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-ResumeEN:

LA PeroxiDAsA (P) se AcoPLG A LOS INHIBIDORES DE LA TRIPSINA TRAYSOL
() v rrtuoL sova (IFS). Con caba uno DE EsTos acoetapos (T-P, IFS-P)
SE LOCALIZG LA DISTRIBUCION CELULAR DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS (EP)
DE LAS CELWLAS ASCITICAS DEL LINFOMA MURINO L5178Y. Las REACCIONES -
SE REVELARON POR LA REACCION DE KARNOVSKY CON DIAMINOBENCIDINA Y - -
H202; LAS PREPARACIONES SE OBSERVARON EN MICROSCOPIO DE LUZ Y ELEC-
TRONICO. SE ENCONTRO QUE LAS CELULAS L5178Y CONTIENEN EP INTRACELULA
RES EN GRANULOS DE 0.1 A 0.8 micras DE DIAMETRO Y EP SUPERFICIALES —
FORMANDO UNA CAPA CONTINUA DE 80 A 120 NM SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR.
Las EP: SUPERFICIALES NO SE IDERTIFICARON EM un 20Z DE LAS CELWLAS - -
L5178Y, MIENTRAS QUE LOS GRAMNLOS INTRACELULARES SIEMPRE ESTUVIERON —
PRESENTES, - LOS MACROFAGOS Y LOS POLIMORFONUCLEARES NEUTRGFILOS PRE -
© SENTES EN EL L{QUIDO .aSCITICO CONTUVIERON GRAMNOS DE EP INTRACELWLA-

Res pE 0.05 a 0.4 MICRAS DE DIAMETRO Y NO PRESENTARON ED supemricia -
LES,



InTRODUCC TGN

Los cAMBIOS OBSERVADOS EN TEJIDO DE ORIGEN MESEQUIMATOSO NORMAL EN
LA PERIFERIA DE TUMORES MALIGNOS, SUGIERE QUE ALGUNAS PROTEINAS DE
RIVADAS DE LAS CELULAS TUMORALES ESTAN DIGIRIENDO LA ESTRUCTURA —-—
PROTEICA NORMAL DE ESTE TEJIDO. LLEGANDO A TRANSFORMARLO EN UNA —
"MATRIZ GELATINOSA” ADECUADA PARA LA INVASIGN POR EL CRECIMIENTO —
DE CELULAS TUMORALES. SYLVEN DETERMING LA ACTIVIDAD PROTECLITICA

DE TUMORES DE SARCOMAS DE CARCINOMA MAMARIO Y TUMOR ASCITIS. ENCON
TRANDO QUE LAS AREAS CENTRALES Y ZONAS NECROTICAS DEL TUMOR PRESEN
TABAN BAJA ACTIVIDAD PROTEOLITICA SIMILAR A PIEL. NORMAL., MUSCULO Y
GLOBULOS ROJOS Y EN LAS ZONAS PERIFERICAS DEL TUMOR HABIA UNA CA-
VIDAD PROTEOLITICA ELEVADA. MAS TARDE MALMGREN CUANTIFICO LA ACTL
VIDAD PROTEGLITICA DE 3 DIFERENTES TUMORES DE ASCITIS, COMPARANDO-
LAS DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO TUMORAL CON LA ACTIVIDAD PRO-
TEOLITICA. (1-6).

No OBSTANTE TODOS LOS ESTUDIOS REALIZADOS A LA FECHA, NO INDICAN —
NINGUNA LOCALIZACION TOPOGRAFICA DE LA DISTRIBUCION CELULAR DE LAS
.

EL PROPGSITO DE ESTA COMUNICACION ES INFORMAR ACERCA DE UN PROCEDL
MIENTO PARA LA LOCALIZACION DE LAs EP v DESCRIBIR SU DISTRIBUCION-
EN LAS CELULAS DE LINFOMA MURINO L5178Y.



MaTeriAL ¥ MéTopos:

LinFoma L5178Y.- SE MANTUVO POR TRANSPLANTE SERIADO EN RATONES RECEP
TOReS DE 1A cerA BALB/C. macHos. pE 30 + 0.3 6 D= PeEso. Capa Recep-
TOR FUE INOCULADO POR VIA INTRAPERITONEAL con 8 X 107 céLuias L5178Y,
ELLO CAUSG LA MUERTE DE LOS RECEPTORES A LOS 10 + 0,2 DIAS POSTRANS——
PLANTE, CON FORMACION DE 10 A 12 M. DS LiQUIDO DE ASCITIS CONTENIEN-
DO ALREDEDGR DE 2.4 X 109 céLuias L5178Y por M. LOS PORTADORES DEL-
LINFOMA TAMBIEN DESARROLLARON UN IMPLANTE TuMORAL SGLIDO DE 1 A 2 6 -
DE PESO SOBRE EL EPIPLON.

CéLuLas L 5178Y,- St OBTUVIERON POR PUNCIGN ASEPTICA DE LA CAVIDAD PE
RITONEAL DE CINCO RATONES DISTINTOS PORTADORES DEL LINFOMA, AL OCTAVO
DIA POSTRANSPLANTE. EL Lfouipo s cenTriFUGG A 500 ¢ CINCO MINUTOS-
Y LAS CELULAS SE RESUSPENDIERON EN 150 VOLUMENES DE MEDIO DE CULTIVO-
Mc Covy 5a sin suero {(Gieco New Yosk). EL LAVADO DE LAS CELULAS SE RE
PITIG TRES VECES. SE CONTARON LAS CELULAS EN CAMARA CUENTAGLOBULOS Y
MICROSCOP10 DE CONTRASTE DE FASES A 500 X. LA VIABILIDAD CELULAR SE-
EVALUG POR TINCION CON AZUL TRIPAN A CONCENTRACION FINAL DE 0.05% - -

. (P/V). LAS CELULAS ASCITICAS SE REPARTIERON EN ALICUOTAS DE 3 X 107-
CELu As N Turos DE EnsaveE DE 15 X 100 M LUSGO SE FIJARON EN SUSPEN
SION EN DOS ML DE GLUTARALDEHIDO AL 1,57 (v/v) EN SOLUCION AMORTIGUA
DORA DE CACODILATO DE sopio 0.1 ™M A PH 7.4 POR 2 HORAS., SE LAVARON ——
TRES VECES EN 100 VOLUMENES DEL MISMO AMORTIGUADOR Y ENSEGUIDA SE - -
EMPLEARON PARA EL MARCAJE DE LAS EP,

