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El cancer es una enfermedad, cuyo origen es multifactorial
en la que se modifica la célula tanto genotipica come fenot(-
picamente. Dentro de las modificaciones fenotipicas que
presenta la célula transformada o cancerosa ostin [as de su
membrana citoplasmatica; que sufre alteraciones a nivel de
sus olementos constitutivos y de sus actividades funcionales.
Cebido a que las proteinas, constituyentes fundamentales de
ia membrana celular, estin alteradas en Jlas células cancero-
sas o neoplasicas es interesante hacer un estudio comparativo
de éstas macromoléculas en células normales y cancerosas, con
el propdsito de conocer el tipo de modificaciones que presen-
tan; y de ser posible su repercucidn en la actividad de la
membrana de las células malignas.

El Objetivo de este trabajo, es determinar el patrdn pro-
téico de la membrana citoplasmatica de celulas epiteliales de
tejido en fresco humano rde Ceérvix Uterino tan'o Normal (Cu.
N.) como Canceroso (C~.Cu.}; y establecer las semejanzas y
diferencias que tienen entre si. Para tal efecto se utilizé
la técnica de electroforésis unidimensional en geles cilin-
dricos de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodic (SDS) al
75%. Se hizo un andlisis comparativo de los resultados y

se observd lo siguiente:

n El contenido protdico de la membrana del tejido de

Cu.N., fue caracteristico y constante en [os 29 casos

enalizados; es decir, existe un Patrén Protéico alta-
mente reproducible. Contrariaments, en los 50 casos
analizados de <Ca.Cu., Ihvasor no hubo un patrédn pro-
téico Unico que fuese caracteristico pare todas las
biopsias o muestras; ya que se encontraron 3 distintos

patrones protéicos y uno de ellos fue el predominante.
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Los 3 patrones protdicos derivados del tejido de ca.
Cu. mostraron alteraciones con respecto al patrén de
Zu N, en proteinas de alto y bajo peso molecular
(PM) Basicamente se encontrd: pérdida de bandas
protéicas de alto PM y un aumento en ¢l nimero de ban-
das protéicas de bajo PM Estas observacic -es  fue-
ron estadisticamente significativas (p<0. 0S).

Otra observacidn, fue que en los 3 patrones protéicos
de Ca.Cu.. hubo una menor concentracién de proteina
con respecto al patrén protéico de Cu.N. Este aspec-
to fue muy evidente en una banda protéica con un PM de
63 kDaltons (kD), la cual tiene una concentracién de
proteina 10 veces mayor en el patrdn protéico de Cu.
N., que el que muestran fos 3 patrones de ca.Cu. Es~
tos resultados fueton estadisticamente  significativos
{p< 0. 03).



2. INTRODUCCION.

El conocimiento de la célula se inicié hace poco mas das
300 anos; desde entonces hasta las uvitimas décadas, los estu-
dios sobre las propiedades de Ia misma, se han desarrollado
cnormemente, englobando para ello diversos aspoectos; como los
fisioldgicos, anatomicos, morfoldgicos, moleculares. bioquf-
micos, etc. aspectos que conllevaran, finalmente. al conoci-
miento bioldgico de la célula en su totalidad. Actualmente se
conoce que la célula  eucariontica, especificamente, presenta
una estructura interna bastante compleja ya que consta de di-
versos organelos que se encuentran separades por membranas;
tales como mitocondrias, nicleo, vacuolas, lisosomas, reti-
culo endoplasmico (rugeso y liso), aparato de Golgi y micro-

cuerpos {peroxisomas y glioxisomas} (1 y 2).

LLas membranas, en particular, son estructuras celulares
bastante activas con una complejidad e impartancia extraor-
dinaria, aunque pot mucho tiempo el estudic de fas mismas
permanecié sin avance debido a que no se le consideraba un
organelo de gran importancia dentro  del complejo celular:
ademis de que las metodoiogias de las que se disponian en
esos momentos, no eran las mas adecuadas para llevar a cabo
un estudio profundo de la membrana, tante a nivel estructural
como a nive! funcional. Sin embargo, en los ultimos 20 afos
se han realizado grandes adelantos en las investigaciones so-
bre este organelo celular (3}, lo que ha permitido conocerlo
un poco mids de tal forma, que en Ia actualidad se sabe que
todos los sistemas aislados o individualitados por membrana
{citoplasmitico, nuclear, mitocondrial, etc.), de fos  que
constan las células “son une assciacich lipo-protdica. se In

cual {oF conponantes Se martieren funlos en una delgaedn Udmn~



£ r> onnlantes” (21 Concepto que

mng por medie de e-la
se darivé del actual Modelo de la estructura membranal: "£:
Hodelo del Hesoioe Eiuweda” {4)

Estructuralments. uno de los componentes mayoritarios de la
membrana  celular son las proteinas (1, T y ©6) las cuales,
ademds de ser algunas de ellas de tipo estructural, son las
responsables de la mayoria de las propiedades funciohales ac-
tivas de la membrana asi como de las de ia célula an general
El  andlisis de astas macromoalédculas membranales, ha sido en
fos Jdltimoe afns. de gran trascendencia en el conocimiento de
tan fundamental organelo celular {7, % y gl La caracteri-
rizacien de las proteinas membranales, requicre de su extrac-
cion de este organelo: y una ver que esta poblacién de macro-
moléculas se separa en sus diversos tipos., se hace notabie de
inmediate, su variodad y se presenta la oportunidad de estu-
diar cada proteina sin interferencia de las demds (10, 11, 12
y t3)

L.a Electroforesis en general v la  de Poliacrilamida-Dodecii
Sulfato de Sodio (SDS) en particular, es un método de frac-
cionamienta y o caracterizacidn de macromoléculas como las
protufnas {14, 1S, 1 y 17) esta técnica se basa en Ina pro-
piedades de carga eléctrica, peso y tamafio de las macromolé-
culss que se van = separar. Asi mismo, ef método electrofa~
tético es una herramicnta inditpenssble on la  resolucisn  de
algunos problemas clinicos v, scbre todo, bioquimicos. En
la  clinica. la téenica de electroforesis ss  utiliza para  es-
tablecer las alteraciones que puede haber en una imagen alec-
trofarética de cierto tipo de proteinas de una lesidn especi-
fica de! organismo (en éste case humano);, comparada con la
imagen slectroforética de las mismas proteinas., pero lss cua-
fes no presentan ninguna o ningldn tipo de alteracion, es de-
cir. son normales. Este tipo de imagenes alectroforéticas
de una misma muestra, ya eea normal o potolégica, que se re-
pite constantemente de una electroforesis a otrd, se dice que

son imagenes electroforéticas  “patrones”.



Por otta parte, la separacién de proteinas por electrofore-
sis, es utiizada, en los laboratorios de investigacidn que
se telacionen con aspectos bioquimicos. La electroforesis,
es uns de lus herramicntas que se usan en el estudio de ma-
cromoléculas; desde un grupo amplic de proteinas hasta fa ca-
racterizacién de wuna sola de eflas; tanto en modelos experi-
mentales como en tejidos humanos. También se analizan pa-
trones electroforéticos de proteinas de diversos organelos
celulares, que suelen ser caracteristicos de un organelo en
particular y de un organiamo especifico {18 y 14l Por ejem-
plo. se han hecho fos patrones eloctrofordticos on gel, de la
membrana citoplasmatica (2} de eritrocito humano, de membra-
na folorreceptora de células cifindricas rotinianas y de fa
membrana del reticulo sarcoplismico de muascufo. Se compara-
ron los patrones obtenidos y se observd que estas tres mem-
branas, poseen una composicidn protéica muy diferente. Ade-
mas, se visualizé que hay difersncia en el nimero de tipos de
cadenas polipeptidicas y en la distribucidn de sus pesos mo-
lecutares. Este tipo de anilisis bioguimicos ademas de
otros de distinta indole, come los fisioldgicos, morfolsgi-
cos. moleculares, etc.: bhan permitido concluir que la comple-
jidad e importancia de la membrana celular, radica no sdlo en
su  sistema estructural sino ademds en la diversidad de fun-
ciones que lleva a cabo: mismas gque se mencionan a continua-
¢cién: trdnsporta diferentes moldculas polares (micromoidculas
y macromoléculas), interviene en la interaccidn entre cdlula
y célula (uniones intercelulares), ayuda en ol reconocimiento
entre célula y cdlula. proporciona proteccidn mecdnica, in-
tarviene en la  comunicacidn celuint.  participa en el  movi-
miento celular, proporciona fuerza mecdnica, participa en la
secresion celular. actia como aislante eléctrico. conduce im-
pulsos nerviosos. etc. (1, X, 4, 5. & 7. 20, &. a2, a3.
ead

Todas las funciones de la mambrana citoplasmatice antes
mencionadas, son de suma importancia para la célula; ya aque
influyen de manera decisiva y determinante an el buen desa-

rroifo de las actividades de ésta, reporcutiendo on e! teji-



do. organo. sistema y por lo tanto en todo elindividue. Par
ello, cuando la estructura de la membrana citoplasmaticu se
ve afectada por algun tipo de factor (mitdgenos, virales
ctc ), conocido o desconocide, también se modifican =sus  fun-

por ende el comportamients de la célula en su to-

ciones

talidad. Un ejemplo del comportamiento celular alters.. 3

consecuencia, entre otros aspectos, Je¢ las modificaciones que
presenta la membrana citoplasmatica: es el que tiene una cé-
lula cuando se ha transformade en maligna o cancerosa (4. 20.
. 26, 27, 28, 21 32y 3

fermedad que implica modificaciones de la célula a nivel ge-

) El cdncer es una en-

notipico y consecuentemente a nivel del fenotipo celular; es-
toes cambios pueden ser heredables y le confieren a la célula
las  caracteristicas d2 proliferar de una manera descontrola-
da. invadir tejido normal y metastatizar en sities distantes
(28 y 32) En la actualidad se considera que el desarrollo
de tumores malignos es el resultado de miltiples procesos
complejos asi como de una serie de diversos fendmenos causa-
les conocidos y desconocidos; por lo que se estima que el
Cincer es de origen multifactorial {34 y 35)

Los dessrdenes que presentan las células neoplasicas compa-
radas con las células normales son numerosos y muy variables
(Trla 4y Fig. 1) pero la membrana citoplasmatica es el or-
ganelo celular en el que se han observado alteraciones funda-
mentales y esenciales tanto para los procesos bioldgicos que
caracterizan 2 una célula transformada (la invasidn y la me-
tastasis), asi como para explicar la inmunobiologfa de o
tumores (26, C7. 29 y ).

Las proteinas membranales, tanto Ilas simples como las conju-
gadas, son de los componentes de la membrana que presentan
diversas modificaciones en una célula transformada (2. 25 y
223 Ademas las proteinas alteradas pueden ser tanto es-
tructurales como funcionales: por ejemplo. pueden ser enzi-
mas, que catalizen procesos celulares importantes (30). La
alteracion en éstas ecnzimas. puede afectar sus caracteristi-
cas cindticas y-o su respuesta a los mectabolites, fo cual re-

percute an cl metabolismo celula:




TABLA AL CAMBIOS QUE PRESENTAN LAS CELULAS EUCARIONTICAS MALIGNAS.

Prepiecades Alteradas Efecto Refarencias

1) Alteracienes a Nivel Nuclear.

+ Cambios crormosmicos: + Rarpimiento + Karp (2)
+ Duplicacidn/Pérdida + Nicolson (34)
+ Interacciones merbrana/matris + Sandberg  (37)
+ Regiones de coloracion homogénea
+ Camplejos transcripcionales
+ Camplejos de replicacién
+ Intercarbio de cromitidas hermanas.
* Carbios en el ADN: Mutaciones + Karp {2)
Translocaziones + Nicolson (34)
Delesiones + Sandberg  (37)
Arplificaciones
Oncogenes/Virus

Genes suprescres

Errores de reparacidén del AN
Errores de replicacion del AN
Elermcntos transposables.

A R S

2) Alteraciones a Nivel Citoplismico.

¢ Carbios en el Citcesqueleto: - Organizacién + Rarp (2)
+ Reduccidn + Nicolson {34)
+ Interaccicnes memhranales + Vora {38)

Morfologia de 1a célula.

continda...




Proplecades

Alts

Efacto

Asferancias

.

.

Carbios en el Citosol:

2)  Alteraciones a Nivel de Mrtraa Citoplastitica.

Cambios en la carga de la superficie

grupos {onogénicos

membranal y en la topolograf{a de los
icos:

Camdblos en 1a organizacidn estructu-
ral de la membrana plastdtica:

Canbjos en el carportaniento celu-
lar influvenciado por la organiza-
cibn de la superficie de 1a ocdlula:

Cambios en la composicibn lipidica
y en su fluidez:

s

+

.+

+

+ 4+

Incremento del metabolismo celular
(glucdlisis anormal}

Segundos mensajeros
Prote{nas-cinasas

Ién/Cofactor.

