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R E s u M E N 

lA PEROXIDASA (p) SE ACOPLÓ A LOS INHIBIDORES DE LA TRIPSINA TRAYSOL. 

(T) Y FRI.JOL SOYA CIFS), ÚlN CADA UNO DE ESTOS A<D'LAOOS (T-P, IFs-P) 

SE LOCALIZÓ LA DISTRIBUCióN CELU'...AR DE LAS ENZIMAS PROTECLÍTICAS (fP) 

DE LAS CÉLULAS ASCÍTICAS DEL Lll'FCJ'IA MURINO l_5178Y, lAs REACCIOfES -

SE REVELARON POR LA REACClóN DE '<A.~NOVSKY CON DIAHll'«ll!ENCIDINA Y - -

H2CJi• lAs PREPARACIONES SE OBSERVARON EN MICROSCOPIO DE LUZ Y ELEC­

TRÓNICO, SE ENC~Ó QUE LAS CÉLULAS 1_517gy CONTIENEN EP INTRACEUJL~ 

RES EN G?.ÁNULOS DE 0,1 A 0.8 MI~ DE DIÁl'ETRO Y EP SUPERFICIALES ~ 

FORMANDO UNA CAPA CONTINUA "DE 80 A 120 M'l SQB.qE LA SlPERFICIE CEL!LAR, 

LAS EfÍ. SUPERFICIALES ¡.¡o SE iüair1FICA.'?cr-l EN!..."'! ~.DE LAS CÉLULAS - -

t5178Y, MIENPb\S QUE LOS GRÁNl.l..OS INT!lACELlJLA.qEs Sl~E ESlWIERON -

PRESENTES, los MACRÓFAGOS Y LOS P<Llf'IJRFONUCLEARES i'EllTRÓf'ILOS PRg_ -

SENTÉS EN EL LÍQUIDO .ASCÍTICO CONTlNIE'«JN GRÁNll..OS DE EP INTRACELULA­

.RES DE 0,05 A 0,4 MICRAS DE DIÁP'ETIW Y NO PRESENTARON 81 SUPE.~ICI~ -

LES, 
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l N T R o D u c c 1 ó N 

Los CAMBIOS OBSERVADOS EN TEJIDO DE ORIGEN MESEQUIMATOSO NORMAL EN 

LA PERIFERIA DE TUMORES MALIGNOS, SUGIERE QUE ALGUNAS PROTEÍNAS ~ 

RIVADAS DE LAS CÉLULAS TUMORALES ESTÁN DIGIRIENDO LA ESTRUCTURA -­

PROTEÍCA NORMAL DE ÉSTE TEJIDO, LLEGANDO A TRANSFORMARLO EN UNA -

"MATRIZ GELATINOSA" ADECUADA PARA LA INVASIÓN POR El CRECIMIENTO -

DE CÉLULAS Tlf:10RALES, SVLVÉN DETERMINÓ LA ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA 

DE Tl.MlRES DE SARCOMAS DE CARCINOMA MAMARIO Y TUMOR ASCITIS. tNCCJN 

TRANOO QUE LAS ÁREAS CENTRALES Y ZONAS NECRÓTICAS DEL TUMOR PRESEt! 

TABAN BAJA ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA SIMILAR A PIEL NORMAL •. MÚSCULO Y 

GLOBULOS ROJOS Y EN LAS ZONAS PERIFÉRICAS DEL TUMOR HABÍA UNA CA­

VIDAD PROTEOLÍTICA ELEVADA, MÁS TARDE MJILMGREN CuANTIFICÓ LA AC1:1. 

VIDAD PROTEOLÍTICA DE 3 DIFERENTES TUMORES DE ASCITIS, COMPARANDO­

LAS DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO TUMORAL CON LA ACTIVIDAD PRO­

'i'EQÍTICA. (1-6), 

fb OBsrANTE TODOS LOS ESTUDIOS REALIZADOS A LA FECHA, NO INDICAN -

NINGUNA LOCALIZACIÓN TOPOGRÁFICA DE LA DISTRIBUCIÓN CELULAR DE LAS 

EP. 

EL. PROPÓSITO DE ÉSTA COMUNICACIÓN ES INFORMAR ACERCA DE UN PROCEDl. 

MIENTO PARA LA LOCALIZACIÓN DE LAS EP Y DESCRIBIR SU DISTRIBUCIÓN­

EN LAS CÉLLl.AS DE LINFOMA MURINO l5178Y, 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

lINFOMA l5178Y,- SE MANTUVO POR ~SPLANTE SERIADO EN RATONES RECEE 
TORES DE 1..A CEPA BJILB/C, MACHOS, DE 30 + 0,3 G Dé PESO, CADA RECEP­
TOR FUE INOCULADO ~OR VÍA INTRAPERITONE~ CON 8 X 107 CÉLULAS l5178Y, 
ELLO CAUSÓ LA MUERTE DE LOS RECEPTORES A LOS 10 ! 0.2 DÍAS POSTRANS~ 
PLANTE, CON FORMACIÓN DE 10 A 12 l'1... O'.:: LÍQUIDO DE ASC!TJ5 CONTENIEN­
DO ALREDEDOR DE 2.4 X 109 CÉLULAS L5178Y POR MI_ tos PQqTADORES DEL­
LINFOMA TAMBIÉN DESARROLLARON UN IMPLANTE TUMORAL SÓLIDO DE 1 A 2 G -
DE PESO SOBRE EL EPIPLÓN, 

CÉLULAS l5178Y,- SE OBTUVIERON Pm PUNCIÓN ASÉPTICA DE LA CAVIDAD pg_ 
RITONEAL DE CINCO RATONES DISTINTOS PORTADORES DEL LINFOMA, AL OCTAVO 
DÍA POSTRANSPLANTE, EL LÍQUIDO SE CENTRIFUGÓ A 500 G CINCO MJNUTOS­
y LAS CÉLULAS SE RESUSPENDIERON EN 150 VOLÚMENES DE MEDIO DE CULTIVO­
Mc Cov 5A SIN SUERO (Grnco NEv1 YoRK). EL LAVADO DE LAS CÉLULAS SE Rg_ 
PITIÓ T<ES VECES, SE CONTARON LAS CÉLULAS EN CÁMA'{A CUENTAGLOBULOS Y 
MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES A 500 X, tA VIABILIDAD CELULAR SE­
EVALUÓ POR TINCIÓN CON AZUL TRIPÁN A CONCENTRACIÓN FINAL DE 0.05% - -
(p/v), LAS CÉLULAS ASCÍTICAS SE REPA.RTIERON EN ALÍCUOTAS DE 3 X 107-
CÉLULAS EN TUBOS DE El'!S!WE DE 15 X 100 MM 1-UEGO SE F 1 JARON EN SUSPE!:!_ 
SIÓN EN DOS MI.. DE GLUTARALDEHÍDO AL 1.5% (v/v) EN SOLUCIÓN AMORTIGl.JA 
DORA DE CACODILATO DE SODIO 0.1 M A PH 7,4 POR 2 HORAS, SE LAVARON·-­
TRES VECES EN l()(l VOLÚMENES DEL MISMO AMORTIGUADOR Y ENSEGUIDA SE 
EMPLEARON PARA EL MARCAJE DE LAS EP. 