INHIBIDORES,— PARA EL MARCAJE DE LAS EP SE EMPLEARON EL INHIBIDOR DE
LA TRIPSINA DE FR1JoL DE sova (IFS) pe Siema Cuem. Co. Y EL INHIBIDOR
PANCREATICO BOVINO DE LA TRIPSINA T DE Baver, EsTOS COMPUESTOS SE --
ELIGIERON POR HABERSE INFORMADO QUE SE COMBINAN EF ICAZMENTE CON LOS -
SITIOS ACTIVOS DE UNA VARIEDAD DE ENZIMAS PROTEOL[TICAS DE DIFERENTES
ESPECIFICIDADES (7). ESTOS INHIBIDORES SE ACOPLARON A LA PEROXIDASA-
(P) (Grapo VI, Stema) poR EL METODO DE MakanE v Kawaol (8) PARA PERMI
TIR LA LOCALIZACION EN MICROSCOPIA DE LUZ Y ELECTRONICA POR EL METODO
e Karnovsky (9).  ApemAs SE EMPLEO COMO INHIBIDOR DE tas EP AL Acipo
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EPSILON-AMINO-CAPROICO (EAC. |_EDERLE), EN ALGUNAS REACCIONES QUE SE
DESCRIBEN MAS ADELANTE.

fcopLamienTo DE P IFS v T.- SE SIGUIG EL METODO DE NAKANE Y Kawaol
(8)., PARA ELLO. LA PORCION DE CARBOHIDRATO DE LAS MOLECULAS DE P -
FUERON OXIDADAS CON PERIDATO DE sopIo (Na [0y) PARA FORMAR GRUPOS -
ALDEHIDOS CAPACES DE COMBINARSE CON LOS GRUPOS ALFA Y EPSILON-AMINO
peL IFS v peL T,

PARA LA OXIDACION DE LA P SE EFECTUG POR SEXTUPLICADO EL SIGUIENTE-
PROCEDIMIENTO: SE DIsoLvIERon 10 M5 DE P EN 2 M. DE UNA SOLUCION
pe Ma HCO3 0.3 M A PH 8.1 A LA QUE SE AGREGARON 0,2 M. DE DINITRO-
FLUOROBENCENG (siema) aL 1Z (P/v) EN ETANOL ABsoLuTO, LA MEZCLA SE
AGITO SUAVEMENTE POR UNA HORA PARA BLOQUEAR LOS GRUPOS ALFA Y EPSI~
LON-AMINO DE LA P: LUEGO SE ARADIS 1 M. DE Na 10, 0.08 M v sE con-
TINUG AGITANDO SUAVEMENTE LA MEZCLA MEDIA HORA, DESPUES SE AGREGA—
RON 2,0 M. D= ETILEN-GICOL (.16 M ¥ SE AGITG POR UNA HORA. ENSE—
SUIDA, LA MEZCLA SE DiaLIZG A 4° C CON TRES CAMBIOS DE UN LITRO DE-
SOLUCIGN AMORTIGUADORA DE Nagy C03 C.5M A rH 10. A TRES DIALIZADOS
SE LES ADICIONG UNA AMPOLLETA DE 10 mL.  pE 100,000 UNIDADES INTERNA
CloNALES DE T v EL PH sE AJusTO A 10 CON EL MISMO AMORTIGUADOR. Y A
LOS OTROS 3 TUBOS SE LES ApIciond IFS. LAs MEzcLas DE LOS SEIS Tu-
BOS SE AGITARON SUAVEMENTE DURANTE 3 HORAS PARA DAR LUGAR A QUE OCU
RRIERA EL ACOPLAMIENTO ENTRE LA P Y LOS IMHIBIDORES.

Los AcorLaDos TP v IFS-P SE REDUJERON POR ADICION-DE 5 MG, DE BORO-
HIDRURO DE sop10 (NaBHy) con AGITACION SUAVE POR 3 Horas A 4° C. -
L0S ACOPLADOS SE LAVARON POR ULTRAFILTRACION A TRAVES DE MEMBRANAS—
DiaFLo PM-30 coN TRES VOLUMENES SUSCESIVOS DE 50 ML DE SOLUCION SA
LINA-FOSFATOS DE DuLBeco (G1BCO New YORK) PARA ELIMINAR EL EXCESO -
DE REACTIVOS, LOS-ACOPLADOS SE PASARON POR UNA COLUMNA DE SEPHADEX
G-50 (20 X 2 cM.) QUE SE LAVO CON EL MISMO AMORTIGUADOR: LOS ACOPLA
DOS APARECIERON EN EL PRIMER PICO Y A LA ELECTROFORESIS EN AGAROSA~
MOSTRARON UNA SOLA BARDA. Los conJuGapos pe T-P vy IFS-P se piso—
vieroN EN 10 ML- DE LA ULTIMA SOLUCION Y SE REPARTIERON EN ALfcuo—
TAS DE 1 ML . CADA UNA Y SE CONGELARON A=/0° C HASYA EL MOMENTO DE -
USARSE PARA EL MARCAJE DE LAS EP,



Topos LOS PASOS ANTERIORES SE EFECTUARON A 20° C, sALvO AQuELLOS-
EN QUE SE ESPECIFICO 4° C,

MarcadE De Las EP.- PARA QUE LAS REACCIONES TUVIERAN VALIDEZ. ERA
NECESARIO QUE LAS CELULAS CARECIERAN DE PEROXIDASA ENDJGENA O ESTA
FUERA INHIBIDA SATISFACTORIAMENTE, POR LO GUE., SE REQUIRIS EFEC -
TUAR UNA SERIE DE REACCIONES TESTIGO PARA ASEGURAR LA ESPECIFICI -~
DAD Y CONFIABILIDAD DE LAS REACCIONES (TABLA 2). PARA ELLO. SE —-
EMPLEARON ALTCUOTAS DE 3 X 107 ceLuas oe DIFERENTES ANIMALES, FI-
JADAS COMO SE DESCRIBIG. |AS REAGCIGNES SE HICIERON POR TRIPLICA-
DO EN CADA UNO DE LOS SIGUIENTES GRUPOS EXPERIMENTALES Y TESTIGOS!:

Reaccidn 1. SE EFECTUG PARA INVESTIGAR SI EL REACTIVO DE Kamnovs-
KY NO ERA OXIDADO INESPECIFICAMENTE POR LAS CELULAS L5178Y. EsTas
s incuearRon 10 MmiNUTOs A 20 C CON DOS ML DE UNA SOLUCIGN RECIEN-
PREPARADA DE 5 MG DE 3'3'-DIAMINOBENCIDINA (SiGma) En 10 ML DE unA
SOLUCIGN AMORTIGUADORA DE CITRATO DE sopio-HCI 0,05 M A pH 7.6 sin
H202. EL H202, SUBSTRATO DE LA PEROXIDASA. SE OMITIO A FIN DE COM
PROBAR SI LAS CELULAS L5178Y nO LO PRODUCTAN. LO QUE HUBIERA CAUSA
DO UNA OXIDACION INESPECIFICA DE LA DIAMINOBENCIDINA,

Reaccidn 2. Tuvo POR OBJETO INVESTIGAR LA PRESENCIA DE PEROXIDA-
SA ENDGGENA EN LAS CELULAS {5178Y. ESTAS SE INCUBARON CON EL REAC.

Tivo DE KARNOVSKY coMO EN LA Reaccion 1, ADICIONADO DE H202 A CON-
CENTRACION FInaL DE 0.01% (v/V).

Reaccitn 3, Se INHIBIO LA PEROXIDASA ENDOGENA POR SUSPENSION DE -
LAS CELULAS POR 10 MINUTOS EN UNA SOLUCION DE NITROPRUSIATO DE SO-
D10 AL 12 (P/v) EN METANOL ABSOLUTO Y LUEGO SE INCUBARON EN REACTL
vo DE Kamnovsky como EN LA Reaccion 1, siIn H202 PARA COMPROBAR SI

EN ESTAS CONDICIONES LA DIAMINOBENCIDINA NO ERA OXIDADA INESPEC{Fi-
CAMENTE .

REACCION &4, SE INHIBIO LA PEROXIDASA ENDGGENA CON N1TROPRUSIATO -
EN METANOL COMO EN LA REACCIGN 3 Y LUEGO LAS CELULAS SE INGUBARON-
CON EL REACTIVO DE KARNOVSKY CON H202 como EN LA Reaccion 2.



ReacciN 5. -Se EFECTUG PARA INVESTIGAR S1 LA INCUBACION DE LAS CE
LULAS CON EL T NO CAUSAR[A REACCIONES FALSAS POSITIVAS PARA ELLO.-
LAS CELULAS SE TRATARON CON NITROPRUSIATO EN METANOL COMO EN LA —-
REACCION 3 Y DESPUES SE INCUBARON CON UNA SOLUCION DE T AL 0.5 -
(P/v) EN SOLUCIGN DE Hank’s DURANTE UNA HORA A 20° C v LUEGD SE -
ARADIG EL REACTIVO DE KARNOVSKY CON HyOs.

ReaccidN 6. Fue siMitar A LA REACCIGN 5: PERO EL T SE SUBSTITUYG-
POR EL IFS PARA INVESTIGAR SI ESTE NO CAUSARIA REACCIONES FALSAS -
posiTivas. ‘Ev IFS se empLeo AL 0.5 6 % (P/V) EN LA MISMA SOLUCIGN.

Reaccidn 7. EsSTA SE EFECTUG PARA INVESTIGAR S1 EL ACOPLADO T-P SE
R{A CAPAZ DE COMBINARSE CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAs CE
LutAas, PaRA ELLO, PRIMERO SE INHIBIG LA PEROXIDASA ENDGGENA CON -
EL INHIBIDOR DE NITROPRUSIATO EN METANOL. LUEGO SE INCUBARON LAS -
CELULAS CON EL AcopLADO T-P aL 0,5 6Z (p/v) EN soLUCIGN DE Hank's

DURANTE UNA HOrA ‘A 20° C Y LA REACCION SE REVELG CON EL REACTIVO -
D Karnovsky v Hy0s,

Reaccidn 8. Fue siMitarR A LA Reaccidn 7: pero EL T-P se suBsTiTu-
YG POR EL ACOPLADO DEL IFS-P, PARA INVESTIGAR SI ESTE SE COMBINA-——
RfA CON SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CELULAS.

Reaccidn 9. FEi OBJETO DE ESTA REACCION FUE INVESTIGAR SI EL T so-
LO PODRIA INHIBIR POR COMPETENCIA LA COMBINACION DEL ACOPLADO T-P

CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP. PARA ESTO, SE INCUBARON LAS CE
LULAS CON EL INHIBIDOR DE NITROPRUSIATO EN METANOL. LUEGO CON EL T,
ENSEGUIDA CON EL ACOPLADO T-P Y LUEGO CON EL REACTIVO DE KARNOVSKY

Y H202.

Reaccién 10, Fue simiLAR A LA Reaccidn 9:-PERo-EL T SE SUBSTITUYS
‘por EL IFS v gL AcoprLapo T-P por eL IFS-P. paARA VER si EL IFS po--
DRIA COMPETIR EN LA COMBINACIGN DE AcOPLADO IFS-P CON LOS SIT10S -
ACTIVOS DE LAS FP,

Reaccidn 11. S EFECTUSG PARA INVESTIGAR LA POSIBILIDAD DE QUE EL-
T SE COMBINARA CON LOS SIT10S ACTIVOS DE LAS EP E INHIBIERA POR -



COMPETENCIA LA COMBINACIGN DE ESTOS CON EL. acopLAabo IFS-P. Para -
ELLO. LAS CELULAS SE TRATARON CON NITROPRUSIATO EN METANOL. SE IN-

CUBARON CON EL T Y DESPUES CON EL AcoPLADO [FS-P, rREACTIVO DE Kar-
NOVSKY ¥ H202.