Reduccién de los microfilamentos
asociados a la membrana y de o
el >s del of leto
Increcento de 1a rovilidad lateral
de las prote{nas intrinsecas.

Pérdida del control de la divisién
por irhibicién por contacto

Pérdida del rovimiento por {nhibi~
cidn por contacto

Pérdida de la deperdencia de anclaje
Pérdida de la adresividad a los sus-
tratos (1N VITRO)

Carencia de uniones en hendidura en-
tre célula y celula.

Alteracién en la microviscosidad
Incremento en la movilidad de los

1{pidos y de las proteinas intrinsecas.

+

4

LY

Karp (2)
Nicelson {34)
Vora (38)
Gallez {26 y 27)
Xarp (2)
Nicolson (25}
Nicolson {34)
Zucker (39)

continfa ..ov.e




Propledades Altesrades

Efaeacta

Refarenclas

.

Carbios en 1as enziras asociadas
& pecbranat

* Cambios en 13 actividad de trans-

parte de la membrana:

Canbios en las glicoproteinas,
gifcolipidos y mopolisaciri~
dos membranaies:

4+

s

+

+

+

+

+

Reduceifn en 1a actividad de la admiiciclam
Pérdida de ia dependencia por densidad y
roduccibn de la actividad enzimdtics
Zumento en 1a actividad de mnziras pro-
tecliticas secretadas a1 medic interce-
lular,

Auwnento del transportae da azicares y

=inodcidos

Secrasién dg enziras intracelu-
jares; asi coro de antigenos y ctras

giicoproteinss al medioc circundante -
{factores hlogueadores).

Diversas mdificaciones on las activi-
dades y reactividades con anticuerpes
Aparicidn de nuevas protefnas {ant{ge-
nos ascciados & turores)

Marcada raduccibn de Joa receptores pa-
ra la fibronectina.

+ Gallez

» Karp

+ N{coison
+ Nicolson
+ Zucker

(26 y 27)
(2}

25)
34)
{39}
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FIGURA 1.

Diagrama de las diferentes alteraciones que preserta
la superficie celular. despuds de !a transformacisdn
neoplasica. (Tomado de NicolsonGL ., 40).

Uno de los cambios miés predominantes de las proteinas de mem-
brana en las células neoplasicas, es el decremento o pérdide
completa o parcial de algunas de estas moléculas (13, 2%, 30,
41 y 42) (rchla 4l La pérdida de proteinas conlleva a di-
versas consecuencias para la membrana celular y, obviemente,

10



para la célula en general (2 y 25k por ecjemple aque las glico
proteinns noe se asocicn en numero suficiente a la membrana ci
toplasmatica. ademas es posible que algunas de estss molécu-
fas no se orienten correctamente en Js  superficie celular: y
pueden existir cambios conformacionales de las proteinas inte
grales o de las glicoproteinas restantes.

Do manera similar, la secresidn de protoasas o de glicosida-
sas al medio circundante por parte de las propias células
transformadas (25}, tambien implica ciertas anomalias para la
membeana y por consiguiente para fa celula; as{ se puede ob-
servar pérdida de fa regulacidn  del <crecimionts; altecacio-
nes en la habilidad de las fectinas para aglutinarse, en la
movilidad de los componentes de la superficie celular, en &l
transporte de amicar y fosfato. en la reactividad con anti-
cuerpos y cambios conformacionales en protelnas integrales o
on glicoproteinas,

L.a capacidad que ticne una célula neoplasica da subsistir a
pesar del sistema inmune con el que cuenta el individuo ai
que esta afectando, se ha atribuido a su composicidn genstica
{3a), que al paurecer es muy inestable. Esto implica, que
fas células pueden tener en eu genotipo, gran cantidad de al-
teraciones esponténeas cuyo resultado final podria ser una
gran variabilidad en su fenotipo, propiedades de superficie,
composicién  cromosdmica, resjstencia a fos farmacos, depen-
dencia a las hormonas y potoncial para metastatizar, entre

otros aspectos (34]).

Debido a que las células cancerosas presentan una membrans
citoplasmatica con caracteristicas muy peculiares distintas a
las de las cdlulas normales, seris interesants hoacer una ca-
racterizacidn de las proteinas de ia mombrana citopiasmaitica
de <células necplasicas y comparatlas con su contraparte nor-
mal. En el caso del prasente trabajo de investigacidn, las
células malignas que se seleccionaron para tal efecto, fueron
las ceélulas epiteliates del Cincer Cérvico Ut.uino {Ca.Cu.)
Epidermoide hhvasor Mumane y las células normales fueron Iss
epiteliales de Cérvix Uterino Normal Humano {(Cw. N.) A con-

1



tinuacién se describen algunas de las caracteristicas mas so-
bresalientes {anatémicas, morfoldgicas., bioldgicas, epidemio-
légicas y etioldgicas), de éste tipo de neoplasia.

El cérvix ulerino junte con el cuerpe uterino, constituyen el
aparate genital femenino: el Urarn {43) El cérvix (portio
o ectocédrvix}), en particular. tieno una forma tubular y pre-
senta 2 orificios unidos por un canal endocervical. El ori-
ficie externo o exocérvix, se comunica con la vagina v sl in-

terno o endocérvix comunica con el cuerpo uterino (Fig 2}

El cérvix uterine normalmente presenta un patrén  histoldgice
caracteristico. Et epitelio que recubre la vagina vy el exo-
cérvix es de tipo plano estratificade no queratinizante y
practicamente catd desprovisto de gliandulas (44). Este epi-
telio consta de cinco capas celulares (Fig. ) {43} capa
germnal o estrate 2ilindrico. estrato espinose profunde o
capa basal; estrato espineso superfic:al o capa intermedia;
zona intraepitelial de Dierks ¥y capa superficial o capa rfun-

ctonal.

12



FIGURA

Ecguema el Aparate Jvenital Femenino, 13 Vagina;
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El canal endocervical, esta constituido por un  epitelic de
tipo cilindrico productor de moco, llamado Epitelio Endecer-
vical. La zona donde se une ¢l epitelio plano estratificado
con e! epitelic endocervical, se le denomina Tona Esziamaco-
lumnar del Endocérvix (Frg. 2) (43! Y es el sitio en don
de, generalmente, se inician los carcinomas del cérvix. La un
corte histoldgico, la zona escamocolumnar del endocérvix, fis
senta un epitelic compuesto por células columnares. En el en-
docérvix, estas céiulas tienen una posicidn perpendicular  a
la membrana basal con su nucleo desplazado hacia la base. Al-
gunas de las células presentan cilios y otras se ven cargadas

de moco.

lLa presencia de una neoplasia en cualquier tejido, pero
en dste caso especifico en el cérvix uterino, implica una mo-
dificacidn en el patrén histoldgico que caracteriza al tejido
normal. Sin embargo, este cambio no sucede de manera drds-
tica ni espontineamente; sino que es paulatino y va sucedien-
do conforme va avanzando la enfermedad. Este hecho se ha
podido establecer, estudiando el comportamiento de las lesio-
nes malignas del cérvix uterino, que es una de las neoplasias
humanas mds conocidas ya que es de facil acceso para su de-
teccidn.
El <. Cu. usualmente se origina en Ila unidn escamocolumnar
del endocérvix; y, cominmente, es precedida por lesiones pre-
cancerosas (displasias) y por carcinomas M SITU (45). Se
podria decir, que esta secuencia “evelutiva™ de la enferme-
dad, es l» historia natural del Ca.cCu.; sin embargo, la pro-
gresion de la enfermedad, puede tener variaciones, como se
flustra en el Licgrama [ (44), que sehala las diversas posi-
bilidades que tiene un epitelio normal del cérvix uterino de
transformarse; de tal forma que el cérvix que muestra peque-
Aas onormalidades puede tornarse displasico o directamente
modificarse a carcinoma /¥ T/ o a carcinoma invasor, Pue-
de suceder que una lesidn displasica progrese a carcinoma IN
SIT y luego a carcinoma invasor; pero la displasia o el

carcinoma [N SIT!!, pueden retornar, antes do que la invasidn



ocurta, a ser un epitelio “normal™, Es probable también,
que la displasia pueda progresar, directamente hacia un car-
cinoma invasor pasando por la fase de carcinoma IN SITU. [0}

bien de displasia a carcinoma invasor directamente (44).

EPITELIO NORMA

DISPLASI A e=——————= CARCINOMA IN S;TU ~—————7» CARCINOMA INVASOR

DIAGRAMA 1

Secuencia evolutiva del Carcinoma Cervico Uteri-
no Invaser Humano {Tomado de Langley, FA,
44).

La relacidn secuencial anteriormente descrita, estd soportada
pot varias evidencias (44); aunque no del todo concluyentes.
La secuencia evolutiva mds comun del Ca.Cu., se inicia con un
precursor que pueds ser el condiloma (48); proseguir hacia
una displasia que a su vex progresa a un carcinoma [N SITU;
de ahi a lesiones microinvasoras hasta llegar a las franca-
mente invasoras (45). La evolucién de dste 'tumor ee muy
tenta en eus fases iniciales dependiendo del tipo  histopato-
Iogico de que se trate; asf, en las 3 etapas inicisles of



tiempo promedio que transcurre de una etapa a otra es de
aproximadamente 3 aRos; éste lapso se acorta en las fases si-
guientes, Esto da un periddo de casi 15 aflos para su de-
teccidn y manejo o hasta la total cura de la lesisn cuando se
detecta tempranamente (25)

Cada una de las fases por las que atraviesa un epitelio nor-
mal del cérvix uterino, para transformaree en maligno (dis-
plasia, carcinoma IN SITU y carcinomas invasores), presentan
caracteristicas muy particulares que permiten diferenciarias
entre si- (33). Estas fases o etapas, se pueden dividir en
dos grupos: aquellas que se les considera como pre-invasoras
o pre-malignas: y aquellas, que son francamente malignas
{44). Dentro del primer grupo, se encuentran las displasias
y el carcinoma IN SITU; mientras que los carcinomas invaso-
res, son del segundo grupo. En la actualidad las lesiones
preinvasoras de! cérvix uterino, son descritas por dos dife-
tentes sistemas de clasificacidn: ambos ampliamente aceptados
y muy usados (33), El primer sistema de clasificacidn divi-
de a las lesiones premalignas en displasias (leves, moderadas
y severas), y carcinomas IN SITU. La segunda clasifica-
cién las divide en tres, con el término de neoplasia cervical
intraepitelial (NIC-1. NIC-2 y NIC-3). En el presente tra-
bajo se usard la primera clasificacidn (displasia y carcinoma
N SITU)_.

Generalmente, las displasias y los carcinomas [N SITU, no
presentan anormalidades macroscépicas; por lo que su diagnds-
tico, se hace mediante citologia exfoliativa y colposcopfa
(38). Las lesiones visibles o con anormalidades macroscépi-
cas, pueden ser dividas en dos: endofiticas y exofiticas (35
y 43).

Las neoplasias del cdrvix uterino en sus etapas iniciales
{displasias loves), presentan cambios morfolégicos, a nivel
microscdpico, minimo Conforme progresa la enfermedad las
modificaciones se van agrandando: el epitelio se va constitu-
yendo de células malignas (en el carcinoma N SITU), que al

proliferar atraviesan todas las capas epiteliales y eontran en



contacto con el estroma (carcinoma invasor). En ésta etapa,
se presentan los mayores cambios a nivel microscdpico {35).

En la Tabla 2 se presenta un resumen de las alteraciones ce-
lulares a nivel microscopico {morfoldgicas y fisioldgicas),
del Co.Cu. hvasor ¢35 y 43) Asi mismo. en la Tihlo O3S
y &%) se presentan las variedades histopatologicas de éste

carcinoma.

El potcentaje de sobrevida de las pacientes que presentan ca.
Cu. varia de acuerdo al tipo y clasificacion histopatoldgica
que presenten; por ejemplo. las pacientes con Cn w. Ep:der -
motde de Células CGrandes sin  Querat:na, Ssobreviven en un
68.3%: las de Ca.Cu. Epigermoide de Ceélulas Grandes Cén Que-
ratina, un 417%: y las de Ca.Cu. Epidermoide de Células Pe-
quefias sin Queratina, sdlo un 20%. {_a sobrevida en las de-

mds clases histopatoldgicas, es muy baja (35).
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TABLA

B. ALTERACIONES MORFOLOGICAS VY  FISIOLOGICAS
QUE PRESENTA EL CANCER CERWVICO UTERINO.

ORGANELO A L T E R A 7T I O N

NUCLEO ® Gran variedad en el tamaffo nuclear, aun en células
con el mismo grado de diferenciacisn Canisonucleo-
s18); .