lNHIBIDORES,- PARA EL MARCAJE DE LAS EP SE EMPLEA!lON EL INHIBIDOR DE 
LA TRIPSINA DE FRIJOL DE SOYA (lfS) DE SIGMA CHEM. Co. Y EL JNHJBIDOR 
PANCREÁTICO BOVINO DE LA TRIPSINA T DE BAYER, ESTOS COMPUESTOS SE -­
ELIGIERON POR HABERSE INFORMADO QUE SE COMBINAN EFICAZMENTE CON LOS -
SITIOS ACTIVOS DE UNA VARIEDAD DE ENZIMAS PROTEOLÍTICAS DE DIFERENTES 
ESPECIFICIDADES (7). ESTOS INHIBIDORES SE ACOPLARON A LA PEROXIDASA­
(P) (GRADO VJ, SIGMA) POR EL MÉTODO DE ~1AKANE Y !<AWAOI (8) PARA PERM!. 

TIR LA LOCALIZACIÓN EN MICROSCOPÍA DE LUZ Y ELECTRÓNICA POR EL MÉTODO 
.DE l<ARNOVSKY (9). AlJEMÁS SE EMPLEO COMO INHIBIDOR DE LAS EP AL ÁCIDO 
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ÉPSILON-AMINO-CAPROICO (EAC, LEDERLE), EN ALGUNAS REACCIONES QUE SE 

DESCRIBEN MÁS ADELANTE. 

AcoPLAMIENTO DE P IFS v T.- SE SIGUIÓ EL MÉTODO DE NAKANE v KÁwAoI 

(8), PARA ELLO, LA PORCIÓN DE CARBOHIDRATO DE LAS MOLÉCULAS DE p -
FUERON OXIDADAS CON PERIDATO DE SODIO (NA 104) PARA FORMAR GRUPOS -

ALDEHfDOS CAPACES DE COMBINARSE CON LOS GRUPOS ALFA Y ÉPSILON-AMINO 

DEL IFS y DEL T. 

PARA LA OXIDA~IÓN DE LA p SS EFECTUÓ POR SEXTUPLICADO EL S!GUIENTE­

PROCEDIMIENTO: SE DISOLVIERON 10 MG DE p EN 2 ML· DE UNA SOLUCIÓN 

DE l'IA HC03 0.3 M A PH 8.1 A LA QUE SE AGREGARON 0.2 ML DE DINITRO­

FLUOROBENCENO (SIGMA) AL 1% (p/v) EN ETANOL ABSOLUTO, Ü MEZCLA SE 

AGITÓ SUAVEMENTE POR UNA HORA PARA BLOQUEAR LOS GRUPOS ALFA Y ÉPSI­

LON-AMINO DE LA P; LUEGO SE AÑADIÓ l ML · DE l'IA 104' 0. 08 M Y SE CC?N­

TINUÓ AGITANDO SUAVEMENTE LA MEZCLA MEDIA HORA, DESPUÉS SE AGREGA­

RON 2,Q ML· DE ETILÉN-GICOL 0.16 M Y SE AGITÓ POR UNA HORA, ENsE­

JU!DA, LA MEZCLA SE DIALIZÓ A 4º C CON T:<ES CAMBIOS DE UN LITRO DE­

SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE NA2 C03 0, 5 M A PH 10. A TRES DIALIZADOS 

SE LES ADICIONÓ UNA AMPOLLETA DE 10 ML . DE 100,00Q UNIDADES INTERNfi 

CIONALES DE T Y EL PH SE AJUSTO A 10 CON EL MISMO AMORTIGUADOR, Y A 

LOS OTROS 3 TUBOS SE LES ADICIONÓ IFS. lAs MEZCLAS DE LOS SEIS TU­
BOS SE AGiTARON SUAVEMENTE DURANTE 3 HORAS PARA DAR LUGAR A QUE OC]! 

RRIERA EL ACOPLAMIENTO ENTRE LA p Y LOS INH!BIDORES, 

Los ACOPLADOS TP y IfS-P SE REDUJERON POR ADICIÓN DE 5 MG, DE BORO­

H-ll>RURO DE SODIO (NAJlH4) CON AGITACIÓN SUAVE POR 3 HORAS A 4º C, -

Los ACOPLADOS SE LAVARON POR ULTRAFILTRACIÓN A TRAVÉS DE MEMBRANAS­

DIAFLO PM-30 CON TRES VOLÚMENES SUSCESIVOS DE 50 ML DE SOLUCIÓN SA 

LINA-FOSFATOS DE DuLBECO (fiIBCO NEW YORK) PA.qA ELIMINAR EL EXCESO -

DE REACTIVOS, Los ·ACOPLADOS SE PASARON POR UNA COLUMNA DE SePHAIJEX 

G-50 (20 X 2 CM.) QUE SE LAVO CON EL MISMO Ílt-mTfGUADOR; LOS ACCJPLA 

DOS APAl~ECIERON EN EL PRIMER PICO Y A LA ELECTROFORESIS EN AGAROSA­

MOSTRARON UNA SOLA BARDA. Los CONJUGADOS DE T-P y IFS-P SE DISQ -

VIERON EN 10 ML · DE LA ÚLTIMA SOLUCIÓN Y SE REPARTIERON EN ALÍCUO­

TAS DE 1 ML · CADA UNA Y SE CONGELA.'WN A-70º C HASTA EL MOMENTO DE -

USARSE PA.'?A EL MARCAJE DE LAS EP, 
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TODOS LOS PASOS ANTERIORES SE EFECTUARON A 20º C, SALVO AQUELLOS­

EN QUE SE ESPECIFICÓ 4º C, 

MARCAJE DE LAS EP.- PARA QUE LAS REA<;:CIONES TUVIERAN VALIDEZ, ERA 
NECESARIO QUE LAS CÉLULAS CARECIERAN DE PEROXIDASA ENDÓGENA O ÉSTA 
FUERA INHIBIDA SATISFACTORIAMENTE, POR LO QUE, SE REQUIRIÓ EFE!;_ -
TUA.R UNA SERIE DE REACCIONES TESTIGO PARA ASEGURAR LA ESPECIFICJ_.­
DAD Y CONFIABILIDAD DE LAS REACCIONES (TABLA 2), PARA ELLO, SE -­
EMPLEARON ALÍCUOTAS DE 3 X lcY CÉLULAS DE DIFERENTES ANIMALES, FI­
JADAS CCJ!"D SE DESCRIBIÓ, LAS REACCIONES SE HICIERON POR TRIPLICA­
DO EN CADA UNO DE LOS SIGUIENTES GRUPOS EXPERIMENTALES Y TESTIGOS: 

