura,
entre mayor es la actividad de catepsina B, la etapa clinica es
avanzada y viceversa. Quiza la actividad de catepsina B en este
grupo no esta bajo el control de los mismos mecanismos que el
grupo NM23 positivo.

Esto trae consigo que la hip6tesis propuesta por Steeg
sea diferente en tejido cervical y que la ausencia del transcrito
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nm23 en etapas avanzadas sea parte de la progresion de la
neoplasia (etapas Il y V).

Se ha tratado de correlacionar al gen H-ras con la
actividad de proteasas; por ejemplo Sloana sugiere que la
capacidad de ras oncogénico para incrementar la actividad de
catepsina B puede ser secundaria a otras alteraciones genéticas
en la célula (238); esto apoya en parte nuestros resultados, ya que
una de estas alteraciones genéticas podria ser la expresion
alterada de NM23.

En cuanto a colagenasa, enzima estrechamente
involucrada con invasividad (6, 64, 72), su actividad tiende a
guardar una relacidén inversa con la proteina NM23; probablemente
NM23 también esté involucrado en dicho fendmeno. Apoyando estos
resultados estd el trabajo Charpin y col quienes encontraron una
relacidn inversa entre catepsina D, tenacina y angiogénesis con
nm23, sugirieron que nm23 puede interaccionar sobre células
neoplasicas y estroma tumoral blogueando la sintesis de
proteasas y angiogénesis (133). Jiang y col. demuestran que el
acido linclénico gamma (GLA) incrementa la expresion de nmZ23
probablemente asociada a una reduccidn en la invasividad de estas
células in vitro (239). En cambio Holm en carcinoma medular de
la glanduia tiroides, no encontré relacién entre la expresion de
nm23 y cambios en la actividad de catepsina D (240). Y Jang en
células tumorales murinas sometidas a hipoxia en un medio con pH
bajo y escasés de glucosa (condiciones que ya han sido reportadas
inducen a las células tumorales a metastatizar), no encontrd
asociacion entre la expresion del gen nmZ23, catepsina B y
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colagenasas | y IX (241). M M M Mﬂlm

De acuerdo a nuestros resultados, activadores de
plasminégeno no guardan relaciéon con la expresidon de alguno de los
dos genes estudiados y tampoco con alguno de los parametros
clinicos. Coincidimos con los resultados de Sengun y col. en cancer
gastrico, quienes no encontraron relacién entre esta proteasa y
NM23 (242). Queda abierta la pregunta de por qué los tejidos sin
cancer tienen mayor actividad de activadores de plasminégeno que
los tejidos neoplasicos.

Revisando la historia clinica de las pacientes
encontramos que aquellas que iniciaron su vida sexual antes de los
20 afios, la mayoria (92%) no son inmunorreactivas a la proteina
NM23 y quienes la iniciaron después o a los 20 aflos (75%) son
inmunoreactivas positivas a la proteina. No tenemos una
explicacion al respecto, pudiera ser que estas personas al iniciar
su vida sexual a edad temprana tienen un riesgo mayor a
infecciones como es al virus del Papiloma Humano y de alguna
manera indirecta se inhiba la traduccién de la proteina NM23.

Nuestros resultados contradicen la hipétesis con
respecto al posible papel del gen nm23 como supresor de
progresién (de invasién y metastasis) en esta neoplasia.
Posiblemente tenga una funcién importante como NDPK y/o0 como
una proteina intermediaria en la traduccién de sefiales y
dependiendo de la sefai recibida sera activado uno de sus varios
sitios de fosforilacién ¢ ella fosforile a otras proteinas y como
consecuencia sera la respuesta celular.

Este trabajo explica en parte por qué tanta
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controversia en los articulos publicados inclusive en el mismo
modelo de estudio. Los datos concuerdan con la idea que la
progresion maligna es |la acumulacién de mdltiples alteraciones
genéticas y la valoraciéon de estos tres parametros catepsina B,
NM23 y p21H-ras gson parte de la evoluciéon clinica de esta
neoplasia, ya que sus etapas clinicas y prondstico desde hace
afios estan bien definidas. Quizd en otras neoplasias la
determinacidén de estas tres variables ayuden a estabiecer el

prondstico.
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CONCLUSIONES

1. La actividad de catepsina B es mayor en tejidos neopldsicos
comparada con tejidos sin cancer. Los resultados sugieren una
relacion directa con la progresién del cancer cérvico uterino

Gnicamente en el grupo negativo a la proteina NM23.