# Incremento an 2l contenica de ADM;

® Mitasis ancrmales;

# Variaciones en e. nimero ¥ estructura cromosomical

» Anormalidades en la cromatina sexual:

® Protusi1dn rde]l nicleo;

# Polimorfismo nuclear;

% Cambios en el patrdn cromitico del ndclao; la cro-
natina. Se agrupa en gruesos grumes densos hiper -
cromiticos y empujan el liquido nuclear dejando
arsas claras anormales de paracromatina;

* ® Irregularidades en la membrana nuclear. Presenta
dobleces, plegamuentos y variaciones en el grosor.,
inclusc en una misma celula:

= Multinucleacion:

® Cambios en la relacidn MNuicleo-Litoplasma.

CITOPLASMA ® Pleomorfismo citoplasmico. Células ¢on formas :a-
prichosas. frecuentement= los limites del cite-

plasma <on 1mprecisos;

Vacuolizacidn;

Varjaciones en su capacidad de de:oloracidn;
Alto nivel de glucdlisis:

Incremento =»n 105 niveles de la [soenzima [wsha -

dregenasa Lactica-5;

Liuccgent gener alrente »utente.

Tomado de Ce

Vita, VT. (33) y Fentanes, TE. (431
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TABLA L

TIPOS HISTOPATOLOGICOS DE CANCER CERYICO UTERINO INVASOR.

Clasificecidn Histopstoldgica

% De Prevalecis

Tipo Himtopatoléglico

Grado Histopmtolégics

Qarings Ridemmide o de ofjulas
-gmﬁm(u compone principalmen
te de chlulas epiteliales).

AMsnscarsinoms: (se compone de cé-
lulas glandulares y proviene de lm
cblulas columares del andmirvix).

arsinoms 1 {es uwna
meacla de celulas de carcinoma
spidermoide y de células de ado-
nocarcinam}.

Qrgicog g9 Sélules Slapas.
Sarzipces de Oplulss Vidriosas.
Susinoes Nlenoide Cistico.
Saxcinomy Micogpidemmoide.

16 - 34

my poca

my poca

muy poca

my poca

Céilulas grandes oin quera-

tina

Células grandes con quera-~

tina
Oflulas pequefias sin que-
ratina.

.

..

Blen diferenciado

Moderadamente diferen-
cindo

Pobresente di fecencia-
do.

Blen diferenciado
Moderadanente diferen-
ciada

Pobromente diferencia-
do.

Pobreronte diferencia-
do.

Pobremente d{feroncia-
do.

Pobrerente diforencla-
do.

Pobrementa diferencia-
do.

Pobrimente diferencia-
do.




Cesde el punto de vista epidemioldgico, e Cz.Cu. junto
con el cdncer de mama, son de |as enfermedades neoplasicas.
mas comunes en mujeres en edad reproductiva (entre los 30 a
55 afos de edad). La frecuencia mundial reportada del <o
Cu. es del I15%; siondo Ia tercera mads frecuente de las neo-
plasias genitales femeninas (35, 45).

En 1988 a nivel mundial, se diagnosticaron 12900 casos de
Ca. Cu, invasor; pero no se incluyeron mas de 50,000 casos de
Ca.Cu, IN SITU, asi como casos de lesiones preinvasoras del
cérvix -displasias- (35}

Particularizando. segin datos de la OMS (i6). en paises del
primer mundo, se presenta un 20% de casos de Ca.Cu.; mien-
tras que en palses del tercer mundo, el porcentaje se eleva
a un 80%.

Especificamente, en nuestro pais. el Ca.Cu. es la neoplasia
de mayor frecuencia; de tal forma, que se le ha considerado
comoe un problema de salud publica. Tan sdlo en el aflo de
1884, segun informes del Registro Nacional del Cancer de la
Secretarfa de Salud, se presentaron 3364 casos nuevos de
Ca.Cu. (47). Ahora bien, de las neoplasias atendidas en el
{nstituto Nacional de Cancerclogia en 1983 (de acuerdo con el
Registro  Nacional de Tumores): el 434% correspondieron a
ra. Cv En el 764 de los casos las pacientes presentaron le-
siones en etapas clinicas II, IIl y IV: es decir, la mayo-
ria de las enfermas que acuden al Instituto Nacional de Can-
cerolcgia, llegan en estadios avanzados de la enfermedad
(47).

Recientemente., 3e ha considerado [a posibilidad de que
ciertos agentes virales puedon ser factores etioldgicos en el
desarrollo del Ca.Cu. (35): como es el caso del Merpes Virus
Tipe @2 y el Pap:loma Virus Humano. De éste ultimo hay va-
rios tipos pero los que ;e les ha asociado con lesiones del
cérvix uterino son: el 6 y 11, con enfermedades benignas del
cérvix; mientras que ol 16, 18, 31 y 33-35; se encuentran muy
comunmente en neoplasias intraepiteliales y en carcinomas
francamente invasoras del cérvix uterino (46). Ademas. se
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ha sugerido la participacion de distintos factores de riesgo,
y diversas causas que se asocian con ¢l desarrollo del Ca cCu.
Dentro de los factores de riesgo, se encuentran aspectos ta-
les como (35): nivel socicecondmico bajo; inicic a temprana
edad d= una vida sevual activa; miltiples parejas sexuales:
primer embaraze a temprana edad: miultiples embarazos y una
menarca temprana.

En contraste. el Ca.Cu. es poco fracuente en mujeres nilipa-
ras, con una vida sexual inactiva o en mujeres con una sola
pareja sexual y pocos hijos.

Otros factores que se oncuentran implicados en ol dasarrolio
de! Ca.Cu. son los niveles de Perepteres Hormonales, para Es-
trad:ol (Ez) ¥y Progesterona (Pg) (49, 50 y Si). Normalimen-
te, el cérvix uterino. es un tejido que responde a la accién
hormonal y muestra un contenido de receptores; tanto para Ez
como para Pg (52, S3). En Ca.Cu. se ha sugerido que el con-
tenido de receptores hormonales tiene una clara correlacicn
con {a sobrevida de las pacientes; asf, las pacientes cuyas
células tumorales tienen receptoros hormonales positivos,
presentan una mayor sobrevida que aquellas pacientes cuyas
células tumorales muestran receptores hormonales negativoas.

En el desarrollo del Ca.cu. ademds de [a influencia hormo-
nal. se ha reportado la activacién y-so expresidn de ciertos
genes denominados Protc-oncogenes; por ejemplo el c-myc y
c-ras{S4, 55 y B58). Rocientemente también se ha considerado
que los Factores de Crecimiento y sus Poceptores estin invo-
lucrados (57, S8 y SS8), especificamente, los niveles (o nume-
ro) de receptores para el Factor de Crecimiento Epidermico;
que han sido asociados con Ia agresividad bioldgica de los

Carcinomas del Cérvix Uterino.

A pesar que en fos dltimas tiempos, la caracterizacidn de
fa membrana citoplasmitica de células transformadas compa-

rada conh su contraparte normal. ha tenido un gran auge con el

advenimiento de técnicas sofisticadas para su andl mas

completa y profundo, hasta el momento todavia hay muchos as-



pectos sabre tal organclo (de una célula normal y sobre todo
de una neoplasical, a nivel funcionnl, morfoldgico y estrue-
tural que se desconocen. Las investigaciones que se han
llevado a cabo para tal efecto, han sido extensas y diversas;
y se han heche tanto IN VITRO como in VIVO. Por ejemplo, se
han realizado estudios comparando células cultivadas (de ra-
ta, ratén, pollo o hamster), transformadas viralmente contra
aquellas no transformadas (31, 32, 33, 60 y 61} en elios se
describan las  alteraciones espacificas de algunas proteinas
de la membrana citoplasmatica principalmente las de tipo su-
perficial.

Chatterjee y col. (62) reporté un estudio bioquimico compara-
tivo In vivo, de la membrana plasmitica de tumores mamarios
de rata con diferente capacidad metastdsica y encontré dife-
rencias sustanciales.

También han sido mdltiples los eatudios de la membrana plas-
matica de cdlulas epiteliales on cultivo, de higade y hepato-
ma de rata y ratdn (35, 41, 63, B84 y 65} E€n elics se ha
examinando tanto la composicidn quimica y la actividad enzi-
mética de las membranas, asf como su patrén de proteinas su-
perficiales y se han encontrade diferencias entre una célula
normal y una neoplasica.

Hogg (42) y Bannikov y col. (18}, trabajeron lineas celulsres
derivadas de tumores de rata o ratén, comparando las protel-
nas de membrana de céiulas transformadas y normales. Para
ello utilizaron la téenica de Eijectroforesis sn Geles de Po-
fiscrilamide-sSDS, Ademds, prevismente, las membranas fueron
tratadas, para un ondlisis efectrofordtico mée fino, marcén-
dolas con una enzima iodinada: Lactopevoxidno--r"?. ia cual
se une de una manera especifica, a aquelias proteinas super-
ficiales de membrana con residuos de tirosina. Ellos encon-

traron que el bandeo protéico de laa membranas de las células

transformad fue ial te imit al de flas células

normales; con la excepcidn de la ausencia o el incremento en

la intensidad de una o varias bandas protéicas,
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Las investigaciones en general de la membrana plasmitica de
tumores humanos y en particular de sus componentes protéicos,
se han retrasado dobido principalimente a fa  imposibilidad de
obtener continuamente el material tumoral suficiente y ade-
cuade {85} La mayoria de fos reportes en los que se anali-
za la membrana citoplasmatica de tumores humanos. o hacen a
partir ya sea de lineas celulares establecidas derivadas de
una determinada neoplasia humana o bien, transplantando el
tumor en un sistema animal adecuado (por ejemplo, en ratones
atimicos). Muy pocos son los trabajos realizados, en los

que se estudia la membrana plasmatica de tumores en fresco.

Knowles y -oi. (55), purificé la membrana plasmitica de 5 tu-
mores humanos transplantados en rutdn atimico BALB/nu con el
ptopdsitoc de hacer wuna caracterizacidn motfoldgica, funcional
y estructural Cicho autor estudio un astrocitoma grade 1V,
un carcinoma de células aveniformes y 3 melanomas, encontran-
do que a nivel funcional, ia actividad enzimatica especificn
de las enzimas que analizé (ATPasa-Mg™>. 5'-luclectidasa, Ci-
tocremo € reductasa~-NADH, Glicohidrolasa-NAD' y Fosfatasa
dcida), varia en cada uno de los tumores individuales, y aln
en fos tumores de! mismo tipo. €l andlisis de los patrones
electroforeticon en geles de poliactitamida-SOCS de las frac-
ciones de membrana citoplasmaticatica de los 5 tumores, mos-
tré una composicion protdica membranal muy compleja, encon-
trandose mis de 40 bandas protéicas discernibies. Ademas
hubo diferencias notables entre los 5 tumores estudiados.

Sin embargoe, es importante mencionar que en dste trabajo ae
enfatiza que no se sabe si las resiembras en el ratdn, puedan
afectar o alterar la composicién bioquimica de las células
tumorales, aungque se vié una notable reproducibilidad de fo»

ensayos realizados,

Por su parte Rogan y cot. (£7), analizé mediante electrofore-
sis en geles planos de poliacrilamida-SES en  gradiente, las
proteinas de membrana marcadas con Metionina (S™), de 6 -
neas celulares de linfoma humano con el ohjeto de identificar

24



diferencias moleculares entre eses tumares En primera ins-
tancia se obsetvaron patrones olectroforsticos de ol menos
IGO0  bandas proteicas membranales por  linea  celular;  dichos
patrones fueron altamente complejos pero reproducibles vy ade-
mas, Unices pary cada tumer. por le Que se sugicte que pueden
ser. Tl oeilas diwviuiest de los tumores Al anabizar  dos
patrones protdicos se vié gque presentan  diversas  proteinas;
unas cuantas de ellas aparecen dnicamente en uno o en pocos
tumores Ademas. algunas de  las bandas proteéicas fueron
identificadas por  ser seroldgicumente reconecidas  como  anti-
genos de membrann, é&sta identificacidn se  hizo por  electro-
foresis de los antigenos inmuncpurificados., experimenio rea-
lizado en parafelo a las muestras de mambrana. Se identifi-
caron. das coemplejos protdicos: el 1 L2 1eon un pess  mole
cular do 43000 v 12000 daltonsl vy at
molecular de 28000 y 34000 doltonst £l primero corres-

ponde a los antigenos HLA-A, HLA-B y a Ia ;’z-microglobu(ini\.