REACCIÓN l. SE EFECTUó PARA INVESTIGAR SI EL REACTIVO DE l<AHNOVS­
KY NO ERA OXIDADO INESPECÍFICAMENTE POR LAS CÉLULAS l5178Y, ESTAS 
SE INCUBARON 10 MINUTOS A 20º C CON DOS 11... DE UNA SOLUCIÓN RECIÉN­
PREPARADA DE 5 MG DE 3'3'-DIAMINOBENCIDINA (SIGMA) EN 10 ML DE UNA 
SOLUCIÓN AMO~TIGUADORA DE CITRATO DE SODIO-HCl 0.05 M A PH 7,6 SIN 
H202, EL H202, SUBSTRATO DE LA PEROXIDASA, SE OMITIÓ A FIN DE CCJtl 
PROBAR SI LAS CÉLULAS l5178Y NO LO PRODUCÍAN, LO QUE HUBIERA CAUSA 
DO UNA OXIDACIÓN INESPECÍFICA DE LA DIAMINOBENCIDINA, 

REACCIÓN 2. Tuvo POR OBJETO INVESTIGAR LA PRESENCIA DE PEROXIDA­
SA ENDÓGENA EN LAS CÉLULAS l5178Y, ESTAS SE INCUBARON CON EL REA!;_ 
TIVO DE !<AANOVSKY COMO EN LA REACCIÓN L ADICIONAOO DE H2íli A CON­
CENTRACIÓN FINAL DE 0.01% (v/v). 

REACCIÓN 3, SE INHIBIÓ LA PEROXIDASA ENDÓGENA POR SUSPENSIÓN DE -
LAS CÉLULAS POR 10 MINUTOS EN UNA SOLUCIÓN DE NITROPRUSIATO DE SO­
DIO AL 1% (p/v) EN METANOL ABSOLUTO y LUEGO SE INCUBA.'mN EN REACT.!. 
va DE l<A.'lNOVSKY COMO EN LA REACCIÓN L SIN 82Gi· PARA COMPROBAR SI 
EN ÉSTAS CONDICIONES LA DIAMINOBENCIDINA NO ERAOXIDADA INESPECÍFI­
CAMENTE, 

REACCIÓN 4, SE INHIBIÓ L~ PEROXIDASA ENDÓGENA CON NITROPRUSIATO -
EN METANOL COMO EN LA REACCIÓN 3 Y LUEGO LAS CÉLuLAS SE INCUBARON­

CON EL REACTIVO DE f<ARNOVSKY CON 82üi COMO EN LA REACCIÓN 2. 
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REACCIÓN 5. SE EFECTUÓ PARA INVESTIGAR SI LA INCUBACIÓN DE LAS cg 
LULAS CON EL T NO CAUSARÍA REACCIONES FALSAS POSITIVAS PARA ELLO.­
LAS CÉLULAS SE TRATARON CON NITROPRUSIATO EN METANOL COMO EN LA -­
REACCIÓN 3 Y DESPUÉS SE INCUBARON CON UNA SOLUCIÓN DE T AL 0.5% -
(p/v) EN SOLUCIÓN DE HANK'S DURANTE UNA HORA A 20º C Y LUEGO SE -
AÑADIÓ EL REACTIVO DE l<ARNOVSKY CON H202' 

REACCIÓN 6. FUE SIMILAR A LA REACCIÓN 5: PERO EL T SE SUBSTITUYÓ­
POR EL !FS PARA INVESTIGAR SI ESTE NO CAUSARÍA REACCIONES FALSAS -
POSITIVAS. 'EL IFS SE EMPLEO AL 0.5 G % (p/v) EN LA MISMA SOLUCIÓN. 

REACCIÓN 7. ESTA SE EFECTUÓ PARA INVESTIGAR SI EL ACOPLADO T-P sg_ 
RfA CAPAZ DE COMBINARSE CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAS ~ 
LULAS, PARA ELLO, PRIMERO SE INHIBIÓ LA PEqOXIDASA ENDÓGENA CON -
EL INHIBIDOR DE NITROPRUSIATO EN METANOL, LUEGO SE INCUBARON LAS -
CÉLULAS CON EL ACOPLADO T-P AL 0.5 G% (p/v) EN SOLUCIÓN DE HANK's 
DURANTE UNA HORA A 20º C Y LA REACCIÓN SE REVELÓ CON EL REACTIVO -

DE l<ARNOVSKY y H20z· 

REACCIÓN 8. FUE SIMILA.q A LA REACCIÓN 7: PERO EL T-P SE SUBSTITU­
YÓ POR EL ACOPLADO DEL JFS-P, PARA INVESTIGAR SI ESTE SE COMBINA-­
RÍA CON SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CÉLULAS. 

REACCIÓN 9. EL OBJETO DE ESTA REACCIÓN FUE INVESTIGAR SI EL T SO­
LO PODRÍA INHIBIR POR COMPETENCIA LA COMBINACIÓN DEL ACOPLADO T-P 
.CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP. PA.qA ESTO, SE INCUBARON LAS cg_ 
LlLAS CON EL INHIBIDOR DE NITROPRUSIATO EN METANOL, LUEGO CON.EL T. 
ENSEGUIDA CON EL ACOPLADO T-P Y LUEGO CON EL REACTIVO DE l<ARNOVSKY 

v H2~· 

REACCIÓN 10, FUE SIMILAR A LA REACCIÓN 9:·PERQ.-EL T SE SUBSTITUYÓ 
POR EL !FS y EL. ACOPLADO T-P POR EL IFS-P. PARA VER SI EL IFS pQ-­
llRÍA COMPETIR EN LA CCV'IBINACIÓN DE ACOPLADO JFS-P CON LOS SITIOS -
ACTIVOS DE LAS F_?, 

REACCIÓN 11. SE EFECTlJÓ PARA INVESTIGAR LA POSIBILIDAD DE QUE EL­
T SE COMBINARA CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP E INHIBIERA POR -
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COMPETENCIA LA COMBINACIÓN DE ESTOS CON EL ACOPLADO lFS-P. PARA -
ELLO, LAS CÉLULAS SE TRATARON CON NITROPRUSIATO EN METANOL, SE IN­
CUBARON CON EL T Y DESPUÉS CON EL ACOPLADO lFS-P, REACTIVO DE l<A,q­

NOVSKY Y H2CJi, 

REACCIÓN 12. FUE SIMILAR A LA REACCIÓN 11, SALVO QUE EN ESTA SE -
INVESTIGÓ RECÍPROCAMENTE SI EL lFS COMPETIRÍA CON EL ACOPLADO T-P 
EN SU COMBINACIÓN CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP, 