2. La actividad de colagenasa es mayor en tejidos neoplasicos
que en tejidos sin cancer, aunque no guarda una relacion directa

con la evolucién clinica det CaCu.

3. La actividad de activadores de plasmindégeno por este metodo,
no nos deja claro su participacion en el proceso de invasion. No

encontramos relacién de esta enzima con las variables estudiadas.

4. No existe relacién entre los parametros clinicos en estudio
(etapa clinica, edad, tipo histolégico, inicio de vida sexual activa,

namero de parejas sexuales y sobrevida a 30 meses de

seguimiento post radiacion) y la expresién de la proteina p21H-ras,

5. La sobrevida de las pacientes a 30 meses de seguimiento post
radiacion es independiente de la expresion de la proteina NM23.
Esta proteina no esta relacionada con etapa clinica, edad, tipo

histoldgico y nimero de parejas sexuales.

6. La asociacion entre el inicio temprano de vida sexual activa y
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la ausencia de la proteina NM23 sugiere que existe una relacion
entre esta dltima y el virus del Papiloma Humano. Seria
interesante investigar si alguno de los genes virales regulan

negativamente la expresion de la proteina NM23.

7. La ausencia del transcritc nm23 en algunos casos,
probablemente sea un evento tardio en la carcinogénesis del

cancer cérvico uterino.

8. En el 60% de los casos NM23 positivos existe una relacion

lineal entre las proteinas NM23 y p21HT2s, |o que sugiere

participan en una via coman.

9. Es probable que la proteina NM23 tenga alguna interaccion

indirecta con la actividad de catepsina B.

10. En las neoplasias en las cuales la evolucién de la misma no
esté bien definida, pudiera ser de utilidad pronéstica la valoracion

de las proteinas NM23, p21H-"2s y catepsina B.
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FIGURA 1. Especificidad en la determinaciéon de catepsina B.
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Se escindid con catepsina B de bazo bovino, la molécula marcadora
(MCA 6 4MONA) de los tres sustratos trabajados en las determinaciones
enzimaticas. Destaca la especificidad de catepsina B para el sustrato
CBZ-Val-Lys-Lys-Arg-4MONA.
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FIGURA 2. Control de los espectros de excitaciobn y emision
del producto liberado metilcumarina {(MCA) en la determinacion
de las actividades de colagenasa y activadores de
plasmindgeno.
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Espectros de excitacién (A) y emisién (B) del producto
metilcumarina, liberado al poner las diferentes fuentes de colagenasa
(colagenasa tipo IV de Clostridium histolyticum, fraccion soluble de
tejido de cérvix invasor y suero de una paciente con carcinoma cérvico
uterino) con el sustrato SUCC-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-MCA.
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FIGURA 3. Evaluacion inmunohistoquimica de las proteinas
NM23 y p21H1-ras por medio de Analisis de Imagenes.