REacci6N 12, FuE SIMILAR A LA Reacci6n 11, SALVO QUE EN ESTA SE -
INVESTIGG RECIPROCAMENTE sI L IFS compeTiR{A con EL AcopLapo T-P
EN SU COMBINACIGN CON LOS SITIOS ACTIVOS DPE LAS EP,

Beaccidn 13, CoNSISTIG EN PREINCUBAR LAS CELULAS TUMORALES CON -
EAC PARA PROBAR SI ESTE PODR[A COMPETIR CON EL ACOPLADO 1-P EN SU-

COMBINACION CON EL SITIO ACTIVO DE LAS EP. ParA ELLO, SE INCUBA——
" RON LAS CELULAS CON EL NITROPRUSIATO EN METANOL, LUEGO CON UNA SO-
Lucidn 0.1 M pe EAC en soLucIdN pe Hank’s v DEspugs con eL T-P, —
REACTIVO DE KARNOVSKY Y H202.

Reaccion 14, Fue pPara INVESTIGAR s1 €L EAC Ser{A cAPAZ DE COMPE~
TIR conN EL IFS-P EN su COMBINACION CON EL SITIO ACTIVO DE LAS EP.

LA REACCION SE EFECTUS como LA 13, saLvo aue e T-P se SUBSTITUYO-
- por eL IFS-P,

EN CADA REACCION, LAS CELULAS SE LAVARON 3 VECES ENTRE CADA REACTL
vo coN 100 voLUMENES DE SOLUCION DE HANK'S POR CENTRIFUGACISN A -
500 6 cinco mNUTos.

Los RESULTADOS DE LAS REACCIONES ANTERIORES SE OBSERVARON EN UN FQ
TOMICROSCOP1O A 200, 500 v 1250 DIMETROS DE AMPLIFICACIGN, DESPUES
DE COMPROBAR LA POSITIVIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LOS RESULTADOS. LOS
BOTONES CELULARES FUERON PROCESADOS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Microscoria ELECTRONICA.- LAS CELULAS FUERON POSTFIJADAS EN TETRA
ox1po pE Osmio (0sOy) AL 12 (v/v) EN AMORTIGUADOR DE CACODILATO DE
sop1o DE 0.1 M A PH 7.4 POR UNA HORA Y LUEGO LAVADAS EN EL MISMO —
AMORTIGUADOR POR 16 HORAS MAS, DESHIDRATADAS EN ALCOHOLES GRADUA-—
LES Y OXIDO DE PROPILENO, EMBEBIDAS EN GXIDO DE PROPILENO-EPON, IN
cLuipas en Epon 812, ¢oxtapas A 400-600 A Y SE RECOGIERON SOBRE RE
JILLAS DE COBRE CUBIERTAS CON PEL{CULA FORMVAR Y SE OBSERVARON YA -
SEA SIN TENIR O TENIDAS EN ACETATO DE URANILO EN MICROSCOPIC ELEC-




TRONICO PHILLIPS FM-300.

AcTivipap PROTEOLITICA EXTRACELULAR.- SE INVESTIGO EN LAS CELULAS
MALIGNAS POR LA TECNICA DE BeniTez v VELAZzauez (10). Para ELLO SE
PREPARARON PEL{CULAS DE GELATINA AL 5% (P/v) A PH 7,2 SOBRE PORTA-
OBJETOS Y SE DEJARON SOLIDIFICAR 60 minuTos A 20° C N cAMaRA HUME
DA, TAMBIEN SE PREPARARGN PELICULAS DE FIBRINA POR COAGULACIGN DE
FIBRINGGEND HUMANO (CUTTER) AL 1% (P/Vv) ADICIONANDO UNA UNIDAD POR
M_ DE TROMBINA HuMANA (ORTHO). SOBRE LAS PELICULAS SE EXTENDIO -
0.2 ML DE UNA SUSPENSIGN con 1 X 107 CELULAS MALIGNAS EN MEDIO DE-
CULTIVO SIN SUERO FETAL DE TERNERA Y SE INCUBARON A 37° C Por 24 -
HORAS EN CAMARA HUMEDA. [NMEDIATAMENTE DESPUES LAS PREPARACIONES
SE FIJARON Y TINERON CON UNA SOLUCION DE COLORANTES DE POISON AL —
0.5% (P/v) EN UNA SOLUCIGN ACUOSA DE ACIDO TRICLORACETICO AL 5% -
(P/V) ¥ SE OBSERVARON AL MICROSCOPIO. PARA INHIBIR LA ACTIVIDAD DE
EP DE LAS CELULAS MALIGNAS., SE PREPARARON OTRAS PEL [CULAS DE GELATL
NA O FIBRINA A LAS CUALES SE LES ADICIONG YA sEa T o IFS aL 0.5 o
EAC 0.1 M v SOBRE ELLAS SE DEPOSITARON LAS CELULAS MALIGNAS SIGUIEN
"DO EL PROCEDIMIENTO ANTERIOR,

AcTivipap PrOTEOLITICA DE LAs (ELutas MAL IGNAS,- SE OBTUVIERON ALf
CUOTAS DE 105 CELULAS LAVADAS . RESUSPENDIDAS EN 2 M_ DE SOLUCION -
acuosA DE TRITON X100 (Siema) AL 0.1F (v/v)., Las CELULAS SE DESIN-
TEGRARON EN UN HOMOGENIZADOR A 0° C LA RUPTURA DE LA TOTALIDAD DE -
LAS CELULAS SE COMPROBG POR OBSERVACIGN EN MICROSCOPIO DE CONTRASTE
DE FASES A 500 DIAMETROS DE AMPLIFICACION. FEL L{QUIDO SE CENTRIFU-
66-A 30,000 6 A 4° C por 60 minuTOS, A 0.5 M DEL SOBRENADANTE SE
LE DETERMING LA ACTIVIDAD PROTEOLTTICA POR INCUBACION coN 10 MG DE
CASEINA NO HIDROLIZADA (MERCK) DISUELTA EN 2.5 M. DE AMORTIGUADOR -
pe rosFaTos 0,2 M a PH 7.2 v se 1ncurd 30 minwtos A 37° C. LA piees
" TION DE LA CASEINA SE DETUVO POR ADICIGN DE 1 ML DE ACIDO TRICLORA-
cético at. 50% (P/V).. LA MEZCLA SE AGITS cInNco minutos A 20° C v se
CENTRIFUGS A 3.000 ¢ 15 minuTos, A 2 ML DE ESTE SOBRENADANTE SE LE
AGREGO 1 M. pE Na OH AL 5Z (P/v) Y SE LEY( SU DENSIDAD EN UN ESPEC-
TRoFOTOMETRO (PMQII DE ZE1SS) A 280 NM. REFERIDA YA SEA A UN BLANCO
. DE REACTIVOS O CONTENIENDD 2,5, 5 ¥ 10 MG DE CASEINA HIDROLIZADA —-
(Merck). ParRA PROBAR 51 PODRIA INHIBIRSE LA ACTIVIDAD DE LAS EP, SE
INCUBARON OTRAS AL{CUOTAS DE CELuLAs coN EAC 0,05 M, T v IFS aL0.5%