REACCIÓN 13. CoNSISTIÓ EN PREINCUBAR LAS CÉLULAS TUMORALES CON -
EAC PARA PROBAR SI ESTE PODRÍA COMPETIR CON EL ACOPLADO T-P EN SU­
COMBINACIÓN CON EL SITIO ACTIVO DE LAS EP, PA.'lA ELLO, SE INCUBA-­
RON LAS CÉLULAS CON EL NITROPRUSIATO EN METANOL, LUEGO CON UNA SO­
LUCIÓN 0.1 M DE EAC EN SOLUCIÓN DE HANK'S Y DESPUÉS CON EL T-P, 

REACTIVO DE l<A.'lNOVSKY Y H2CJi• 

REACCIÓN 14. FUE PARA INVESTIGAR SI EL EAC SERÍA CAPAZ DE COMPE­
TIR CON EL lFS-P EN SU COMBINACIÓN CON EL SITIO ACTIVO DE LAS EP. 
lA REACCIÓN SE EFECTUÓ COMO LA 13, SALVO QUE EL T-P SE SUBSTITUYÓ­
POR EL IFS-P. 

EN CADA REACCIÓN, LAS CÉLULAS SE LAVARON 3 VECES ENTRE CADA REACTl 
va CON 100 VOLÚMENES DE SOLUCIÓN DE HANK's POR CENTRIFUGACIÓN A -
500 G CINCO MINUTOS, 

Los RESlLTADOS DE LAS REACCIONES ANTERIORES SE OBSERVARON EN UN FQ. 
TOMICROSCOPIO A 200, 500 Y 1250 DIMETROS DE AMPLIFICACIÓN, DESPUÉS 
DE COMPROBAR LA POSITIVIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LOS RESULTADOS, LOS 
BOTONES CELULARES FUERON PROCESADOS PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA, 

MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA.- lAs CÉLULAS FUERON POSTFIJADAS EN TEfRA 
OXIDO DE ÜSMIO (0s04) AL ll (v/v) EN AMORTIGUADOR DE CACODILATO DE 
SODIO DE Q,l M A PH 7.4 POR UNA HORA Y LUEGO LAVADAS EN EL MISl'K> -
AMORTIGUADOR POR 16 HORAS MÁS, DESHIDRATADAS EN ALCOHOLES GflADUA­
LES Y ÓXIDO DE PROPILENO, EMBEBIDAS EN ÓX}DO DE PROPILENO-EPON, I!i 
CLUÍDAS EN EPON 812, CORTADAS A 400-600 A Y SE RECOGIERON SOBRE R.§. 
JILLAS DE COBRE CUBIERTAS CON PELÍCUL:\ FORMVA.'l Y SE OBSERVA.'lON YA -
SEA SIN TEÑIR O TEÑIDAS EN ACETATO DE URANILO EN MICROSCOPIO ELEC-
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TRÓN!CO PHILLIPS F:J~-300. 

ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA ExTRACELULAR.- SE INVESTIGÓ EN LAS CÉLULAS 
MALIGNAS POR LA TÉCNICA DE BENJTEZ Y VELÁZQUEZ (10), PARA ELLO SE 
PREPARARON PELÍCULAS DE GELATINA AL 5% (p/v) A PH 7.2 SOBRE PORTA­
OBJETOS Y SE DEJARON SOLIDIFICAR 60 MINUTOS A 20º ( EN CÁMARA HÚMS_ 
DA, TAMBIÉN SE PREP.ARARON PELÍCULAS DE FIBRINA POR COAGULACIÓN DE 
F 1 BR IrlÓGENO HUMANO ( CUTTER) AL 1% ( p /v) AD 1 c IONANDO UNA . UN !DAD POR 
K.. DE TROMB 1 NA HUMANA ( ÜRTHO) , SoBRE LAS PEL Í éiJLAS SE EXTEND l Ó -
0,2 ML DE UNA SUSPENSIÓN CON 1 X 107 CÉLULAS MALIGNAS EN MEDIO DE­
CULTIVO SIN SUERO FETAL DE TERNERA Y SE INCUBARON A 37º C POR 24 -
HORAS EN CÁMARA HÚMEDA, INMEDIATAMENTE DESPUÉS LAS PREPARACIONES 
SE FIJARON Y TIÑERON CON UNA SOLUCIÓN DE COLORANTES DE POISON AL -
0.5% (p/v) EN UNA SOLUCIÓN ACUOSA DE ÁCIDO TRICLORACÉTICO AL 5% -
(p/v) Y SE OBSERVARON AL MICROSCOPIO, PARA INH!BlR LA ACTIVIDAD DE 
EP DE LAS CÉLULAS MALIGNAS, SE PREPARARON OTRAS PELÍCULAS DEGE~ATl 
NA O FIBRINA A LAS CUALES SE LES ADICIONÓ YA SEA T O !FS AL 0,5% O 
EAC 0.1 M Y SOBRE ELLAS SE DEPOSITARON LAS CÉLULAS MAL!GNAS SIGUlEf! 
DO EL PROCEDIMIENTO ANTERIOR, 

Ac.TIVIDAD PROTEOLÍTJCA DE LAS CÉLULAS MALIGNAS,- SE OBTUVIERON ALÍ 
CUOTAS DE 1()8 CÉLULAS LAVADAS . RESUSPEND!DAS EN 2 ML DE SOLUC!ON ::: 
ACUOSA DE TRJTON XlOO (SIGMA) AL 0.1% (v/v)' LAs CÉLULAS SE DESIN­
TEGRARON EN UN HOMOGENIZADOR A o· e LA RUPTURA DE LA TOTALIDAD DE -
LAS CÉLULAS SE COMPROBÓ POR OBSERVACIÓN EN MICROSCOPIO DE CONTRASTE 
DE FASES A 500 DIÁMETROS DE AMPLIFICACIÓN, Et_ LÍQUIDO SE CENTRIFU­
GÓ· A 3Q,QOO G A 4º ( POR 60 MINUTOS, A 0,5 ML DEL SOBRENADANTE SE 
LE DETERMINÓ LA ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA POR INCUBACIÓN CON 10 MG DE 
CASEINA NO HIDROLIZADA (MERCK) DISUELTA EN 2,5 ML DE AMORTIGUADOR -
DE FOSFATOS Q,2 M A PH 7,2 Y SE INCUBÓ 30 MINUTOS A 37° (, LA DIGE.§. 
TIÓN DE LA CASEINA SE DETUVO POR ADICIÓN DE 1 ML DE ÁCIDO TRICLORA­
CÉTICO AL 50% (p/v), LA MEZCLA SE AGITÓ CINCO l'!lllllUTOS A 20º ( Y SE 
CENTRIFUGÓ A 3,0CXJ G 15 MINUTOS, A 2 MI.. DE ESTE SOBRENADANTE SE LE 
AGREGO 1 ML DE NA QH AL 5% (p/v) Y SE LEYÓ SU DENSIDAD EN UN ESPEC­
TROFOTOMETRO (PMQII DE ZE1ss) A 280 NM. REFERIDA YA SEA A UN BLANCO 
DE REACTIVOS O CONTENIENDO 2,5, 5 Y 10 MG DE CASEINA HIDROLIZADA --