La tincion café es sefal positiva en la deteccion de cualquiera de
las proteinas en estudio por la técnica inmunohistoquimica revelada con
peroxidasa-antiperoxidasa (PAP). Se detectaron tres niveles de acuerdo
a la intensidad de la reaccién: nivel 3 (sefial intensa), nivel 2 (senal
media) y nivel 1 (sefal débil). La técnica seleccionada fue la de RGB
(reed, green, blue) para el analisis de imagenes. En A) el corte histoidgico
sin area seleccionada; en B), C) y D) el area seleccionada corresponde al
nivel indicado en cada cuadrante (400X). Los resultados para cada una de
las proteinas mencionadas se muestran en las figuras 9 y 12. Ver
material y métodos.
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FIGURA 4. Actividad de catepsina B en tejido cervical.
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La fraccién soluble de cada uno de los tejidos de cérvix fueron
procesados por duplicado con el sustrato CBZ-Val-Lys-Lys-Arg-
4MONA. La mediana para cada uno de los grupos fue la siguiente:
grupo control = 1500; grupo con condiloma = 2800; grupo en etapa |
= 14 200; grupo en etapa !l = 18 650; grupo en etapa Il = 24 450;
grupo en etapa IV = 17 900. Se indica el valor mas alto (*) vy el
mas bajo (+), ademas de los percentiles 75 (o) y 25 (-).
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FIGURA 5. Actividad de colagenasa en tejido cervical.
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La fraccion soluble de cada uno de los tejidos de cérvix
fueron procesados por duplicado con el sustrato Succ-Gly-Pro-
Leu-Gly-Pro-MCA. La mediana para cada uno de los grupos fue |a
siguiente: grupo controt =303; grupo con condiloma = 316; grupo
en etapa | = 839; grupo en etapa Il = 2130; grupo en etapa Hl =
1017; grupo en etapa 1V = 1130. Se indica el valor mas alto (x)y
el mas bajo (+), ademas de los percentiles 75 (o) y 25 (-).
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FIGURA 6. Actividad de activadores de plasmindgeno.
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La fraccion soluble de cada uno de los tejidos de cérvix
fueron procesados por duplicado con el sustrato CBZ-Gly-Gly-Arg-
MCA. La mediana para cada grupo fue la siguiente: grupo control =
638; grupo con condiloma = 167; grupo en etapa | 169; grupo en
etapa Il; 171; grupo en etapa i = 95; grupo en etapa IV =111. 5e
indican el valor mas alto (), el mas bajo (4), el percentil 75 (o) y
el percentil 25 (-).
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FIGURA 7. Actividad proteolitica de las tres
estudiadas en tejido cervical.
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FIGURA 10. Curvas de sobrevida de los pacientes con cancer
cérvico uterino.
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A) Sobrevida de las pacientes con cancer cérvico uterino y la presencia de la proteina
NM23 (p = 0.6688; “Log Rank Test”); B) sobrevida de las pacientes y la expresion del
transcrito nm23 (p = 0.0689; “Log Rank Test"); C) sobrevida de las pacientes con cancer

cérvico uterino y [a presencia de la proteina p2'I H-ras (p = 0.8247; “Log Rank Test”). Se
consideré a p2 1Ras elevada >40 unidades y a p21Ras normal <40 unidades.
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FIGURA 11. Pruebas de sensibilidad diagndstica. Curvas ROC*.
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Se analizdé al grupo de pacientes NM23(+) mediante esta prueba
estadistica para establecer un corte (cutoff) del nivel de proteina y
evaluar si por abajo de este corte el paciente tiene mal prongstico. La
grafica muestra que este parametro, de forma independiente no es atil,
ya que, es poco sensibie y la proporcion de positivos faisos es alta. Los
cortes probados fueron: <30, <40, <50 y <60, los valores dados en la
semicuantificacion de NM23 son arbitrarios, obtenidos mediante analisis
de imagenes (ver metodologia).

*Las curvas ROC se utilizan para evaluar pruebas diagnoésticas, en
ellas se grafica la proporcion de positivos veraderos (sensibilidad)
contra la proporcién de positivos falsos (1-especificidad) en cada corte
posible para una prueba diagnoéstica.
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CUADRO 2. Expresiéon de la proteina NM23 y su relacién con ia
edad a la cual las pacientes con cancer cérvico uterino
iniciaron su vida sexual.