9

(P/v) puranTE 30 minutos A 20° C v DESPUES DE LAVADAS SE SIGUIO EL-

PROCEDIMIENTO ANTERIOR. LOS VALORES INFORMADOS REPRESENTARGN EL

PROMEDIO DE CINCO DETERMINACIONES EN RATONES DIFERENTES (TABLA 1).

"~ AcTivipan ProteoLiTica DE L{quipo pE AsciTis.- SE DETUVO LIQUIDODE
ASCITIS LIBRE DE CELULAS POR CENTRIFUGACION A 3,000 6 por 20MINUTOS.
LA AUSENCIA DE CELULAS L5S178Y SE COMPROBG POR OBSERVACION MICROSCG-
PICA DEL SOBRENADANTE. EN ESTE SE DETERMING LA ACTIVIDAD PROTEOL{-
TICA SIGUIENDCQ EL PROCEDIMIENTG ANTERIOR. (TRAS MUESTRAS DE Liaul-—
Do SE INCUBARON con EAC v IFS ANTES DE ANADIR LA CASEINA Y SE SI- —
GUIG EL PROCEDIMIENTO COMO EN EL PARRAFO ANTERIOR. LOS RESULTADOS-

INFORMADOS REPRESENTAN EL PROMEDIG DE CINCO RATONES DISTINTOS (TA—
BLA 1)
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R sucLTaADO S :

EL Liouipo DE AscITlS DEL LINFoma L5178Y AL OCTAVO DIA POSTRANSPLAN
TE conTwvo 2.4 X 108 ceLuLas/mL En ProMeDIO. DE ciiss. L 91-96% -
FUERON CcELULAS L5178Y. 2.5% macrdracos, 2.3% eriTrociTos v (-17 Lin
FOCITOS,

DeL 90-100% pe Las cELuiAs asciTicas DEL LinFoma 1.5178Y MosTRARON -
ACTIVIDAD PROTEOLITICA EXTRACELULAR CUANDO SE LES COLOCH EN PEt fcu-
LAS DE GELATINA. DE ACUERDO A LA TECNICA DE BENITEZz v VeLAzquez (10).
LA DIGESTIGN APARECIG EN FORMA DE UN HALO CLARC EN TORNO A LAS CELY
LAS ASCITICAS (FIGURA 1), PROBABLEMENTE POR DIFUSIGN DE_LAs EP ma—-
CIA LA GELATINA. POR ESTA TECNICA NO PUDIERON DIFERENCIARSE LAS-CE
LuLas L5178Y DE LOS MACRGFAGDS PERITONEALES. EN BASE AL PORCENTAJE
" DE CELULAS MALIGNAS Y SU MENOR TAMARNO, SE PENSS QUE ESTAS DESARRO--
LLARON ACTIVIDAD PROTEOLITICA EXTRACELULAR. LA DIGESTIGN EFECTUADA
POR LAS EP DE LAS CELULAS ASCITICAS SE INHIBIG TOTALMENTE CUANDC SE
“ADICIONG A LA GELATINA EL T, IFS o EAC.

LA ACTIVIDAD PROTEOLI{TICA LIBERADA POR LA FRAGMENTACIGN DE LAS CELU
LAS ASCITICAS Y LA QUE APARECIG EN EL LTQUIDO ASCITICO LIBRE DE CE-
 LULAS SE MUESTRA EN LA TABLA 1. EN ELLA PUEDE VERSE QUE LAS CELU--
" LAs v LIQUIDOS ASCITICOS CONTUVIERGN EP. CUYO ORIGEN PUDO HABER SI
DO LAS CELULAS L5178Y 0 LOS MACRGFAGOS PERITONEALES, Las EP DE Las
CELULAS Y DEL LIQUIDO FUERON INHIBIBLES POR EL 1., EAC v [FS.

Los RESULTADOS DE LAS REACCIONES EXPERIMENTALES Y TESTIGOS QUE SE -
EFECTUARON PARA EL MARCAJE DE LAS EP DE LAs cELutas LS178Y Aparecen
EN LA TABLA 2.

LA REACCION 1 FUE NEGATIVA. LO CUAL INDICO QUE LAS CELULAS L5178Y -
CARECEN DE LA CAPACIDAD DE OXIDAR POR SI SOLAS EL REACTIVO DE KAR--
_ NOVSKY EN AUSENCIA DE HpO; EXGGENO.

LA REACCION 2 FUE NEGATIVA., LO CUAL SE INTERPRETO EN EL ‘SENTIDO DE-
QUE LAS CELULAS L5178 CARECEN DE PEROXIDASA ENDGGENA YA QUE NO FUE
RON CAPACES DE OXIDAR EL REACTIVO DE KARNOVSKY EN PRESENCIA DE Ho0p
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APORTADA EXOGENAMENTE. SiN EMBARGO. ESTA REACCIGN FUE POSITIVA EN
LOS MACROFAGOS PERITONEALES, EN ESTOS SE LE ENCONTRG EN FORMA DE -
3 A 5 GRANULOS ESFERICOS U OVOIDES INTRACITOPLAsMIcOs DE 0.1 a 0.3
MICRAS DE DIAMETRO, SITUADOS FRENTE A ALGUNA ESCOTADURA DEL NUCLEG
Los ERITROCITOS DIERON REACCIGN POSITIVA EN TODO EL CITOPLASMA., -
LoS LINFOCITOS DIERON SIEMPRE REACCIONES NEGATIVAS,