( fl\:RCJ<), PARA PROBAR SI PODRÍA INHIBIRSE LA ACTIVIDAD DE LAS EP, SE 
INCUBARON OTRAS ALÍCUOTAS DE CÉLULAS CON EAC o.os M, T y IFS AL0.5% 



9 

(p/y) DURANTE 30 MINUTOS A 20º C Y DESPUÉS DE LAVADAS SE SIGUIÓ EL­

PROCEDIMIENTO ANTERIOR. Los VALORES INFORMADOS REPRESENTARON EL -

PROMEDIO DE CINCO DETERMINACIONES EN RATONES DIFERENTES (TABLA l), 

AcnVIDAD PROTEOLÍTICA DE LÍQUIDO DE AscITts.- SE DETUVO LÍQUIDODE 

ASCITIS LIBRE DE CÉ.LULAS POR CENTRIFUGACIÓN A 3.000 G POR 20MINUTOS. 

LA AUSENCIA DE CÉLULAS l5178Y SE COMPROBÓ POR OBSERVACIÓN MICROSCÓ­

PICA DEL SOBRENADANTE, EN ESTE SE DETERMINÓ LA ACTIVIDAD PROTEOLf­

TICA SIGUIENDO El PROCEDIMIENTO ANTERIOR, ÜTRAS MUESTRAS DE LÍQUI­

DO SE INCUBARON CON EAC Y IFS ANTES DE AFiADIR LA CASEINA Y SE SI- -

GUIÓ EL PROCEDIMIENTO COMO EN EL PÁRRAFO ANTERIOR, Los RESULTAOOS­

!NFORMADOS REPRESENTAN EL PRCl'IED!O DE CINCO RATONES DISTINTOS (TA­

BLA 1), 
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R E S U L T A D O S 

Et_ LÍQUIDO DE ASCITIS DEL LINFOMA L5178Y AL OCTAVO DÍA POSTRANSPLA(i 
TE CONTUVO 2.4 X 108 CÉLULAS/ML EN PROMEDIO. DE ELLAS, EL 91-96% -
FUERON CÉLULAS L5178Y, 2.5% MACRÓFAGOS, 2.3% ERITROCITOS Y Q-1% L!t! 
FOC!TOS, 

IJEL 90-100% DE LAS CÉLULAS ASCÍTICAS DEL Ll NFOMA 1_5178Y MOST:<A.<ON -
ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR CUANDO SE LES COLOCÓ EN PELÍCU­
LAS DE GELATINA, DE ACUERDO A LA TÉCNICA DE BENITEZ Y VELÁZQUEZ (10), 
LA.DIGESTIÓN APA.qECIÓ EN FORMA DE UN HALO CLARO EN TORNO A LAS CÉLg 
LAS ASCÍTICAS (FIGURA 1), PROBABLEMENTE POR DIFUSIÓN DE.LAS EP HA-­
CIA LA GELATINA, POR ESTA TÉCNICA NO PUDIERON DIFERENCIARSE LAS·Cf 
LULAS 1_5178Y DE LOS MACRÓFAGOS PERITONEALES, EN .BASE AL PORCENTAJE 
DE CÉLULAS MALIGNAS Y SU MENOR TAMAÑO, SE PENSÓ QUE ESTAS DESARílO-­
LLARON ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR, LA DIGESTIÓN EFECTUADA 
POR LAS EP DE LAS CÉLULAS ASCÍTICAS SE INHIBIÓ TOTALMENTE CUANDO SE 

'ADICIONÓ A LA GELATINA EL T, IFS o EAC. 

LA ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA LIBERADA POR LA FRAGMENTACIÓN DE LAS CÉLg 
LAS ASCÍTICAS Y.LA QUE APA.1EC!Ó EN EL LÍQUIDO ASCÍTICO LIBRE DE CÉ-
LULAS SE MUESTRA EN LA TABLA l. EN ELLA PUEDE VERSE 

. LAS Y LÍQUIDOS ASCÍTICOS CONTUVIERON EP. CUYO ORIGEN 
DO LAS CÉLULAS L5178Y O LOS MACRÓFAGOS PERITONEALES, 

QUE LAS CÉLU-­
PUDO HABER SJ. 
LAS EP DE LAS 

CÉLULAS Y DEL LÍQUIDO FUERON INHIBIBLES POR EL T, EAC Y IFS. 

Los RESULTADOS DE LAS REACCIONES EXPERIMENTALES y TESTIGOS QUE SE -
EFECTUARON PARA EL MARCAJE DE LAS EP DE LAS CÉLULAS L5178Y APARECEN 
EN LA TABLA 2. 

LA REACCIÓN 1 FUE NEGATIVA, LO CUAL INDICO.QUE LAS CÉLULAS L5178Y -
CARECEN DE LA CAPACIDAD DE OXIDAR POR SI SOLAS EL REACTIVO DE KAR-­
llKJVSKY' EN AUSENCIA DE H2~ EXÓGENO, 

LA REACCIÓN 2 FUE NEGATIVA, LO CUAL SE INTERPRETÓ EN EL ·sENTIDO DE­

QUE LAS CÉLULAS L5178Y CARECEN DE ?EROXIDASA ENDÓGENA YA QUE NO FUE 

RON CAPACES DE OXIDAR EL REACTIVO Dé l<A.qNOVSKY EN P~ESENCIA DE H2CJ:2 
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APORTADA EXOGENAMENTE. SIN EMBARGO, ESTA REACCIÓN FUE POSITIVA EN 
LOS MACRÓFAGOS PERITONEALES, EN ESTOS SE LE ENCONTRÓ EN FORMA DE -
3 A 5 GRÁNULOS ESFÉRICOS U OVOIDES INTRACITOPLÁSMICOS DE 0.1 A 0.3 
MICRAS DE DIÁMETRO, SITUADOS FRENTE A ALGUNA ESCOTADURA DEL NÚCLEO. 
los ERITROCITOS DIERON REACCIÓN POSITIVA EN TODO EL CITOPLASMA. 
los LINFOCITOS DIERON SIEMPRE REACCIONES NEGATIVAS. 