CASOS (+) PARA LA CASOS (-) PARA LA
PROTEINA NMZ23. PROTEINA NMZ23.
No. de IVSA No. de IVSA
control control
26 S/D 27 S/D
31 28 36 17
2 20 29 15
15 24 3 15
12 25 4 14
14 23 9 15
18 16 20 14
21 22 17 16
30 15 24 18
34 S/D 10 15
25 18
19 14
23 20
33 S/D
35 14

IVSA: Inicio de vida sexual activa; S/D: sin datos.
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FIGURA 12. Deteccion de
cervical

ja proteina p21f-ras en tejido

Yooy

3 P G e i, 9
REBEIEs ™ AT A0
3 e
. ‘g,g'r JAETY
[N o S

1 2L

) a4 © s ™ L
Howe R g “ﬂ,gm f _
v . @“w‘;i"m il "” o5 2
‘um':az!-,.:‘ v - “_’;E""{ - e

A) Tejido de cérvix normal, la sefal es débil y citoplasmica, B)
Tejido invasor positivo con sefal débil citoplasmica, C) Tejido invasor
positivo con una mayor expresiéon de la proteina que los tejidos control.
Todas las fotografias fueron tomadas a 400X.
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CUADRO 3. Correlacion de la expresion de las proteinas NMZ3
y p21H-ras con el transcrito correspondiente, en tejido invasor
del ceérvix.

Tejido Transcrito Proteina Etapa Transcrito Proteina

de nm23 NM23  clinica de H-ras p21 H-ras
26 + 75 \ + 17
N + 140 | + 46
2 + 20 b + 34
15 + 26 1 + 44
12 + 16 [l + 27
14 + 60 11 + 66
18 + 21 Il + 95
21 + 40 i + 8
30 + 36 v + 49
34 + 38 v + 60
27 + - | + 77
36 + - | S/D 114
3 + - | + 32
4 + - 11 + 22
9 + - I + 27
20 + - 1 + 11
29 - - I + 83
17 - - il + 7
24 - - P + 20
25 - - v + 6
10 + - v + 65
19 + - v + 39
23 - - IV + 24
33 - - v + 19
35 - - v + 37

Los valores para ambas proteinas son expresados en numeros
arbitrarios, obtenidos mediante analisis de imagenes (ver metodologia).

S/D: sin determinar.
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FIGURA 14. Correlacion de la proteina NM23 y actividad de
catepsina B.
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Obsérvense los tres grupos formados; Grupo 1: NM23(+), actividad
de catepsina B moderada; Grupo 2: NM23(+), actividad de catepsina B muy
elevada y Grupo 3: NM23(-), que incluye un rango amplio de valores de
actividad para catepsina B. La proteina NM23 se expresa en valores
arbitrarios (Cuadro 3) definidos en metodologia. Los valores de la
actividad de catepsina B se muestran en el Cuadro 4.
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FIGURA 15. Actividad de catepsina B en los grupos

NM23 negativo y NM23 positivo.
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A} El grupo que no expresa proteina NM23 guarda una
relacion directa con la progresion de ia neoplasia (coeficiente de
regresion r = 0.66; p<0.03); B) En el grupo que expresa {a proteina
NM23 no existe tal relacidn.
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FIGURA

16. Correlacién de la proteina NM23 y colagenasa.
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Existe una tendencia de una relacién inversa entre ios niveles de
proteina NM23 y la actividad de colagenasa (coeficiente de regresion

lineal r = -0.4; p = 0.23).
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FIGURA
de catepsina B.
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17. Correlacion de la expresién p217-ms y actividad

A) Actividad en muestras control (coeficiente de regresion r = -0.1;
p>0.05). B) Actividad en tejidos neoplasicos (coeficiente de regresion r =

-0.47; p>0.05).

A) Actividad en muestras control (coeficiente de regresion
B) Actividad en los tejidos neoplasicos (coeficiente de

FIGURA 18. Correlacion
actividad de colagenasa.
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FIGURA 19. Correlacion de las expresiones de las proteinas
p21H-ras y NM23.
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De los 10 casos NM23 (+), que incluye los grupos 1 (NMZ23+,

actividad de catepsina B moderada, p21"-r2s con mayor expresién que el
grupo control, la mayoria de las pacientes muertas) y 2 (NM23+, actividad
de catepsina B muy elevada, p21"-"2¢ igual que el grupo control, ia
mayoria de las pacientes vivas); el 60% de los tejidos NM23 positivos,
guarda una correlacion lineal (coeficiente de regresion r=0.94; p<0.05).
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