.73 {con un poso

y el segundo al antigene ii-i. Ce acuerdo a estos resulta-
dos obtenidos. Rogun propone que Ia téenica de alectroforesis

en gelas deo poliacrilamida-80S de  alta resolucion, pueda  ser

usada como un

motaleg va que describe las proteinas mem-
branales de fas  linfocitos. Ademas  sugiere que el patrdn
proteice obtenide de Jue protefnas membranales da  estos tin
focitos,  puede  servir  para  identificar  subgrupos de  leuce-
cemias vy Jinfomas al cortelacionar el patrén protdice con la

svofucion clinica de los pacientes

Litin y <ot (=R} ubilizd la  tdenica de electroforesis bidi-
mensional y 3 distintos médtodos do marcaje {Met torna-s"",
Glucesaatna~i't v Lt spec et dass-1 000 para  comparar las
proteinas  de  superficie  celalar.  glicoproteinas  y  proteinas

can ol ob

membranalers, de cdlutas narmales vy trancformada

jetive de determinar, =i las células  transformadas  tienen un
patrdn  protéico bidimensional caracteristico como ya fo  ha
bian sugerido otros autares. Para ello. se utilize un  sis-
tema de fibroblastos de ratén. quo inciuve tanto células nar-

males como transformadas espontaneamente o por  virus En



éste reporte se demastré que no todas las lineas celulares
transformadas, tienen un patrén protédico neoplasico caracte-
ristico; pero si difiere en poca o en gran medida segin la
linea celular de que se trate, del patrén de las células nor-
males. En general, por las diferencias observadas entre los
patrones protéicos transformados y normales, se sugiere que
estas alteraciones estin relacionadas con. cambios en el con-
tenido de carbohidratos y glicoproteinas membranales y que,
dichas modificaciones se pueden correlacionar con la inmuno-
genicidad y tumorigenicidad de las células. Esto dltimo de-
bido a que se observé que la linea celular mas maligna de to-
das las células transformadas estudiadas, tiene un patrén
protdico muy similar al de las células normales. De dsto se
puede proponer que lJlos cambios multiples en las protelnas
membranales, se correlacionan con un incremento en la inmuno-
genicidad y un decremento en su tumorigenicidad. Finalmen-
te, en eate estudio se hace hincapie de que Ia técnica de
electroforesis bidimensional, puede ayudar a la clasificacidn

de varias células tumorales.

Como ya se hizo notar, son pocos los estudios en los que se
ha tratado de caracterizar la membrana citoplasmatica de un
tejido tumoral en fresco. Entre éstos reportes, se encuen-
tra el de Fwin (69), cuye trabajo consistié en e! anilisis
de los patrones protéicos en geles de poliacrilamida-S0OS, de
la  fraccisn soluble y de la no soluble (fracciones resultan-
tes de una centrifugacion a 100000 g) de 3 tipos de tumores
humanos y su correspondiente tejido normal; se estudid car-
cinoma de mama, linfoma de Hodgkin y carcinoma de célon. Ei
objetivo del trabajo fue demostrar que no sdlo los tumores
tienen distintos patrones protéicos; sino también que en al-
gunos casos, los patrones protéicos de la mayoria de los tu-
mores son los mismos que los de su tejido normal respectivo.
£s importante mencionar, que en este trabajo no se analizé
una fraccion purificada de membrana citoplasmatica; pero es
un intento de trabajar con tumores en fresco. Ademéds para

el analisis se oligieron unicamente 3 proteinas (cédigo de
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triplete protéico). de cada una de las fracciones aisladas.

S» observé que en Ia fraccidn soluble de los tejidos tumeora-

fes. el cdédigo protéice no fue espocifico; mientras que ol
que se presentd en la fraccidn no soluble, no sdlo fue espe-
cifico para cadu une de las 3 tipo de tejidos, sino que tam-
bién (como en el cuso del linfoma y el carcinoma de célon) la
fraccidn codifica un juego exacto al de su tejido normal res-
pectivo. Otra observacion importante, fue que a pesar de la
alteracién neoplasica, la distribucion de Jas proteinas mayo-
rex, determinadas sdlo por su tamafo, eos similar a las de su
contraparte normal Ezts permitié  sugirir que las neopla-
sias se asocian con alteraciones de proteinas presentes en
bajas concentraciones En el resto de las proteinas, o pue-
de no haber modificaciones o déstos cambios son tan sutiles.
que no tienen un efecto detectable en su tamaRo

Finalmente, no se encontraron antecedentes directos sobre el
analisis protéico de membrana citoplasmatica de las células
: Sin

embargo existen 2 reportes en los que s~ utilizé la  téenica

epiteliales de tejido en fresco de v Ny de od
de Ihmunoelectroforesis de proteinas tumorales totales, como
prueba diagndsticn  de lesionos malignas  tempranas:  entre
ellas las de tipo corvicai (. - 73

Cebide a que los reportes en los que se ha llevade a cabe el
andlisis de la membrana citopiasmatica, y especificamente el
de sus componentes protsicos. en teji;:los en fresco son esca-
sos; resuita interesante usar este método para conocer y ana-
lizar las alteraciones en el contenido protéico de la mem-
brana .plasmatica de las células neoplasicas de Ca.Cu.  compa-
da con su contraparte normal. Esta nueva informacién aunada

a ta va evittente de otros facteres ya conocidos on éste tipo

de  neoplasia  (histoldgicos, clinicos, etc ). permitira com-
prender la conducta biolagica de ésta clase de cancer Ademas
as  importuante teaner un mayor conocimiento del - . debido

a que es la neoplasia de mayvor incidencia en nuestro pais.
Posiblemente el estudio de las prateinas membranales de dste

tipa de cancer relacionado con la evolucién clinica deo la pa-



de la paciente, pueda servir como un parametro adicional de
utilidad prondstica y-o diagndstica, que influya en el tipo

de tratamiento que se le proporcione a la enferma.
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HIPOTESIS.

El patrén protéico de la membrana citoplasmatica

de las céfulas epiteliaies de Cu. N., es diferente al

de las células epiteliales de Co.vu., Epidermoide -
vasor.
OBUETIVOS.

1. Estudiar por medio de Electroforesis en geles de

Poliacrilamida-sSNS, ef patrén protéico de la
brana  citopl atica de células  epitaliales
de Cu. N.

TI. Analizar por el método mencionado anteriormente.
el patrén protdico de la membrana citoplasmatica
de células epiteliales de ca.Cu. Epidermoide -
Vasoer .

III. Comparar los patrones protéicos obtenidos de Ia
membrana citoplasmitica de células epiteliales de
Ca.Cu Epidermoide hvasor y de células epitelia~
las de Cu. N.

Iv. Establecer fas diferencias que se presenten en-

tre los patrones protéicos que se cobtengan, tanto
de Ca.Cu., Epidermoide Mhvasor como de células

epiteliales de Cul i
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5. MATERIAL.

5.1. MATERTAL BIOLOGICO.

El estudic se ilevéd a cabo en 50 biopcias de tumores con
un diagnéstico histopatoldgico de fCarcinoma Cervico Uterine
Eptdermoide Invasor {Ca.Cu.), obtenidas de pacientes que acu-
dieron al Servicio de Ginecologia del ihstituto Nacional de
Cancerologia. €! rango de edad de estas pacientes fue de 28
a 7S anos y ninguna tuvo tratamiento previo a ia obtencidn de
ia mwestra.
€l grupo control, estuvo constituldo por muestras de tejide
de cérvix uterino normat de 29 pacientes con un rango de edad
de 27 a 74 afos. Este tejido fue obtenido de piezas quirur-
gicas (histerectomia por patologia benigna), de mujeres ope-
radas en los Secvicios de Ginecologis del Hospital Gea Gonzé-
fez, SS., y de la Clinica 32 del MSS.

Todas las muestras de cérvix uterino colectadas, tanto Jas
normeles como las tumorales, tuvieron un peso minimo promedio

de 0.300g.
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6. METODO.

Las biopsias o muestras tanto de tejido de Cu.¥. como de
Ca.Cu., se colectaron paulatinamente y se procesaron de mane-
ra semejante desde su obtencidn hasta el estudio de los pa-
trones protéicos. L.as biopsias se recibieron en un vial con
solucisn de NaClt al 08% (11.2.1.1.), con el fin de lavarlas
y eliminar [os residuos de sangre y detritus celulares,

A cada unu de las biopsias, se les tomd una impronta con el
propdsitoe de corroborar que la muestra con la que se trabajs,
fuese dnicamente tejido maligno o benigno seglin e} caso (11.
4.1.) LLas improntas mas ropresentativas del estudio, se
fotografiaron (11.4.2.1.). Enseguida de practicada la im-
pronta, las biopsias se colocaron en papel aluminio, se eti-
quetaron y se almacenaron a -TO°C hasta la siguiente prueba.
Debido a que las biopsias de tejide normal y tumoral de cér-
vix uterino estin constituidas por tejido conectivo ({estroma)
y epitelio escamoso estratificado plane no queratinizante, se
hizo una microdiseccidn para separar el epitelio (11.4.3.).

De este epitelic escamoso estratificado plano no  queratini-
zante se obtuve, primeramente, una fraccion de homogenado ce-
fular de la siguiente manera: El epitelio se colocd en una
solucién de sacarosa-TRIS-HCI (11.2.2.2.) y se homogenizd;
primero on politrén y despuds con el homogenizador vidrio-te-
flén. Este homogenado se sometié a centrifugacidn diferen-
cial, para obtener una fraccion rica @ membrana citoplasma-
trca (11.4.4 ) la cual se utilitd para la obtencién de los
patrones protéicos. En ambas fracciones celulares (homoge-
nado y membrana citoplasmatica) se cuantificé la cantidad de
proteina mediante el Método de Lowry (11.4.5. -72-)

Con el obje(o~de confitmar la pureza de la fraccién rica en
membrana citoplasmatica (microsomas) se hizo un analisis de

la actividad enzimatica en ésta fraccion y en el homogenado
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celufar. coma la de 1la Ceshidrogenasa Lactica (1:.4.6 3),
lenzima marcadora especifica de citosol); asi como fa acti-

vidad de f(a 5'-Nucleotidasa (11.a4.€.1.), {enzima intrinsica

de membrana citoplasmatica) Cicha actividad se determing
en 1O biopsias de tejido de vu.n. y 1 de <a.Cu. £prdermorde
Invaseor. Ademds se realizaron observaciones morfoldgicas de
la fraccion microsomal, con el microscépio electrdnico de

transmisidn (11.4.9. ).

f.as proteinas contenidas en la fraccion microsomal, se sepa-
raton por su Peso Molecular (PM), a través de Electroforesis
en Geles de Poliacrilamida con SDS en condiciones desnatura-
lizantes por el Método de weber v Osborn (7R), que permite
conocer ei PM mediante Ja movilidad relativa de f{as proteinas
en un campo eléctrico (11.4.7.3: y obtener asi, un patrén
protéico de la fraccidn rica en membrana citoplasmatica ais-
{ada tanto de células epiteliales normales como de las cance-
rosae.

Las protefnas marcadoras de peso molecular conocido que se
utilizaron fueton: Hemocianina (70 kD). Albumina Sérica Bovi-
na (66 kD), Albimina de Huevo (45 xD), Pepsina (34.7 kD),
Tripsinégeno (24 D) s-Lactoglobina (18.4 D) y Lisozima
{12.3 kD) Dichas proteinas se procesaron junto con las con
tenidas en las fracciones microsomales y bajo las mismas con-
diciones. Cabe mencionar, que el corrimiento electroforéti-
co de cada una de las fracciones microsomales de ias biopsias
de tejido de cérvix uterino normal y tumoral, se hizo por du-
plicado confirméndose asi la reproducibilidad del procedi-

miento.

Los patrones protédicos mds representativos de f(a fraccion de
membrana citoplasmatica tanto de células epitefiales normales
como neoplasicas asi como los patrones protéicos de {as pro-
teinas marcadoras de peso molecular conocide, fueron fotogra-
fiados (11.4.2.2.). '
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Los datos que se obtuvieron de la aelectroforesis fueron al
nimero de bandas protéicas y la  movilidad electroforética
relativa. Esta Jdltima, se caleuld midiende la distancia de
migracién de cada una de las proteinas desconocidas a partic

de su origen y utilizando la siguiente ecuacion:

MOVILIDAD PELATIVA = X

DONDE!

A T gtant: de —rgraceer e ta proteina;

B = Mistanca de mgran<e dal cttorants;

1 = Longitud del gel antes de tafsrye; v

2 T Lamgitud dol gal deepuas de La decoteracidn

A partir de estos datos se calculd, por extrapolecién, el PM
de las proteinas problema contenidas en las fracciones mi-.
crosomales. Para tal efecto. se utilizéd la siguiente ecua-

cidn: PM = anrtiLocamrtMo b X 13 VTN Donde PM = peso

molecular; b = ~rdenada al corigen de la curva; m = pendiente
de la curve:; y mor. = nuvitlidad relativa.

Dicha ecuacion es el producto de la representacidn grafica
del logaritmo del PM de cada una de las proteinas marcadoras
de PM us la movilidad relativa (m.r.) de cade una de éstas
proteinas. En ésta ecuacidn se calculd mediante Densitome-
trfa (14, 4.3 ). la concentracion de cada una de las fraccio-

nes protdicas problema

Los resultados obtenidos a partir de la comperecisn de los
patrones protéicos de células epiteliales normales y cancero-
sas, se analizaron estadisticamente. Las pruebas estadisti-
cas de ¥ y Suma de Rangos, se emplearon para los datos de
promedic de bandas protéicas que hubo en cada uno de los
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rangos de PM observados, concentracion protéica y promedio de
bandas protéicas por muestra o biopsia: mientras que en el
andlisis comparative del porcentaje de biopsias procesadas
que presentaron proteinas con los PM encontrados. so utilize

la prueba binomial no paramétrica.
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ESQUEMA METOOQLDGICO PARA LA OSTENCION DE PATRONES PROTEICDS DE LA MEMERANA CITOPLAS-
MATICA € CELULAS FRITELIALES [EL CERVIX UTERAIND NORMAL Y NEOPLASICO.