La REacCION 3 RESULTG SIEMPRE NEGATIVA TANTO EN LAS céLutas L5178Y
COMO CON LAS NO MALIGNAS. ELLO DEMOSTRG QUE LAS CELULAS TRATADAS-
.CON EL. NITROPRUSIATO EN METANOL Y EN AUSENCIA DE Hy0y EXTGENO, CA-
RECIERON DE LA CAPACIDAD DE OXIDAR EL REACTIVO DE KARNOVSKY,

LA REACCIGN 4 RESULTO SIEMPRE MEGATIVA TANTO CON LAS CELuLAs L5178Y
COMO CON LOS MACRGFAGOS Y ERITROCITOS. ESTO SIGNIFICO QUE LAS CE-
LULAS TRATADAS CON NITROPRUSIATO EN METANQL Y EN PRESENCIA DE H202
EXGGENO, FUERON INCAPACES DE OXIDAR EL REACTIVO DE Karmovsky. Co-
MO ESTAS REACCIONES RESULTARON TOTALMENTE NEGATIVAS. SIN MARCAJE -
DE LA PEROXIDASA ENDOGENA DE LOS MACRGFAGOS Y ERITROCITOS. SE OPTO
POR EMPLEAR ElL. NITROPRUSIATO EN METANOL PARA EL. TRATAMIENTO DE LAS

CELULAS ASCITICAS EN TODAS LAS REACCIONES SIGUIENTES Y AS{ OBTENER
RESUL.TADOS MAS CLAROS,

LAS CELULAS ASCITICAS NO ACTIVO INESPECIFICAMENTE LA OXIDACION DEL
REACTIVO DE KARNOVSKY EN PRESENCIA DEL Holo,

LA REacCION B FUE NEGATIVA, POR LO QUE SE CONCLUYG quz L IFS Tam

POCO ACTIVO INESPECIF ICAMENTE LA OXIDACION DEL REACTIVO DE KARNOV§_
KY,

LA ReaccIGn 7 FUE POSITIVA TANTO CON LAS CELuULAS L5178Y como con—
LOS MACROGFAGOS PERITONEALES, ESTA DEMOSTRG QUE EL ACOPLADO TP -
- FUE CAPAZ DE COMBINARSE ESPECI{FICAMENTE CON LOS SITIOS ACTIVOS DE
tAs EP DE E£SAS CELULAS.

LA LocaL1zACION DE LAS EP EN LAS cELuLas L5178Y PRESENTG TRES MO—
DALIDADES DIFERENTES: DEL 70 AL 80% pE LAS CELULAS OBSERVADAS AL
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MICROSCOPIO DE LUZ Y ELECTRONICO PRESENTARON EP INTRACELULARES. (FIG.
2) DE FORMA IRREGULARMENTE ESFERICA, DE 0.1 A 0.8 MICRAS DE DIAMETRO,
DE 4 A 8 POR CELULA CON MARCAJE MUY ELECTRODENSO Y DISTRIBUIDAS IRRE
GULARMENTE EN EL CITOPLASMA. EN ALGUNAS CELULAS AISLADAS EN QUE LAS
EP SE MARCARON CON MENOR INTENSIDAD, LAS GRANULACIONES S OBSERVARON
DELIMITADAS POR UNA ESTRUCTURA MEMBRANAL EN LOS CORTES DE MICROSCO—
P{A ELECTRONICA TENIDOS., LA DISTRIBUCION DE LAS EP INTRACELULARES -
EN LAS CELUWLAS MALIGNAS FUE EXCLUSIVAMENTE GRANULAR. Der 10 a. 152
DE LAS CELULAS L5178Y., PRESENTARON MARCAJE POSITIVO PARA EP SOBRE LA
SUPERFICIE CELOLAR (F1G. 3) DISTRIBUIDO EN FORMA DE UN DEPGSITO GRA-
NULOSO CONTINUO SOBRE LA MEMBRANA PLASMATICA Y DE UN GROSOR UNIFORME
pE 80 A 120 nM DEL 5 AL Z0Z DE LAS CELULAS L5178 PRESENTARON DOBLE-
MARCAJE PARA EP SUPERFICIALES E INTRACELULARES (Fi6. 4-5).

Los MACRGFAGOS PERITONEALES PRESENTARON MARCAJE POSITIVO PARA Las EP
INTRACELULARES (FIG, B) EN FORMA DE GRANULOS ESFERICOS U OVOIDEOS DE
0.1 A 0.5 MICRAS DE DIAMETRO. DE 4 A 8 EN EL CITOPLASMA: PERG NUNCA-
PRESENTARON MARCAJE PARA EP SUPERFICIALES,

La Reaccion 8 RESULTS POSITIVA Y DEMOSTRG QUE £L acorLano IFS-P rue
CAPAZ DE COMBINARSE CON LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CALWLAS
DEL LIQUIDO ASCITICO. LA DISTRIBUCION DEL MARCAJE FUE ENTERAMENTE~
SIMILAR AL DESCRITO EN LA REAcCION 7.

La REACCIGN O FUE COMPLETAMENTE NEGATIVA. ELL0 DEMOSTRG aue EL T -
'SOLO PUDD COMBINARSE CON LOS SITIOS ACTIVoS DE LAS EP DE LAs cELwAs
ASCITICAS € INHIBIR ESPEC{FICAMENTE POR COMPETENCIA LA COMBINACION-
~SUBSECUENTE DEL ACOPLADO T-P con picHAs EP. EiL RESWL.TADO DE ESTA -
REACCION FUE IGUALMENTE NEGATIVO CON LAs cELutAs L5178Y cue con Los
MACROF AGOS PERITONEALES, EN MICROSCOPTA DE LUZ Y ELECTRGNICA.

La Reaccidn 10 FUE TOTALMENTE NEGATIVA, DEMOSTRG que EL IFS INHIBIG
LA COMBINACIGN SUBSECUENTE DEL IFS-P CON LOS. SITIOS ACTIVOS DE LAS-
EP DE LAS CELULAS MALIGNAS Y DE LOS MACRGFAGOS PERITONEALES. LA —
INTERPRETACION DE ESTE RESULTADO ES SIMILAR A DE LA Reaccion 9.