LA REACCIÓN 3 RESULTÓ SIEMPRE NEGATIVA TANTO EN LAS CÉLULAS l5178Y 
COMO CON LAS NO MALIGNAS. El.LO DEMOSTRÓ QUE LAS CÉLULAS TRATADAS­

. CON EL NITROPRUSIATO EN METANOL Y EN AUSENÓA DE. H202 EXÓGENO, CA­
RECIERON DE LA CAPACIDAD DE OXIDAR EL REACTIVO DE K.ARNOVSKY, 

LA REACCIÓN 4 RESULTÓ SIEMPRE NEGATIVA TANTO CON LAS CÉLULAS l5178Y 
COMO CON LOS MACRÓFAGOS y ERITROCITOS. ESTO SIGNIFICÓ QUE LAS CÉ­
LULAS TRATADAS CON NITROPRUS!ATO EN METANOL Y EN PRESENCIA DE Hiüi 
EXÓGENO, FUERON INCAPACES DE OXIDAR EL REACTIVO DE i<ARNOVSl<Y, Co­
MO ESTAS REACCIONES RESULTA.RON TOTALMENTE.NEGATIVAS, SIN MARCAJE -
DE LA PEROXIDASA ENDÓGENA DE LOS MACRÓFAGOS Y ERITROCITOS, SE OPTÓ 
POR EMPLEAR EL NITROPRUSIATO EN METANOL PARA EL TRATAMIENTO DE LAS 
CÉLULAS ASCÍTICAS EN TODAS LAS REACCIONES SIGUIENTES Y ASÍ OBTENER 
RESULTADOS MÁS CLAROS, 

LA REACCIÓN 5 FUE NEGATIVA, LO CUE DEMOSTRÓ au:: LA .ADICIÓN DEL T A 
LAS CÉLULAS ASCÍTICAS NO ACTIVO INESPECÍFICAMENTE LA OXIDACIÓN DEL 
REACTIVO DE l<ARNOVSKY EN PRESENCIA DEL H202, 

LA REACCIÓN 6 FUE NEGATIVA, POR LO QUE SE CONCLUYÓ QUE EL IFS TJ\!1 

POCO ACTIVÓ INESPECÍF!CAMENTE LA OXIDACIÓN DEL REACTIVO DE i<ARNOV.§. 
KY, 

LA REACCIÓN 7 FUE POSITIVA TANTO CON LAS CÉLULAS l5178Y COMO CON­
LOS MACRÓFAGOS P~RITONEALES, ESTA DEMOSTRÓ QUE EL ACOPLADO T-P -
FUE CAPAZ DE COMBINARSE ESPECÍFICAMENTE CON LOS SITIOS ACTIVOS DE 

LAS EP DE ÉSAS CÉLULAS. 

LA LOCALIZACIÓN DE LAS EP EN LAS CÉLULAS l5178Y PRESENTÓ TRES l'.O­

DALIDADES DIFERENTES: DEL 70 AL 80% DE LAS CÉLULAS OBSERVADAS AL 
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MICROSCOPIO DE LUZ Y ELECTRÓNICO PRESENTARON EP INTRACELULARES (FIG. 

2) DE FORMA IRREGULARMENTE ESFÉRICA, DE 0.1 A 0.8 MICRAS DE DIÁMETRO, 

DE 4 A 8 POR CÉLULA CON MARCAJE MUY ELECTRODENSO Y DISTRIBUÍDAS IRR~ 
GULARl'ENTE EN EL CITOPLASMA, EN ALGUNAS CÉLULAS AISLADAS EN QUE LAS 

EP SE MARCARON CON MENOR INTENSIDAD, LAS GRAMLACIONES SE OBSERVARON 

DELIMITADAS POR UNA ESTRUCTURA ~RANAL EN LOS CORTES DE MICROSCO­

PÍA .ELECTRÓNICA TEÑIDOS, LA DISTRIBUCIÓN DE LAS EP INTRACELUl.Al~ES -

EN LAS CÉLlLAS MALIGNAS FUE EXCLUSIVAMENTE G.~. J:a. 10 AL 15 % 
DE LAS CÉLl.ft._AS l5178Y, PRESENTARON MARCAJE POSITIVO PARA EP SOBRE LA 

SUPERFICIE CELULAR (FIG, 3) DISTRIBUÍDO EN FORMA DE UN DEPÓSITO GAA­

NULOSO CONTINUO SOBRE LA MEMBRANA PLASMÁTICA Y DE UN GROSOR U'UFOOl'E 

DE 80 A 120 !\ti DEL 5 AL 20% DE LAS CÉLULAS l5178Y PRESENTARON OOBLE­

MARCAJE PARA EP SUPERFICIALES E INTRACELULA."!ES (FIG. 4-5), 

Los MACRÓFAGOS PERITONEALES PRESENTARON MARCAJE POSITIVO PAAA LAS EP 
INTRACELULARES (FIG, 6) EN FORMA DE GRÁNULOS ESFÉRICOS U OVOIDEOS DE 

0,1 A 0,5 MICRAS DE DIÁIETRO, DE 4 A 8 EN EL CITOPLASMA: PERO NUNCA­

PRESENTARON MA.qCAJE PARA EP SUPERFICIALES, 

LA REACCIÓN 8 RESUL T6 POSITIVA Y DEMOSTRÓ QUE EL ACOPLADO IFS-P FUE 

CAPAZ DE COMBINARSE CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CÉLULAS 

DEL LÍQUIDO ASCITICO. LA DISTRIBUCIÓN DEL MA."!CAJE FUE ENTERAl'ENTE­

SIMILAR AL DESCRITO EN LA REACCIÓN 7, 

LA REAcc1ÓN 9 .. FUE CtM'LETAMENTE NEGATIVA. ELLo DEKJSTR6 QUE EL T -
SOLO PUDO CC»mINARSE CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CÉLlLAS 

ASCÍTICAS E INHIBIR ESPECÍFICAPENTE POR CCM'ETENCIA LA COMBINACIÓN-

··sUBSECU::NTE DEL ACOPLADO T-P CON DICHAS EP. EL RESILTADO DE ESTA -

REACCIÓN FUE IGUALMENTE NEGATIVO CON LAS CÉLUl..AS L5178Y QUE CON LOS 

MAC."!ÓFAGO~ PERITONEALES. EN MICROSCOPÍA DE LUZ Y ELECTRÓNICA, 

LA REAcc1ÓN 10 FUE TOTALMENTE l'EGATIVA, IlEMOsTRó QUE ·a IFS 1111-1rn16 

LA COMBINACIÓN SUBSECUENTE DEL IFS-P CON LOS. SITIOS ACTIVOS DE LAS:­

EP DE LAS CÉLULAS MALIGNAS Y DE LOS MAOQ:=AGOS PERITONEALES. LA -
INTEl?PRETACIÓN DE ESTE RESILTADO ES SIMILAR JIL DE LA REACCIÓN 9, 

LA REACCIÓN ll FUE NEGATIVA, IlEMOsmó QUE EL T SOLO PUDO CCff>ETIR­

HETEROESPECfF ICAMENTE CON EL IFS-P EN SU.COMBINACIÓN CON LOS SITIOS 
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ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CÉLULAS MALIGNAS Y MAC~ÓFAGOS PERITONEALES. 