I. Obtoncién del Enitelio Escoroso Estratifics-q.
(Bicpsia de 0.200g)
(Tejido Conjuntivo + Epitelio Escamoso Estratificado}
Impronta

\Luvedo en Saolucién Salins a 4°C

Microdiseccion & través de Microscopio

v
EPITR.IO ESCAMUSD ESTRATIFICADC

Almacensje a -70°C
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II1. iza en Memtrane Citogleemdtica.

- SCLUCION D= SACAROSA

HMOGENTITAR

SEPARAR ALICUCTA Of $50 Al
(zuerder a -787C)

CENTRIFUGAR A EJDD RPM X 1R

SUIRENADANTE 1
{zuaraar a2 ¢°C)
SEDIMENTO. RESUSPEINDER Y HOMOGENEIZAR

CERTRIFUGAR & £000 X 18°

SGERENADANTE I + SOBRENADANTE ”\
—

SEDIMEXIC (desechar)
ULTRACENTRIFUGAR A 27,500 RPN X 10*

SDEREKADANTE (deieﬂur’\
-

RESUSPENDER COM SOLUCION DE SACARUSA

% FRACCION RICA EN MEMBRANA CITOPLAS-

Aeacenar 2 -79°C

ANALISIS DE PROTEINAS
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III.  Andlisis de iss Protefnas de la Membrona Citoplasmdtica.

1. Cuantificacién de Prrteines por el Método de Lowry.

@

S'-Nucleoridass
2. Prusbss de Funcionalidad Enzimdtica

i+

Deshidrogenasa Léctica

i+

Nimero de Bandas Protéicas

3. Electroforésis en Geles de Poliacri- * Mavilicod Relativa
lemice-S0S al 7.5%

@+

Pesa Molecular

4. Dermsitometria (Corcentracién Protéica)

Iv. Qoservaciones Morfoléoicss de 1o Mentrans Clcopinsmética.

1. Microscopis Electrionica de Tranomisidn
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7. RESULTADOS.

T.ol.  CESERVACTION MICROSCOPICA DEL EPITELIC DE CERVIX
UTERI NO.

Las improntas tomndas del tejido de cu. N, como Ca.cw.
muestran células  epiteliales correspondiente al astrato o
capa intermedia y a la capa superficial del epitelio. Estas
células son grandes y aplanadas, con un nlicleo pequefio: ade-
mas, de que el fondo de la preparacidn, se visualiza fimpio
de detritus cefulares (Fig. « y 5). Es importante aenalar
que a pesar de que las preparaciones son de un extendido ce-
lular y no de un corte histoidgico, fa uniformidad morfoldgi-
ca de dstas células es muy avidente; caracteristica distinti-
va de un tejido normal,

Las preparaciones de extendidoa de tejido de Ca.cu., Eptder-
moine Inuvosor muestran, predominantemente, cdiulas epitelia~
tes con morfologia muy diversa y nidciocos sumamente grandes
que, en algunos casos. abarcan casi la totalidad del citoplas
ma. Ademis no existe una delimitacidn clara de los diferen-
tes estratos celulares (Frg. 6 y 7} Todas estas caracterls
ticas son distintivas de un tejide neoplasico.
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FlURA 4.

Célnlas rmel Epitelie Plane Estratificado poligonales
de Tu.N Observe las cdlulas con abundante citoplas-
ma. ndcless centrales pirnoticos con cromatina leve-
mente grumesza.  La pregencila de linfocitos monenuclea-
res ©fleched denota tna lave reaccisnh inflamatoria.

CTincion: Papaniaol amu. Atmmsnt o 245,12 veses),

ko)



FLisURA &

Celulas Efutotsales g 1N, del estrats jnpterre-

dic.  Unserve ias ¢dlulzs oon abundante citoplasma, ng
cleos redonass 5 ovalados y ¢romatina homogeneaa. M-
chas ceélulas 251in agrupadas y presentan plegamientos.

(Tinaisdn: fapanicolaocu. Aumento £33 veces).
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Flepa =8

Célulat Epitaliales de Ca.Cu. Epidermcide de Celulas
Srandas no Queratinizante. S2 observan células del
Epitelic Plann Estratificade, con citoplasma escaso
mal derfinido. nticlec grande de contornos irrequlares vy
algunos de ellos hipercromiticos. La 1magen se acom-
pafia de linfocitos, histiocitos y laucocitos poltformo
nucleares, CTineisn: Hematoal:ina-Eosina. Aument o
238. 8§ veces).
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FIGURA 7.

Células Epiteliales de Ca. . Cu. Epidermecide de Ceélulas
Grandes no Queratinizante. Se observan abundantes
~élulas con desproporcion nicleo-citoplasma, a expen~

sas de aumento de ramafio del nuclec que muestra croma-

tina grumosa. Los contornos nucleares scon irregula-
res y el citoplasma esti mal definido. (Tincidn: con
Hematowilina-Eosina.  Aumento S12 veces).
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F.o2. ACTIVIDAD ENIZTMATICA OF 1.AS FRACCTONES CELULA-

RES alSlaDax,

La pureza de la fraccisn rica en membrana citoplasmatica,
se confirmé a través del ensayo de la actividad enzimitica de
la S'-Nucleostidasa marcador especifico de la membrana cito-
plasmatica; y de la Deshidrmngenasa Ldctica. enzima especifica
del citoplasma. También se realizé un experimente control
en el que se determind la actividad de éstas enzimas en el ho
mogenado celular (Tebla D). La actividad enzimatica prome-
dio de la 5'-Nuclectidasa, fue mds alta en la freccidn rica
en membrana plasmatica, 27 veces en el caso de Cu.N. y 211
veces en el Ca./y., comparada con la encontrada en el homoge-
nado celular. Mientras que la actividad enzimiatica especifi-
ca de la leshidrogenasa Lictica, fue mayor en el homogenado,
8.36 veces en el caso de cCa.Cu. y 3.0 veces en el de Cu.wn.,
comparada con la analizada en la fraccion membranal.

Al comparar la actividad enzimatica de la Deshidrogenasa Lic-
tica de! homogenado de Cu.N. con la del Co.Cu., se ve que és-
ta actividad es menor en Cu.N. por 56 veces. Todos estos
resultados (Table 0) nos permiten concluir que la fraccidn ce
fular con que se trabajé si cuenta con un enriquecimiento de
Membrana Citoplasmatica; hecho que se corrobord con las obser

vaciones morfoldgicas de microscopia electrdnica.
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TABLA D. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE FRACCIONES CELULARES
DE CELULAS EPITELIALES. TANTO DE TEJADO HUMANO
DE CUN. COMO DE CACU. EPIDERMOIDE INVASOR.

ERDO DE CERVIX FRACCION A NUCLEOTIDASA” DESHIDROGENASA
b
UTERINO CELULAR LACTICA
oK Heim? Q7. s L 19B7
MO L0 QgL 327 0. 0876
GO H 132 55. 040 1.098
MCO11D 116.174 0.131

1 H : Homogenado.
MC: Membrana Citoplasmatica.
2 Numero de Casos Experimentades.
+ Umidad de 1a Actividad Enzimatica: nmoles P{  liberado-mins-

mg prot.

% Unidad 4de la Actividad Encimatica: pmolee L-lactato producidors—

mihsag prot.
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7.3, OBSTRVACION MIRFOLOGICA DE LAS FRACCIONEES AlSia
DAS FICAS EN HEMPRANA CITOPLASMATICA

Con el propésito de completar el andlisis de pureza de Ila
fraccidn rica en membrana citoplasmatica producto de las cély
las epiteliales del tejido de ¢u.N. y Ca.Cu., se llevd a cabo
su observacidn morfoldgica. Para tal efecto, se tomd una
alicuota de la fraccidn rica en membrana citoplasmatica, de
dos muestras de cérvix uterino seleccionadas al nzar y se pro
cesaron para su observacidn en microscdpio electrénico de
transmisidn.

Se observaron predominantemente, vesiculas de tamafios varia-
dos, cuyos contornos se visualizan con un aspecto trilaminar;
Jo que es sugestive de un tipo de membrana celular (Frge. 5 y
£). Y dado su grosor y morfologia se sugiere que se trata
de membrana citoplasmatica (2.3), propuesta confirmada por

fos resultados de 1los ensayos enzimaticos.
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FIGIIRAS R Y 9.

Fotomicrografias electronicas de la “Fraceidn Rica en
Membrana Citoplasmica®” de células epiteliales corres-
pondientes a Tejido de Ceérviiv Uterino Humano. Observe
la presencia de abundantes vesiculas membranales Cmi-
crosomas). No se dete~+d contaminacion con olros orga-
nelos cejuiares como lismsomas ¢ mitocondrias; aunque
t1 e mhcervaron Cflechs) vestigios de reticulo endo-

plismi 2o CAumento X 25,7000,
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7.4, SEPARACION ELECTROFORETICA DE LAS PROTEINAS MEM-
BRANALES. ‘

Utilizando fa Técnica de Electroforasis en Geles de Polia-
crilamida-SDS al 75% (3.7) se separaron las proteinas de la
membrana  citoplasmatica de las células  epiteliales, tanto de
tejide de Cu. ¥ . como de = Cu. Este tipo de analisis com-
prendid tres aspectos fundamentales: Ln obtencidn det ndme-
ro de bandos protédicas por muestra analizada; el cdleulo dal
PN de cada una de las bandes protéicas y su concentracidn. Es
te ditimo dato se obtuve por Densitometria.

7.4.1. ANALISIS DE LAS PROTEINAS MEMBRANALES DE LAS
CELULAS EPITELIALES DE TEJIDO HUMANO DE CU.N.

La Fig. (0 muestrs un gel de poliacrilamida-SDS al 75% te
fiido con azuil de Coomassie, en el que se observa la imagen
electroforética de las proteinas  localizadas en la  frsccion
membranal de las células epitelisies do Cu. N
Cualitativamente se aprecia gue el mayor numero de bandas pro
téicas poco densas, estin entre ios 90 y 160 kb de PM. Ade-
mas existen dos grupos de proteinas muy bien definidos, cone-
tituidos, cada uno, por 3 bandas protéicas con fos siguientes
Ph:

47



a) Primer Grupo: 1 daltons
Ir B3,000 daltons
IIT 24,000 daltons

b) Segundo Grupo: I 24,00 daltons
II 38,000 daltons
I7T 33,000 daltons

Es importante hacer notar que:

1) La imagen electroforética de las proteinas de membrana
que se observa en la Fig. 10 es reproducible, ya que fue
constante en las 29 muestras de Cu.N. procesadas (se pre-
sentd en mas del 70% de las muestras analizadas).

2) La banda protéica, cuyo PM es de 63 kD, es la que tiene
la mayor concentracisn de material.
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PM

GRUPO

6 kDa

< 45

@ < 3a

WJW"N
3 3 o

AR

FICURA 0.

Imagen electroforetica en geles de poliacrilamida-SDS
al 7.5%, teMidos con AzUl de Coomassie. Ad Proteinas
de membrana citcplasmatica de células epiteliales de
tejido humano en fresco de Cu. N, B) Estinda:es de
PM: Sero Albumina Bovina 8 kD)Y; Albdmina de Huevo
CER K Fepsina ©33.7 kDY, Tripsindgenco (24 kD) -
Lactoglerina <i%, 4 kDY, y Lisozima (14,3 kD),
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€l analisis cuantitativeo del contenido protéico de los 29
muestras de tejido de cvu N, mostié que el promedio de bandas
protéicas, fue de 16931195, Cichas bandas tuvieron un oM
de entre 15 a 163 kD
En la 6rdéica 7. se observa que el mayor numero de bandas pro

téicas astd en un rango de P'M de 120 a 150 kD

CERVIX UTERINO NORMAL
PEBO MOLECILAN V8 BANDAR PROTHICAS

NUMERQ DE BANDAS (x}

G e ¢ e £ e £ e o+ e -+ i e e e e ms

X3
7

-

10 20 30 40 50 80 70 80 DO 100 110 120 130 140 150 160
PESO MOLECULAR (kD)

GRAFICA Z.

Promedio de bandas proteicas de tejido de Cu.N., que
hay en cada uno de los rangos de Peso Molecular aswvu-

drados que ce 1ndrcan 2 la Grifice.