La Reaccion 11 Fue NEGATIVA, DEMOSTRS QuE EL T SOLO PUDD COMPETIR-.
-HETEROESPECFICAMENTE cON EL IFS-P EN su coMBINACIGN CON LOS SITIOS
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ACTIVOS DE LAS EP DE LAS CELULAS MALIGNAS Y MACROFAGOS PERITONZALES.,

LA Reaccidn 12 Fue nNeeaTiva. ESTA REACCIGN ES RECYPROCA DE LA Reac-
CION 11 Y DE INTERPRETACION SEMEJANTE, ’

LA ReaccidN 13 FUE TOTALMENTE NEGATIVA. DEMOSTRG QuE eL EAC FUE CAPAZ
DE INHIBIR POR COMPETENCIA LA COMBINACION SUBSECUENTE DEL ACOPLADO -

T-P coN LOS SITIOS ACTIVOS DE LAS EP DE LAs cELutAs 15178Y v MACRGFA
GOS PERITONEALES,

LA Reaccion 14 FUE 1GUALMENTE NEGATIVA Y DEMOSTRO QUE EL EAC INHIBIG
LA COMBINACION DeL IFS-P con LAs EP DE LAS CELULAS MALIGNAS Y NO MA-
LIGNAS DEL LINFOMA |.5178Y EN FASE ASCITICA.
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Discuston: -

SE HA INFORMADO QUE LA CAPACIDAD DE INVASIVIDAD DE LAS CELULAS MALIG
MAS ESTA RELACIONADA A SU CONTENIDC DE EP (1-6). PoR ESTO NOS PARE-

C15 IMPORTANTE INVESTIGAR LA LOCALIZACIGON TOPOGRAF1CA DE LAS EP EN -
LAS CELULAS TUMORALES.

PARA ELLO SE ELIGIG COMO MODELO EXPERIMENTAL EL LINFOMA DE MURINO =—
L5178Y EN FASE ASCITICA, QUE ES UN TUMOR TRANSPLANTABLE DE ALTA MA-
LIGNIDAD. DE EL PUDO OBTENERSE UN NUMERO SUFICIENTE DE CELULAS PARA
EFECTUAR SIMULTANEAMENTE LAS REACCICNES EXPERIMENTALES Y TESTIGOS.

LLAS REACCIONES BIOQUIMICAS REVELARON LA PRESENCIA DE EP TANTO EN LAS
CELULAS ASC{TICAS COMO EN EL L{QUIDC DE ASCITIS LIBRE DE CELULAS. LA
ACTIVIDAD PROTEOL {TICA SE INHIBIS EN PReseENCIA DE EAC e IFS, Lo aue-
DEMOSTRG QUE LAS EP TUVIERON AFINIDAD POR ESOS INHIBIDORES.

LA CAPACIDAD PROTEOLITICA EXTRACELULAR DE LAS CELULAS ASCITICAS SE -
DEMOSTRG MORFOLOGICAMENTE POR LA TECNICA DE BewITEZ ¥ VELAZauez (10)

¥ TAMBIEN FUE INHMIBIDA POR EL 1, IFS v EAC INCORPORADOS A LAS PEL{CU
LAS DE GELATINA.

SE HA INFORMADO QUE EL T, IFS v eL EAC INHIBEN LA ACTIVIDAD DE ALGU-
NAS PROTEASAS POR OCUPACIGN DEL SITIO ACTIVO DE ELLAS (7). ELLO nos

SUGIRIG QUE DICHOS INHIBIDORES PODRIAN SER DE UTILIDAD PARA LA LOCA-
L1ZACIGN DE LAS EP EN LAS CELULAS MALIGNAS.

POR LOS RESULTADOS DE LAS REACCIONES CITOQUIMICAS, PARTICULARMENTE —
LAS REACCIONES DE INHIBICIGN POR COMPETENCIA, CABE SUPONER QUE LOS -
acorLADOS T-P £ IFS-P CONSERVARON LA MISMA AFINIDAD QUE LOS INHIBIDQ
RES SOLOS HACTA LOS SIT10s ACTIvos DE tas EP. De ser asf. esTE Pro-
CEDIMIENTO PERMITIRTA LA LOCALIZACIGON DIRECTA DE LAS EP., LO QUE NO -
.ES POSIBLE CON OTRAS TECNICAS QUE SE BASAN EN LA DETECCIGN DE UN PRQ
DUCTO DE LA REACCION (11), ApEMAS. EL USO DE LA P PARA EL MARCAJE DE

LAS EP PERMITIO LA OBTENCIGN DE PREPARACIONES PARA MICROCIRUGIA ELEC
TRONICA.



SE HA INFORMADO QUE LOS MACROFAGOS CONTIENEN £EP EN LAS GRANULACICNES
EXTRAIBLES DE su citorLasma (12). En ESTE TRABAJO SE CONFIRMO LA -

PRESENCIA DE EP EN ELLAS: Y ADEMAS SE LES LOCALIZG TOPOGRAF [CAMENTE-
IN-SITU,

LA MAYORTA DE LAS CELULAS MALIGNAS PRESENTARON EP INTRACELULARES.

LA DISTRIBUCION DE LAS EP ES CONGRUENTE CON LOS MECANISMOS DE AGRE—-
SI6N HACIA LOS TEJIDOS SANOS CIRCUNDANTES. SIN EMBARGO. DESCONGCE -~
MDS EL DESTIND QUE SIGAN LAS EP INTRACITOPLASMICAS CONTENIDAS EN LAS
GRANULACIONES, FL PRESENTE TRABAJO NO PERMITIO SABER S1 LOS GRANU--
LOS SON SECRETADOS O St LAS EP.QUE CONTIENEN SE INCORPOREN A LAS EP-
SUPERFICIALES. (OMD LA ACTIVIDAD PROTECLITICA FUE MAYOR EN EL t{QUL
DO QUE EN LAS CELULAS, LA PRIMERA POSIBILIDAD PARECE MAS PROBABLE,

LA DEMOSTRACION DE EP SOBRE LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS MAL.IGNAS RE
SULTA INTERESANTE EN LA RELACIGON QUE PUDIERA TENER CON LA LIBERACIGN
DE ANTTGENOS DE LA CUBIERTA EXTERIOR (13), INHIBICION DE LA RESPUESTA
INMUNE ANTITUMORAL POR ANTIGENOS CIRCULANTE (14-18) 0 IMPEDIMENTO DEL
ENLACE DE LOS LINFOCITOS INMUNES CON LAS CELULAS TumorRaLEs (19).