LA REACCIÓN 12 FUE NEGATIVA, ESTA REACCIÓN ES RECÍPROCA DE ~ REAC­
CIÓN 11 Y DE INTERPRETACIÓN SEMEJANTE, 

LA REACCIÓN 13 FUE TOTALMENTE NEGATIVA. DEMOSTRÓ QUE EL EAC FU¡:: CAPAZ 
DE INHIBIR POR COMPETENCIA LA COMBINACIÓN SUBSECUENTE DEL ACOPLADO -
T-P CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CÉLULAS L5178Y Y MACRÓF.i\_ 
GOS PERITONEALES, 

LA REACCIÓN 14 FUE IGUALMENTE NEGATIVA Y DEMOSTRÓ QUE EL EAC INHIBIÓ 
LA COMBINACIÓN DEL lfS-P CON LAS EP DE LAS CÉLULAS MALIGNAS Y NO MA­
LIGNAS DEL LINFOMA L5178Y EN FASE ASCÍTICA. 
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D 1 s c u s 1 o N : 

SE HA INFORMADO QUE LA CAPACIDAD DE !NVAS!VIDAD DE LAS CÉLULAS MAL!G 
NAS ESTA RELACIONADA A SU CONTENIDO DE EP (1-6), POR ESTO NOS PA.qE­
C!Ó IMPORTANTE INVESTIGAR LA LOCALIZACIÓN TOPOGRÁFICA DE LAS EP EN -
LAS CÉLULAS TUMORALES. 

PARA ELLO SE ELIGIÓ COMO MODELO EXPERIMENTAL EL L!NFOMA DE MURINO -­
L5178Y EN FASE ASCÍTICA, QUE ES UN TUMOR TRANSPLANTABLE DE ALTA MA­
LIGNIDAD. DE ÉL PUDO OBTENERSE UN NÚMERO SUF !CIENTE DE CáULAS PARA 
EFECTUAR S!MULTANEAMENTE LAS REACCIONES EXPERIMENTALES Y TESTIGOS, 

LAS REACCIONES BIOQUÍMICAS REVELAqON LA PRESENCIA DE EP TANTO EN LAS 
CÉLULAS ASCÍTICAS COMO EN EL LÍQUIDO DE ASCITIS LIBRE DE CÉLULAS, lA 
ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA SE INHIBIÓ EN PRESENCIA DE EAC E IFS, LO QUE­
DEMOSTRÓ QUE LAS EP TUVIERON AFINIDAD POR ESOS INHIBIDORES, 

LA CAPACIDAD PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR DE LAS CÉLULAS ASCÍTICAS SE -
DEMOSTRÓ MORFOLÓGICAMENTE POR LA TÉCNICA DE BENITEZ Y IJELÁZQUEZ (10) 
Y TAMBIÉN FUE INHIBIDA POR EL T, !FS· Y EAC INCORPORADOS A LAS PELÍC.!J. 
LAS DE GELATINA, 

SE HA INFORMADO QUE EL T, lFS Y EL EAC INHIBEN LA ACTIVIDAD DE ALGU­
NAS PROTEASAS POR OCUPACIÓN DEL SITIO ACTIVO DE ELLAS·(]), ELLO NOS 
SUGIRIÓ QUE DICHOS INHIBIDORES PODRÍAN SER DE UTILIDAD PARA LA LOCA­
LIZACIÓN DE LAS EP EN LAS CÉLULAS MALIGNAS, 

POR LOS RESULTADOS DE LAS REACCIONES CITOQUÍMICAS, PARTICULARMENTE -
LAS REACCIONES DE INHIBICIÓN POR COMPETENCIA, CABE SUPONER QUE LOS -
ACOPLADOS T-P E IFS-P CONSERVARON LA MISMA AFINIDAD QUE LOS !NHIB!DQ 
RES SOLOS HACÍA LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP. DE SER. ASf, ESTE PRO­
CEDIMIENTO PERMITIRÍA LA LOCALIZACIÓN DIRECTA DE LAS EP, LO QUE NO -

,ES POSIBLE CON OTRAS TÉCNICAS QUE SE BASAN EN LA DETECCIÓN DE UN PR.Q. 
DUCTO DE LA REACCIÓN (li), ADEMÁS, EL USO DE LA p PARA EL MARCAJE DE 
LAS EP PERMITIÓ LA OBTENCIÓN DE PREPARACIONES PARA MICROCIRUGÍA ELEf. 
TRÓNICA. 



SE HA INFORMADO QUE LOS ~ACRÓFAGOS CONTIENEN EP EN LAS GRANULACIONES 
EXTRAIBLES DE SU CITOPLASMA (12). EN ESTE TRABAJO SE CONFIRMÓ LA -
PRESENCIA DE EP EN ELLAS; Y ADEMAS SE LES LOCALIZÓ TOPOGRÁFICAMENTE­
IN-SITU. 

LA MAYORÍA DE LAS CÉLULAS MALIGNAS PRESENTARON EP INTRACELULARES. 
LA DISTRIBUCIÓN DE LAS EP ES CONGRUENTE CON LOS MECANISMOS DE AG~E-­
SIÓN HACIA LOS TEJIDOS SANOS CIRCUNDANTES, SIN EMBARGO, DESCONOC.s_ -
MOS EL DESTINO QUE SIGAN LAS EP INTRACITOPLÁSMICAS CONTENIDAS EN LAS 
GRANULACIONES, EL PRESENTE TRABAJO NO PERMITIÓ SABER SI LOS GRÁNU-­
LOS SON SECRETADOS O SI LAS EP.QUE CONTIENEN SE INCORPOREN A LAS EP­
SUPERFICIALES. COMO LA ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA FUE MAYOR EN EL LÍOUJ. 
DO QUE EN LAS CÉLULAS, LA PRIMERA POSIBILIDAD PARECE MÁS PROBABLE. 