El analisis densitométrico de las imagenes electroforéti-
cas de las proteinas de la fraccién membranal de las células
epiteliales de las muestras de tejido de cu. N (Fie. 11}
muestra las dreas de las 10 bandas mas reproducibles observa-
das en édste tipo de tejido. Ademas se encontraron 2 regié-
nes heterogéneas; la I que se localiza entre el origen y la
banda 1 y la I1 que se encuentra entre la banda 10 y el final
del trazo.  Dichas dreas engloban diversas bandas protéicas.
que no fueron bien wvidenciadas aun densitométricamente pero
es material protéico contenido en la fraccién membranal. Es
importante sefalar que en la Fig. 1 se observan dos aspectos
interesantes: la presencia de una banda (la nimero 6) que co-
tresponde a un PN de 63 k0. con una cresta o pico muy pronun-
ciado con respecto a los demas; y la presencia de S picos mas

{del 5 al 10) muy bien definidos.

Et  analisis cuantitative de los resultados densitométricos
(Table E), muestra que la banda nimero 6 contiene la mayor
concentracidn  protéica (12.80ug)l. y, obviamente, representa

el mayor porcentaje en peso del total de bandas (25.30%).
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DENTIDAD  OPTICA

WOVILICAD RELATIVA

FIGURA 11.

Trazo Cansitoméirico representalivo de Geles de Polia-
crilamida-SDS al 7.5% teffides con Azdl de Coomassie,
que contienen una concentracicdn de S0ug de proterna Lo

tal (por gel), obtenidas de la Fraccion Rica en Membra

na Ci1teplasmaticas de Células Epiteliales de Cu. N,

tas 12 areas delimitadas (I, 1-1D, I1D), representan

las bandas protéicas reprocucibles del gel. El
origen del trazo densitemdirizo, coincide cor el ini-
cioc del gel. Estos Lrazos se usaron para obtener los

resultagos de la Tebla E.
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TABLA E. ANALISIS CUANTITATIVO DEL TRAZO DENSITOMETRICO DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS
AL 7.5%, TERIDOS CON AZUL DE COOMASSIE. DE PROTEIKAS DE MEMERANA CITOPLASHATICA
DE CELULAS EPITELIALES DE CU.N.

NUMERO DE BANDA PESO DE LA B:N)A PORCENTAE OUE FEPFE! A OONCENTRACION PROTEICA DE LA
PROTEICA PROTEICA (;) LA BANDA PROTEICA (X) BANDA POLIPEPTIDICA {, ¢ )

1 0.01504° 7.960° 3.980°

1 0.00412 2.180 .0%0

2 0.00236 1.250 0.624

3 0.00708 2,740 1.870

4 0.00376 1.9%0 0.990

5 0.01582 8.370 4.200

6 0.04870 25.600 12,900

7 0.02360 13.960 6.980

8 0.01772 9.370 1,690

9 0.02008 11.100 5.550

10 0.01364 1220 3.610

1 0.01516 8.020 4.010
TOTAL 0.18820 100,00 50.00

1 Estos valores se detemminaron pesando cada uno de los picos o handas protéicas mds reproducibles trazados en el
densitametro,

be Estos datos representan el porcentaje con el que contribuye cada una de las bandas protéicas encontradas densi-
tauétricamente, en relacién con el peso total.

c» Estos valores determinan la concentracién protéica. con 1a que contribuye cada una de las bandas protéicas traza
das densitométricamente, en relacién con la concentracién total de prote{na adicionada por gel; que fue de 50mp.

d= Valores promedio de S muestras tamadas al azar.



T.4.2,. AHALISTS DE LAS PROTETNAS MEMBPANALES DE LAR
CELAT AT FFITRLIALEY DB TEJIOD HUMaNO DE CA U
ITNVATOR SUBCGPUPDY 1.

La imagen electroforética del contenido protdico de la frac-
cisn membranal de {as células epiteliales de Ca.Cv. no es
constante como sucede en el caso del cu. N. Se visuvalizaron 3
distintos comportamientos en el corrimiento  electroforético

que a continuacion se describen:

La fie. t2 muestra un gel cilindrico de poliacrilamida-8DS
al 75%, tedido con Azxdl de Coomassic, en el que se observa
fo  imagen electrofordtica representativa del Subgrupe I que
se repite en 12 de ias 50 muestras analizados (2314} de ca.
e Cualitativamente, =« lo largo del gol se observan 8 ban-
das ptotédicas, qua sobresalen deo todas fas demas, debide a
que son fas que se visualizaron con una mejor definicién y a
que son las mas densas: éstas proteinas se encuentran entre
los 34 a los 160 kD de PM (Fipg. t2)

El  anilisis cuantitativo mostrd que todas las bandas protdéi-
cas se encuentran en e! rango de PM entre 17 a 160 kD; y que
el promedio de bandas por muestra, fue de 17.75813.30. Ade~
mads se obsetvd que mis del 80% de fas muottras de ests Sub-
grupo. presentaron las 17 bandas evidencindas en el gel.

" en la firdrira 17 se obsetva que la mayorin de las mues-

tras presentaron un promedio de 7 bandas protéicas con un PH
ubajo de 50 vD
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FIGUFA 12,

Imagen electroforética en gel de poliacrilamida-SES al
7.8%, tefiidos con Azdl de Coomassie. A) Proteinas de
memkrana crtoplasmatica de células epiteliales de tejs
do humane en tresco de Ca.Cu. Invasor: Subgrupe 1.

& Estandares de PM: Sero Albumina Bovina (69 kD; Al-
himina de Hueve <45 kDY, Peps:ina (34.7 kDD; Tripsino-
gere (24 kD) “-Lacteglobina £18.4 kD', y Lisozima
Cla &aDd,
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e e e

! GRUPO | DE CANCER CERVICO UTERINO
PESO MOLECULAR VS BANCAR PROTEICAS

4 NUMERO DE BANDAS (x)

Bt

1 ol g 7 pirir @)
20 30 30 50 60 70 80 90 100 N0 120 120 140 150 180

£330 MOLECULAR (kD)

TRASIL A 1.
Sromadi © de bandas proteicas del Subgrupo I del teji-

do ge Ca.Cn. Invaser; que hay en cada uno de los ran-

aas de Pase Milecular que se 1ndicin en la Gririca,
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Los resultados obtenidos en el andlisis densitométrico de la
imagen electroforética del Subgrupo I de Ca.Cu. (Fig. 13) di
fieren de los obtenidos en e! tejido normal (Fig. 1) Se
encontraron 12 dreas correspondientes a las bandas mds repro-
ducibles y 2 regiones heterogéneas: una al inicio (I) y otra
al final del trazo densitométrico (II) (Fug. 13) En ésta
ultima drea heterogénea se encuentra una serie de bandas pro-
téicas de bajo PM {10 a 20 kD), cuyo trazo densitométrico no
es lo suficientemente reproducible sin  embargo, es material
protéico que forma parte de la fraccién membranal aislada.

Centro de las 12 4reas mayormente reproducibles, se distin-
guen 6 cuyas crestas o picos son los mas pronunciades (i, 3,
5 7.9 y 10) y los otros & picos son menos prominentes (2,
4.6, 8 ity I2) (Fig. :5).

El andlisis cuantitativo de los trazos densitométricos de
(Tabla F), muestra que las bandas o picos protédicos que tie-
nen una mayor concentracion de proteina, por cierto muy simi-
iar entre si, son la 3 (3435ug), 5 (406ug), 7 (53ug), @9
(4631ug), 10 (528ue), 11 (313ug) y la 12 (4.453.4). Ee-
tas 7 bandas protéicas representan obviamente, el mayor por-
centaje del total de bandas. El resto de picos protéicos,
(1, 2, 4, 6 y 8) tienen una concentracidn protéica que oscila
entre 1 a 23 ug. Es interesante mencionar, que la zona he-
terogénea 11, engloba un total del 199X de las proteinas.
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FIGURA 12

Traze densitométrico representalivo a8 goles de polia-

crilamida~Snd al 7.5% Ctefados ron AUl de Coomassied,
que contienen uNa concentracion de SOug de prateina
total Upor gel¥. Obtentcdo de la fraccion rica en mem-
brapa citoplasmatica de cdlulas eptteliales de Ca.Cu.
Invaser. arrrespendrentess al Subgrups 1.

Las 14 areas delimitadas (2. 1-12, [12, representan
1as bancaz proidrcas mas reprodusibles del gel El
origen del trazc aensstomdirice, cotncide con e} int-
c1o el gel. EStes 'raneos se yusaron para obtener los

resultades de la Tabla F.
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TABLA F. ANALIS!S CUANTITATIVO DEL TRAZO CENSITOMETRICO DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS
7.5%. TERIDOS COM AZUL DE COOMASSIE, DE PROTEINAS DE MEMBRANA CITOPLASMATICA
os CELULAS EPITELIALES DE CA.CU., INVASOR, CORRESPONDIENTES AL SUBGRUPO I,

NUMERD DE BANDA PESQ DE LA BANDA POACENTAE QUE REFRE! CONCENTRACION PROTEICA OE LA
PROTEICA PROTEICA (9)' LA BANDA PROTEICA (%) BANDA POLIPEPTIDICA (;:Q)c

1 0.0117¢ 2.977¢ 1.490¢

1 0.0100 2.544 1.272

2 0.0105 2.672 1.336

3 0.0270 6.870 3.435

4 0.0085 2.163 1.081

5 0.0319 8.117 4.060

6 0.0173 4.402 2.201

7 0.0421 10.712 5.360

8 0.0183 4.656 2,328

9 0.0364 9.262 4.631

10 0.0415 10.560 5.280

1 0.0246 6.259 3,130

12 0.0350 8.906 4.453

11 0.0781 19.873 9.936
TOTAL 0.3930 100.00 50.00

d

Estos valores se determinaron pesando cada uno de los picos o bandas protéicas mis reproducibles trazagos en ei den-

sitémetro.

Estos datos representan el porcentaje con el que contribuye cada una de las bandas protélcas encontradas densitomé-

tricamente, en relacién con el peso total.

Estos valores determinan la concentracién protéica, con la que contribuye cada una de las bandas protéicas trazadas

densitombtricamente, en relacién con la concontracidn total de proteina adicionada por gel: que fue de 5Cpg.

Valores promedio de 5 muestras tomadas al azar.




DZL TEMNDD DE CA CU INVASCR.

La e 24 muestra un gel cilindrico de poliacrilamida-
SLS al 7.5% tenido con azul de Coomassie, en el que se obser-
va la imagen electroforética representativa del Subgrupe 11.

Esta imagen se encontté en 16 casos (308%) de las muestras
de Ca.Cu. procesadas.

Este subgrupo se caracteriza por presentar, a nivel cualita-
litative, una imagen de bandec protéico. en su mayoria, bien
definido; sobre todo 10 bandas que tienen una densidad mayor,
y muy similar entre si. Los PM en los que se engloban estas
10 proteinas, van de 35 a los 160 kD {(Fig. 14) También
existe una serie de bandas protéicas de bajo PM de entre 16 a
31 kD (Fig. 14) Otro aspecto interesante, es que se visua-
lizan 6 bandas proteicas bien demarcadas cuyo PM se encuentra
entre los 35 a los 100 xD. Ademds, entro estas proteinas se

observan bandas proteicas muy difusas (Fig. 14).

El andlisis cuantitativo mostré que el promedio de bundas
protéicas por muestra es de 1740:3.10; que los PM en los que
se encuentran todas estas bandas proteicas es de 16 hasta 160
kD; Yy que mas del TO% de las muestras tienen las bandas pro-

téicas que se observan en la Fig. 11,
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FIGIURA 4.

Imagen electrereretica en gel de poliacrilamida~-SDS al
7.5%. tefiido con AzUl de Coomassie. A) Proteinas de
membrans citoplasmatica de c¢élulas epiteliales de tejt
do humano en fresco de Ca.Cu. Invasor, correspondien-
tes a! Subgrupe I1I; 8) Estdndares de PM: Saro Albumi
na Bovina (A6 kD): Albumina de Hueve (45 kD); Pepsina
(24.7 kD>, Tripsindgeno (24 kD); R-lactoglobina (18.4
kD>; y Lisozima (14.3 kD).
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En la ordrica 11!, ha diferencia dal Subgrupo anterior {Grd-~
ftea I}, sélo se observa un promedio de 6 bandas abajo de
jos 40 kD de PM.