1.- CELULAS ASCITICAS DEL LINFOMA MURINO TRATADOS SEGUN LA TECNICA -
DE BEN1TEZ Y VeLAzauEz (10D, PARA DEMOSTRACION DE LA ACTIVIDAD -
PRQTEOL [TICA EXTRACELULAR. LAS ZONAS CLARAS MUESTRAN LA DIGES
TI6N DE LA PELIQUICULA DE GELATINA EN TORNO DE ELLAS.

Z.- PoRCION DE UN LEUCOBLASTO DEL LINFoma L5178Y QUE FUE TRATADO PA
RA LOCALIZACION DE LAS EP SEGUN LA REACCIGN CITOQUIMICA 7 DE LA
TABLA Z Y PRECESADA PARA MICROSCOP[A ELECTRONICA. LOS GRANULOS

ELECTRODENSOS CORRESPONDEN A LAS EP INTRACELULARES. CELULAS
SIN TENIR.
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.~ PORCIGN DE UN LEUCOBLASTO DEL LINFOMA L5178Y QUE FUE TRATADO PARA LA
3 LOCALIZACION DE LAS EP SEGUN LA REACCIGN CITORUIMICA /7 DE LA TABLA 2
Y PROCESADA PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA. FL DEPGS1TO ELECTRODENSO-
SOBRE LA SUPERF ICIE CELULAR CORRESPONDE A LAS EP superriciaLes. Ce-
LiAS SIN TERIR,

4.~ PORCIGN DE UN LEUCOBLASTO DEL LINFOMA L5178Y GUE FUE TRATADO PARA LA
LOCALIZACION DE LAS EP SEGUN LA REACCIGN CITOQUIMICA & DE LA TABLA 2
PROCESADA PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA, EL DEPGS1TO ELECTRODENSO SO .
BRE LA SUPERFICIE CELULAR Y EN GRANULOS INTRACITOPLASMICOS CORRESPON
D0 A Las EP, CELuLA sIN TERIR,



- Porc16N DE UN LEUCOBLASTO DEL LINFoMA L5178Y QUE FUE TRATADO PARA LOCALI-
ZACION DE LAS EP SEGUN LA REACCION CITOQUIMICA / DE LA TABLA 2 Y PROCESA-
DA PARA MICROSCOPTA ELECTRONICA., A MAYOR AMPLIFICACIGN QUE LAS ANTERIORES.
EL DEPOSITO ELECTRODENSO SOBRE LA SUPERFICIE CELULAR Y EN LOS GRANULOS iIN
TRACITOPLASMICOS CORRESPONDEIG A tas P, CELuLA sin TERIR.

6.- PoRCIGN DE UN MACRGFAGO PERITONEAL DEL LIQUIDO DE ASCITIS DEL LINFOMA -
L5178 quE FUE_TRATADO PARA LA LOCALIZACIGN'DE LAS EP SEGUN LA REACCION-
& DE LA TABLA 2 Y PROCESADA PARA MICROSCOP{A ELECTRONICA. EL DEPGSITO -
ELECTRODEgSO EN GRANULOS INTRACITOPLASMICOS CORRESPONDIG A LAS EP, CéLy
LA SIN TERNIR.
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Tapta 1

ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LAS CELULAS ASCITICAS Y DEL L{QUIDO
ASCITICO LIBRE DE CELULAS DEL LINFOMA MURINO L5178Y AL octava
DA POSTRANSPLANTE, EN PRESENCIA DE INHIBIDORES DE PROTEASAS-
0 SIN ELLOS.

AcTivipap PROTEOL{TICA EN
PRESENCIA DE:

- T IFS EAC
CéruLas 0.19410.01910.008 | 0.001

Lfouipos 0.410} 0.023 { 0.017 0,003

T: INHIBIDOR PANCREATICG BOVIND DE LA TRIPSINA (TRASYLOL. BA-
YER}.

IFS: INMIBIDOR DE LA TRIPSINA DEL FRIJGL SOYA.
EAC: ACIDO EPSILON-AMINO-CAPROICO.
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TaBLA 2

RESWLTADOS DE LAS REACCIONES CITOQUIMICAS PARA LA LOCALI1ZACION DE LAS
ENZIMAS PROTEOLITICAS (EP) DE LOS LEUCOBLASTOS DEL LINFOMA MURINO - -
L5178Y. CON INHIBIDORES DE LAS PROTEASAS ACOPLADOS A LA PEROXIDASA Y-
REVELADOS POR LA REACCION DE KARNOVSKY,

Reaccidn ReacTivos ResuLTADOS
1 C+K NeGaTivo
-2 C+K+ Hy0y NeGaTivo™
3 C+IN+K NEGATIVO
4 C+IN+K~+ H202 NeGATIVO

- C+IN+T +K+H NeGATIVO

.6 C+IN+IFS+ K+ HOy NecaTivo
7 C+IN+TP+K+H0, ’ PostTivo™™
8 C+ IN+IFS-P +K + o0y Positivo™
9 CHIN+T +T-P + K+ HOy NecaTivo
10 C+IN+IFS + IFS-P + K + Ho0y NEGATIVO
1 C+IN+T + IFS-P + K + HyOy .1 Neeativo
12 C+IN+IFS+T-P+K+ H202 NeGaTIvVO °

13 C+ IN+EAC+T—P+K+H202 NegaTivo
L] C+ IN+EA + IFS-P + K+ HO, NEGATIVO

C: CéLwas DE LINFOMA MURINO L5178Y.
K: REACTIVO DE KARNOVSKY (DIAMINOBENCIDINA).
"IN: INHIBIDOR DE NITROPRUSIATG EN METANOL.
- Tr TRasILOL.
IFS: Im1BIDOR DE FRiJoL Sava P-PEroxibasa.
T-P: Acortapo TRAsILOL-PEROX1DASA
'EAC: Acipo EPsiLoN-AMINO-CAPROICO,
. "EL RESULTADG POSITIVO HUBIERA REVELADO PEROXIDASA ENDGGENA. —EL RESULTADO
FUE POSITIVO CON LOS MACROFAGOS PERITONEALES.
**REVELG -MARCAJE ESPECIF1CO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS,
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