LA DEMOSTRACIÓN DE EP soaRE LA SUPERFICIE DE LAS CÉLULAS MALIGNAS Rg_ 
SULTA INTERESANTE EN LA RELACIÓN QUE PUDIERA TENER CON LA LIBERACIÓN 
DE ANTÍGENOS DE LA CUBIERTA EXTERIOR (13), INHIB!CIÓN DE LA RESPUESTA 
INMUNE ANTITUMORAL POR ANTfGENOS CIRCULANTE (14-18)0 IMPEDIMENTO DEL 
ENLACE DE LOS LINFOCITOS INMUNES CON LAS CÉLULAS TUMORALES (19), 
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1,- CÉLULAS ASCÍTICAS DEL LINFOMA MURINO TRATADOS SEGÚN LA TÉCNICA~­
DE llENITEZ Y VELÁZQUEZ (lQ), PARA DEMOSTRACIÓN DE LA ACTIVIDAD -
PROTEOLÍTICA EXTRACELULAR. LAS ZONAS CLARAS MUESTRAN LA DIGES 
TIÓN DE LA PELÍQUICULA DE GELATINA EN TORNO DE ELLAS, -

2 

2.- PORCIÓN DE UN LEUCOBLASTO DEL LINFOMA l5178Y QUE FUE TRATADO PA 
RA LOCALIZACIÓN DE LAS EP SEGÚN LA REACCIÓN CITOQUÍMICA 7 DE LA 
TABLA 2 y PRECESADA PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. Los GRÁNULOS 
ELECTRODENSOS CORRESPONDEN A LAS E? INTRACELULARES. CÉLULAS -
SIN TEÑIR. 
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3.- PORCIÓN DE UN LEUCOBLASTO DEL LINFOMA L5178Y QUE FUE TRATADO PA'.lA LA 
LOCALIZACIÓN DE LAS EP SEGdN LA REACCIÓN CITOQUÍMICA 7 DE LA TABLA 2 
Y PROCESADA PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. EL DEPÓSITO ELECTRODENSq­
SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR C0'":1ESPONDE A LAS EP SUPERFICIALES. CE­
LIJl_AS SIN TEÑlq, 

F.~.~-"1\;~-#'y.>;~.C 
·~~ ;2~ 

4,- PORCIÓN DE UN LEUCOBLASTO DÉL LINFOMA l5178Y QUE FUE TRATADO PARA LA 
LOCALIZACIÓN DE LAS EP SEGdN LA REACCIÓN CITOQUÍMICA 8 DE LA TABLA 2 
PROCESADA PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA, EL DEPÓSITO ELECTRODENSO SO 
BRE LA SUPERFICIE CELULAR Y EN GRÁNULOS INTRACITOPLASMICOS C01RESPOÑ 
DIÓ A LAs.EP. CÉLULA SIN TEÑIR, -
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5 

,, 

- PORCIÓN DE UN LEUCOBLASTO DEL LINFOMA l5178Y QUE FUE TRATADO PA~A LOCALI­
ZACIÓN DE LAS EP SEGÚN LA qEACCIÓN CITOQUÍMICA 7 DE LA TABLA 2 Y PROCESA­
DA PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA, A MAYOR AMPLIFICACIÓN QUE LAS ANTERIORES, 
EL DEPÓSITO ELECTRODENSO SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR Y EN LOS GRÁNULOS IN 
TRACITOPLÁSMIC.OS C.ORRESPONDlÓ A LAS EP. CÉLULA SIN TEÑIR, -

6 
:;_-. 

-~-· -·-~:.- ... . - . \ .... ·¡;." _____ .J ..... , 

..... 
1 µ .·· '¡¡~· 

6,- PORCIÓN DE UN MACRÓFAGO PERITONEAL DEL LÍQUIDO DE ASCITIS DEL LJNFOMA -
1_5178Y QUE FUE TRATADO PARA LA LOCALIZACIÓN'DE LAS EP SEGÚN LA REACCIÓN-
8 DE LA TABLA 2 Y PROCESADA PARA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA, EL DEPÓSITO -
ELECTRODENSO EN GRANULOS INTRACITOPLÁSMICOS CORRESPONDIÓ A LAS EP. (ÉL!! 
LA SIN TEÑIR. 
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TABLA 1 

AcTIVIDAD PROTEOLÍTICA DE LAS CÉLULAS ASCÍTICAS Y DEL LÍQUIDO 
ASCÍTICO LIBRE DE CÉLULAS DEL LINFO.'IA MURINO l5178Y AL OCTAVO 
DÍA POSTRANSPLANTE, EN PRESENCIA DE INHIBIDORES DE PROTEASAS-
0 SIN ELLOS, 

CÉLULAS 

Uournos 

AcTIVIDAD flROTEOLÍTICA EN 
PRESENCIA DE: 

- T IFS 

0.194 0.019 0.008 

0.410 0.023 0.017 

EAC 

0.001 

0.003 

T: lNHIBIDOR PANCREATICO BOVINO DE LA TRIPSINA (TRASYLQL, BA­
YER), 

JFS: INHIBIDOR DE LA TRIPSINA DEL FRIJOL SOYA. 

EAC: Ac100 ÉPSILON-AMINO-CAPROICO. 
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TABLA 2 

RESULTAOOS DE LAS REACCIONES CITOQUÍMICAS PARA LA LOCALIZACIÓN DE LAS 

ENZIMAS PROTEOLfTICAS CEP) DE LOS LEUCOBLASTOS DEL LlNFOMA MURINO - -

l5178Y, CON INHlBlDORES DE LAS PROTEASAS ACOPLADOS A LA PEROXIDASA Y­

RE\IELADOS POR LA REACCIÓN .DE l<ARNOVSKY, 

. 

· .. 

REAccI6N REACTIVOS 

1 C+K 
2 e + K + HzO:z 
3 C + IN + K 
4 e + IN + K + HzOz 
5 C + IN + T + K + HiJ2 
6 e + IN + IFS + K + HzO:z 
7 C + IN + TP + K + Hilz 
8 e + IN + IFS-P + K + HzOz 
9 '. C + IN + T + T-P + K + H20z 

10 C + IN + IFS + IFS-P + K + HzOz 
11 C + IN + T + IFS-P + K + H20z 
12 C + IN + IFS + T-P + K + H20z 
13 C + IN + EN. + T-P + K + HzOz 
14 C + IN + EN. + IFS-P + K + H2Dz 
,· 

C: ~LLLAS DE LINFOMA MURINO l5178Y. 
K: ReAéTIVO DE l<ARNOVSKY (DIAMINOllENClDINA) • 

. IN: l~IBIDOR DE NITROPRUSIATO EN 1-ETANOL. 

T: TRASILClL. 

IFS: l~tBIDOR DE FRIJOL &JYA P-PEROXIDASA. 

T-P: kOPLADO TRASILCL-PEROXIDASA 

EAC: ActDO EPstLON•AMINO-CAPR01co. 

RESULTADOS 

NEGATIVO 

NEGATIVO* 

NEGATlVO 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

PosITivo** 

PosITivo** 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

"EL RESULTADO POSITIVO HUBIERA REVELADO PEROXIDASA ENDÓGENA, EL RESULTADO 

FUE POSITIVO CON LOS MACRÓFAGOS PERITONEALES, . 

"*REvELÓ-MARCA.JE ESPECÍFICO DE ENZIMAS PROTEOLÍTICAS, 
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