El  andlisis densitométrico de 1a imagen electrofordtica do

las proteinas del Subgrupo 1I de ta.Cu. (Fig. 15), muestra ca
ractesisticas diferentes a Ias del Cu. N {Fig. 11} y a las
del Subgrupe I (Ffig. t32) Se encontraron 13 dreas que co-
rresponden a las bandas protéicas mds reproducibies de este
Subgrupo I1 de Ca.Cu. Al igual que en el Subgrupo I, se pre
sentaron 2 zomus heterogéneas de bandas protdicas poco repro-
ducibles densitométricamente; el area I se localiza al princi
pio del trazo, mientras que fa 11 se ubica al final. Las pi
cos protédico 5, 3, 5, 5, 7, 8 y 9 estin bien definidos y con-
tienen una mayor concentracidén de proteinas. €n cambio, los
picos protéicos 2, 4, 10, i, 12 y 13: son menos pronunciados
Y se requiere del analisis cuantitative, para conocer la can-
tidad de proteina que contiene cada uno de ellos.
E!  andlisis  cuantitative de los resultados densitométricos
{Tabla ) muestra que las bandas 7 y B contienen la mayor con
centracion de proteina comparadas con el resto de las bandas
{688 y 584 ug respectivaments) y cada una representa el HX
del total de proteinas; mientras que los picos 4, 1 y 2 son
los que tienen Ia menor concentracién de proteina (0978,
1267 y 1422 s respectivamenta). La zona heterogénes 11,
presenta una concentracién de 46 . de proteina,
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GRUPO ii DE GANCER CERVICO UTERINC
PESO HOLECULAR V8 BANDAS PAGTEICAR

3 NUMERO DE BANDAS (x)

=
T

10 20 30 40 S0 60 70 80 9O 100 110 120 130 140 160 180
PESO MOLECULAR (kD)

GRAFTICA I1IT7.

Promedio de bandas protdicas del Subgrupo Il de teji-
do de CaCu. Invasor; que hay en cada uno de los ran-
gos de Peso Molecular que se indican en la ardfica.
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FIGURA 5.

Trazo densitométrico de geles de poliacrilamida-SDS al
7.5% tefidos con Azul de Coomassie, que contienen una
concentracion de SO pg de proteina total (por gel), de
fraccién de membrana citoplasmatica de celulas epite-
liales de Ca.Cu. Invasor, correspondientes al Subgrupo
II.

Las 18 dreas delimitadas CI, 1-13, IID, representan
las bandas protedicas mas reproducibles del gel; y el
origen del trazo densitomeétrico, coincide con el i1ni-
cio del gel. Les trazos observados, se usaron para

obtener los resultados de la Tabla G.
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TABLA 6. ANALISIS CUANTITATIVO DEL TRAZO DEKSITOMETRICO CE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-5DS AL
7.5, TERIDOS CON AZUL DE COOMASSIE. DE PROTEINAS DE MEMBRANA CITOPLASMATICA P CE--
LULAS EPITELIALES DE CA.CU. INVASOR, CORRESPONDIENTES AL SUBGRUPO I1.

NMERD 0E BANDA PESD CE LA BANDA PORCENTAE (LE FEPRESENTA CONCENTRACION PROTEICA CE LA
PROTEICA PROTEICA (§)? La BANDA PROTEICA {%)® GANDA POLIPEPTIDICA (m§)°

1 0.0079 ¢ 3.511¢ 1.755¢

1 0.0057 2.532 1.267

2 0.0064 2.844 1.422

3 0.0091 4.044 2.022

4 0.0044 1.955 0.978

5 0.0145 6.444 3.222

6 0.0193 B.578 4.289

7 0.0269 11,955 5.978

8 0.0254 11.289 5.5644

9 0.0145 6.444 3.222

10 0.0143 6.355 3.178

1 0.0161 8.044 4.022

12 0.0133 5.911 2.955

13 0.0109 4.844 2.422

13 0.0208 9.244 4.622
TOTAL 0.2250 100.00 50.00

3* Estos valores se determinaron pesando cada uno de los picos o bandas protéicas mis reproducibles trazados en el den-
sitémetro.

b* Estos datos representan el porcentaje con el que contribuye cada una de las bandas protéicas encontradis densitomd-

tricamente, en relacién con el peso total.

c» Estos valores determinan la concentracién protéica, con 1a que contribuye cada una de las bandas protéic.s trazadas
dens{tométricamente, en relacién con la concentracidn total de proteina adicicnada por gel: que fuo ce S0ug.

d¢e Valores pramedio de 5 muestras tomadas al azar.
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El tercer grupo de . ¢-.. iwvaser, consta de 22 muestras
(42.31%). las cuales presentan una imagen electroferética re-
presentativa como la que se observa en el gel cilindrico de
poliacrilamida-SDS al 75% tefido con Azil de Coomassie (Fig.
16). En esta imagen se observan de .8 bandas protéicas con
un FM entre 34 a 140 kD que sobresalen de las demds debido a

la mayor cantidad de colorante que absorbieron y a que se vi-

sualizan con una buena definicidn (Fig. 18). Contrariamen-
te. abajo de los 30 kD de PM se observa una serie de 5 bandas
difusas y con poca nbsorcidn de colorante (Frga. t6).

El analisis cuantitative mostré que todas las bandas pro-
teicas observadas, se encontraron en el rango de PM entre 17
a 161 kD; ademas de que el promedio de bandas, por muestra,
fue de 1720242, Y mas del BOZ de las muestras, presenta-
ron esta imagen electroforética (Fry. t6). Otra caracteris-
tica cuantitativa importante de este Subgrupo es que presen-
té un promedio de 6 bandas protéicas a PM por debajo de 40 kD
(6rdfica V).

El anilisis densitométrico de la imagen electroforética de
las bandas protéicas de este Subgrupo 111, se muestra en I|a
Fig. 17 . En ella se observan 12 dreas que corresponden a
las bandas protéicas mejor definidas que se visualizaron.
También se marcaron dos zonus (I y I1), que contienen diver-
sas proteinas poco evidentes densitométricamente. La zona
I. se encuentra al inicio del trazo.mientras que la zona 1II,
estd al final (Fig. 17) En esta Fig. 17 se aprecian T pi-
cos protéicos que al parecer tienen concentraciones similares
entre si; pero mayores al de las demids proteinas; dichos pi-
cos son: |, 3, 5, 6, 7, 9 y 10 Las dreas 2, 4, 8, Il y

12. cualitativamente parece que contienen menos material.
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FIGURA 16.

Imagen electroforética en geles de poliacrilamida-sSDS
al 7.5%, teifidos con Azul de Coomassie. A Proteinas
de membrana citoplasmatica de ceélulas epiteliales de
te)jide humano en fresce de Ca.Cu. Invaser, correspon-
dientes al Subgrupe TII. B» Estandares de PM: Serco
Albimina Bovina (66 kD); Albiumina de Huevo (45 kD);
Pepsina €34.7 kD); Tripsindgeno €3¢ kDI, fA-Lactoglo-
bina (18.4 kD): y Lisozima (14.32 kD,
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GRUPO Hl DE CANCER CERVICO UTERINO
PESD MOLECULAR VB SANOAS PACTEIGA
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GRAESITA v,
Promedio de bandas protdicas del Subgrupo III dei te-

Jido de Ca.Cu. Invasor; que hay en cada uno de los

rangos de Pesoc Molecular estudiados.
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FIGURA 17.

Trazo densitoméirico representativo de geles de polia-
crilamda-SDS al 7.5% teflidos con Azdl de Coomassie,
que contisnen una concentracidn de SO px de proteina
total Cpor gell, de rraccidn membranal de celulas epi~
teliales de tejidn de Co.Cu., correspondiente »l Sub~

grupo IIT.
f.as 14 dreas deltmtadas (I, 1-12 y 11D, representan
1ag bandas protéicas mas reproducibles del gel. Los

trazos observados se usaron para obtener los datos de
1a Todla H.
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E! andlisis cuantitativo de la Frg. 17, se muestra en la
Tebrz M. Como se esperaba los picos protsicos 3, 5 6, 7,
9, 10 incluyendo ademis el 12 y con excepcidn del 1, muesiran
fa mayot concentracidn protdica de las 12 dreas marcadas. Ca
be rasaltar, que de los T picos protéicos, los marcados con
ol nimero 7, 9@ y 10; son los que mas sobresalen, debido u la
concentraciéon de proteina que contienen con respecto a los
otros 4 picos protéicos. Asf, el pica 7 tiene una concentra
cidn protdica de S.083 px: of 9 de 50 ug y el pico 10 contis
ne 4894 pg de proteina. Y las bandas protédicas 1, 2, 4, 8
y 1 contienen una concentracidn protéica ontre | y 2 pg, ca-
da una de ellas.

Finalmente el drea hoterogénea 11 es la que representa ol ma-

yor porcentaje del total de proteinas siendo ef 2420%.
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TABLA H. ANALISIS CUANTITATIVO DEL TRAZO DENSITOMETRICO DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS AL

.51, TERIDOS COM AZUL DE COOMASSIE,

DE PROTEINAS DE MEMRRARA CITOPLASMATICA DE CE--

LULAS EPITELIALES DE CA.CU. INVASOR., CORRESPONDIENTES AL SUBGRUFO IXI1.

MMEFD DE BANDA PESD OE LA BANDA PORCENTALE (UE REPRESENTA CONCENTRACION PROTEICA [E LA
PROTEICA PAOTEICA (a)? LA SR04 PROTEICA (%)° BANDA POLIFEPTIOICA (u9)€
I 0.0092¢ 2.450° 1.223¢
i 0.0145 3,860 1,930
2 0.0105 2.500 1.39%
3 0.0256 6.810 3.404
4 0.0101 2.686 1.343
5 0.0275 7.314 3,657
6 0.0218 5.798 2.899
7 0.0383 10.186 5.003
8 0.0139 3.697 1.848
9 0.0376 10.000 5,000
10 0.0368 9.767 4.894
11 0.0166 4.415 2.207
12 0.0229 6.090 3.045
11 0.0910 24.202 12.101
TOTAL 0.3760 100.00 50.00

ar

be

Estos valores se determinaron pesando cada una de las bandas o picos protéicos m3s reproducibles trazacdos en ¢l den-

sitémetro.

Estos datos representan el porcentaje con el que contribuye cada una de 1as bandas protéicas encontradas densitamé-

tricamente, en relacitn con el peso total.

Estos valores determinan la concentracién protéica, con la que contribuye cada una de las bandas protéicas trazadas

densitométricamente, en relacidn con 1a concentracién total de proteina adicionada por gel: que fue de 50ug.

Valores promedio de S ruestras tomadas al azar.
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Como yn se menciond el contenido protéico de la membrani
plasmatica de Ias células epiteliales del tejide bumano en
fresco de Ca. . u.. no mostré un patrén protéico caracteristico
en los 50 casos estudiados, sino que se visualizaton 3 distin
tas imagenes olectroforéticas cuyas caracteristicas  distinti-
vas a continuacion se comparan y analizan:

Una de Jas primeras diferencias es of numere de casos do que
consta cada uno de nstos subgrupos. Asi el subgrupns TI1 es
ol que eongloba el mayor numere de muestras: 22; mientras que
el subgrupeo :I. tiene 16 vy ol menor numero fo presenta el sub
grupe I, con 12 Esto quiere decir que aunque ef grupo de
€. 8y, no  tiene una misma  imagen electroforética en todos

los casos estudiados: si hay una de ellas que predomina.

Cuatitativamente se observan  varias diferencias  sobresa-

lientes (Fig. 12}

1} El subgrupo I muestra 8 bandas protéicas scbresalientes
que se encuentran entre los 34 a 160 kD de PM;, mientras
que en el subgrupo !I se observan 10 bandas bien defini-
das pero entre fos 35 a 160 «D y el subgrupo ITI muestra
también 8 bandas protédicas mayormente densas y definidas,
entre los 34,000 « 160000 v0 de M.

2) Los 3 subgrupos muestran una serie de bandas protéicas po

co densas abajo de los 30 kb de PN

A nivel cuantitativa las caracteristicas més  sobresalien-
tas de aste andlisis comparativo entre los subgrupos de cCa.

Cu. fueron:
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FIGURA 18.

Comparacidn de las imagenes electroforéticas en geles
de poliacrilamida-SisS al 7.5%, tefiidos con Azidl de
Coomassie, de los Subgrupos resultantes del tejido en
fresco humano de Ca.Cu. Invasor. A, B y C) Protei-
nas de membrana citop\aémt.xcz de ce@lulas epiteliales
de los Subgrupos I, II y 111 respectivamente.

D) Estindares de PM: Sero Albumina Bovina (66 kD); Al-
bimina de Huevo (48 kD): Pepsina (24.7 kD); Tripsindge
no (24 kDY; -Lactoglobina (18.4 kD); y Lisozima (14.3
kD).
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1)  El promedio de bandas protéicas por muestra observade en
cada uno de estos subgrupos fue muy similar entre si
(174 bandas promedio), no existiendo una diferencia es-

tadisticamente significativa.

2) En el anilisis comparativo del nimero de bandas protéicas

por rango de PM {Grdfica ¥) se observaron diferencias es-
tadisticamente significativas tanto en bajos como en al-
tos PM. En PM menores de 50 kD, los subgrupos I y III
‘tienen un promedio de 7 bandas; mientras que en el sub-
grupo II hay 6.

En PM mayores a 11O kD las diferencias mds importantes
son: El subgrupo 111, tiene 3 bandas protéicas promedio
en un rango de 110 a 120 kD comparado con los otros 2 sub
grupos que tienen 2 bandas protéicas en éste mismo rango
de PM {p<0O.0001). Entre los 140 a 150 kD el subgrupo II
tiene 3 bandas protéicas en promedioc comparado con los
otros 2 subgrupos (p<0.000I1). Y el subgrupo I, tiene 3
bandas protdicas entre los 150 a 160 kD (p=0.0001).

En la Frig. 19, se muestran los trazos densitométricos re-
presentativos de cada uno de los 3 subgrupos de Ca.Cu., estu-
diados; cualitativamente, en eoste tipo de trazos, se visuali-
zan un poco mejor Jlas diferencias que hay entre los subgru-
pos de Ca.Cu.: asi tenemos que el subgrupo que tiene un ma-
yor numero de dreas delimitadas correspondientes a las bandas
protdicas mas reproducibles, fue ol subgrupo II, gque consté
de I3 dreas ademids de las 2 dreas heterogéneas en donde se en
globan aquellas proteinas poco reproducibles densitométrica-
mente En tanto el subgrupa T y 111 presentaron 12 dreas
protdicas y sus dos respectivas zonns heterogéneas.

Otra de las diferencias fue que mientras que en e! subgrupo I
se visualizaron 6 picos protéicos muy bien definidos y pronun

ciados, en los subgrupos 17 y [T, se observaron 7,
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GRUPOS DE CANCER CERVICO UTERINQ INVASOR
PESO OLECULAR VB BANDA PAGTEICAS

a NUNMERQ DE BANDAS (x}

PESO MOLECULAR (kD
crurot B crupO [T GRUPO

*pn «0.05

GRAFTCA V.

Conmpara~i19n del Premedio de bardas protétcas, entre
cada wupo de¢ leos Subgrupos formades del tejido de
Ca.Cu. Invaser (I, IT ¥ 11I), que hay ®n cada uno de
los rangos de Peso Mclecular que se indican en la Gria-

tica.
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FIGURA 15,

Cemparacidn de cada unc de los Trazos Densitometricos
representat:ivos de geles de poliacrilamida-SDS al 7. 5%
tefidos con Azul de Coomassie, que contienen una con-
centrac:cn de S50 py de protefna total por gel, de frag
c16n de mambrana citoplasmatica de células epiteliales
de cada uno de les 3 Subgrupos de Ca.Cu. Invasor (1,
Il y I1ID. Todas las dreas delimitadas, en cada uno
ae l1os 3 traros densitonmétricos correspondientes a los
3 subgrupos, representan las bandas prol@icas mas re-
producibles del gel. El origen de cada uno de éstos 3
trazes, chvinside con el i1nicio del gel. Los traos
observadas se utilirzareon, para obterer les resultados

de 1a Tabla I. ’
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También se comparé la concentracion protéica de los picos
mas reproducibles y mejor definidos de los 3 subgrupos de cCa.
Cu. (Tebla 1Y Cabe mencionar. que cada uno de los picos
protéicos escogidos para realizar el analisis comparativo, se
acomodaron de wcuerdo a su PN y no por el nimero que se le
asignd en el trazo densitométrico.

En primera instancia, se pucde observar (Tabla ) que los
subgrupos que presentan un mayor numero de diferencias son
los subgrupos I y (I, debido a que no tienen 2 de los & pi-
cos protédicos mejor definidos vy que se observan en el subgru-
po I. Estas diferencias son estadisticamente significativas
tp<0.001). Respecto a la concentracidsn protdica de los pi~
cos con un PM aproximado de 50 y 38 kD, es mayor en el subgru
po II, comparado con el subgrupo TI. L.as diferencias son es-
tadisticamente significativas (p<OO001 y p<OOO0OI respectiva-
mente).

€l subgrupo III tiene un pico protéico con un PM aproximado
de 40 kD cuya concentracién protdica es mayor que la presen-
tada por el subgrupo 1. [La diferencia es estadfsticamente
significativa (p<0.000I). Finalmente, e subgrupo 1 tiene
el pico con mayor concentracion protéica a un PM de 30 kD;
comparado con los otros dos subgrupos de Cu Cu. También la
diferencia es estadisticamente significativa (p<0.00I).

En cuanto al contenido protdico de membrana citoplasmatica, a
través de este andlisis queda de manifiesto que el subgrupo I
de . Cu. es el que presenta las mayores diferencias con res-

pecto a fos otros 2 subgrupos de Ca.Cu.
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TABLA 1.

COMPARACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA DE LAS BANDAS POLIPEPTIDICAS MEJOR
DEFINIDAS A PARTIR DEL TRAZO DENSITOMETRICO; DE LOS SUBGRUPOS DE CA.CU., ==
TINVASOR.

SUBGRUPO

SUBGARAUPO I1 SUBGRUPO 111

o, de anulm (chltow) I(Pred pe

No. i Barc l ™ (caltore) ln’rnd ps | Mo on Bexe lm (cltcrm) 10’"0'—1119

65,000

51,000

42,000

38,000

31,000

2,201
5.360
2,328
4,631

5.280°

No se observa una banda protéfca con - 6 64,000 2,899
un PM, similar.®

7 50,000 5.978° No se observa una bands protfica con
un PY, stailar.®

Ho se observa una banda protéica con - 9 40,000 5,000 *
ua P, singlar.®

8 38,000 5,640 No se obsarva una banda protéica con
un PH, simflar,*

10 32,000 3.8 1n 32,000 2.207

¢ p(o.03




7.4.8. ANALISIS ARATIVO DE LAS PROTEINAS MEMBRA-
NALES DE EPITELIALES DE TEJIDD DE
CU.N., CONTRA CADA UNC DE LOS SUBGRUPCS pEL
TEJIDQ DE Ca.CU. INVASCR,

Después de haber analizado comparativamente cada uno de
los subgrupes de Co cu. queda por aclarar qué tan parecidos o
diferenter son estos subgrupos de Ca.Zu. con el grupo control
de Cu.N. en cuanto al contenido protéico. Anteriormente ya
se habfan vislumbrado algunas observaciones al respecto
Ahora se hara el andlisis comparativo del contenido protséico
de membrana citoplasmatica de cada uno de los subgrupos de
<a.tlu. contra el contenido protéico de membrana citopliasmati-
ca del grupo control de u. N,

Al observar y comparar en !a figurc £ que contiene cada una
de las imagenes electroforéticas del contenido protéico de
€. N. y de los subgrupoes de Ca.«u es factible determinar a
priori, ciertas diferencias cualitativas. Lo primero es |la
presencia en el patrén protéico del cu.¥. de una banda con un
PH de 63 kD que se observa bastante densa y tefida (Fig.
d~4), lo que indica, una concentracidn de material protéico
mayor: mientras que en Jlas imagenes electroforéticas del con-
tenido protéico do membrana plasmitica de los 3 subgrupos de
Ca. . (Fup. Z0-B, ¢ y» D) aunque existe una banda con un pPM
similar no se observa tal caracteristiza.

Tambien es ovidente en el patrén protéico de cu.N. [a presen-
cia de dos grupos protdicos muy marcados cuycs PM van de 30 a
75 kD. En el caso de los subgrupos de Ca.Cu. aunque se ob-
servan agrupaciones de proteinas estas difieren de las del
Cu.N.; asi tenemos que en los 3 subgrupos de Ca.Cu. se obser-
van 5 proteinas mas sobresalientes que estin entre los 30 a
76 kD de PM y que difieren en si, tanto en PM como en concen-
tracion (Frg. 20 B. C y D).
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Imagenes electroforsuicas en geles de poliacrailaer:-
mida-SDS al 7.5% telidos con Azdl de Coomassie; del te
Jido humano en fresco de Cu M. vy de los 3 Subgrupos re
sultantes gal tejido de Ca.Cu. Invasor. A Proteinas
de membrana citoplasmatica de c¥lulas epiteliales del
tejrde de Cu. N B, € v D Froteinas de membrana cito-
plasmatica de células epiteliales de los Subgrupos del
tejide de Ca.Cu. E Estindares de PM: Saro Albumina
Bovina (66 kD>; Albumina de Huevo (45 kD); Fepsina
€34.7 kD3; Tripsincgeno (24 kD}; (I-Lactoglobina (18 4
kD3; ¥y Lisozima C14.3 kD2,
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Otra observacion cualitativa distintiva entre los  subgrupos
de Co.u., con respecto ul _u. N . es que en los primeros. se
visualizd una mayor cantidad de bandas protéicas de bajo M
{30 wD) Contrariamente, en el u. & se observa un mayer nu
mero de bandas protéicas de alte PM entre los T8 a los 15Q
kD {Fis. O}

Cuantitativamente este anailisis comparative mostré  lo  si-
guiente:

1) El promedio de bandas protéicas, por muestra observado
en el grupo de Cu. N {16932195), difiere del que se pre
senta en cada uno de los subgrupos de Ca.Cw. (subgrupo I
= 17752330, subgrupe I+ 174031310 y subgrupe 111~
1722 42). pero dstas diferencias no son estadisticamen-

te significativas

2) El rango de PM en el que se engloban las bandas protéicas
observadas, en el grupo de ¢u N, difiere con respecto a
los de los 3 subgrupos de Ca.Cu.; ya que mientras en los
subgrupos de Ca.Uw. el range va de 17 a 161 kD; el grupo
de Cu.k. se encuentra entre 15 a 163 kD de PM. Es de-
cir, este uWltimo grupo tiene el rango de FM mads extremoso
pues incluye el PM mds bajo (15 kD) y el PM mas alto (163
¥D});

3) También se analizé comparativamente el nimero o promedio
de bandas protéicas que hay en cada uno de los rangos de
PM estudiados en cada grupo de Ca.Cu. y en el Cu.N. (Grd-

stca V1) obsorvindose lo siguiente:

a) E! grupo de Cu.N. muestra un mayor numero de bandas
protéicas promedio en rangos altos de PM (120 a 160
kD). La diferencia mas notable se observé en el ran-
go de PM de 120 a 130 kD, donde el grupo de Cu. N. tie-
ene el mayor nimero de bandas protéicas promedio
(p<0.0001), que los 3 subgrupos de a.Cu.:
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b} Contrariamente e} grupo de w. X tiene el menor nimero

de bandas protéicas promedio en PH bajos {10 a 40 kD)

¢l Las diferencias mas notables se visualizan en el ran-

go de 20 a 30 aD de PH en 21 que ef grupo de « w. N. es
el que tiene e! menor numero de bandas protéicas
(p<O 0001 ),

En cste analisis comparative {5rJi:n 22) el subgrupe II1 de

<ruoes ol que tiene las mayvares diferencias comparado con
el grupe de .. N Los otros dos subgrupos de cancer (I ¢

1I) se asemejan al grupo normal de .

4) Finalmente, también se realize ol  andlisis  comparative
de las imagenes dJdensitomdtricas, cuyos aspectos miis sobre
safientes se revisan a continuacion:

La Fig. 21 muestra los trazos densitométricos representatives

tanto del grupo de U N como el de los 3 subgrupos def teji-

do de Ca.ru. En primera instancia se observa que los subgru
pos de Ca.Cu. muestran mayor numero de dreas correspondientes

a las bandas protéicas mas reproducibles comparados con las

Este hecho apoya la sugerencia

que tiene el grupo de v
de que el contenide protéico de membrana citoplasmaticn de
g, consta de un mayor numero de proteinas gque las que
cuenta la membrana plasmatica de « w Qtra observacign so-
bresalienta as [a  existencia de un pico protéice bhastante
prominente (el numero 61 en e! razo densitomélrico del gru-
po de ¥ En ninguno de los trazos densitométricos de los
3 subgrupos de Ca. . u. existe un trazo equivalente Esta ca-
racteristica distintiva del grupo de Tu. ¥ ya se habia visuva-
lizado y descrite al estudiar la imagen electroforética de su
contenido protdico v <& confirma a nivel densitométrico

Respacto ol anilisis comparative de . concentracion pratéica
de las bandas mejor definidas tante de! grupe de i .4 como
de los subgrupes de - Cu. {Taslza ), se observa que una de
las diferencins mas notables, con una p\OOO'; es la que mues
tra ia proteina con un PK de B3 kD del grupo de Cu. N.; pues

=5 la que ticne una mayer concentracidn comparada con las pro
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teinas, con un similar PM, de los 3 eubgrupos de Ca.Cu. Com-
parando el grupo de Cu.N. con cada uno de los subgrupos de
Ca.Cu., a nivel de concentracidn protéica. se observa que los
subgrupos de Ca.Cu. I y TTI, muestran las mayores diferen-
cias con respecto al grupo de Cu N. y detas diferencias eoh
aatadisti t ignificati (p<O.O5). Mientras que el
swbgrupo I de Ca.Cu. es el que tiene una mayor semejanza eon
dste aspecto con el grupo de Cu.N. asi como en ¢l mimerc de

bend lecc o por ser las mayormente reproducibles, =
nivel densitométrico.
Es importante eefiniar que los picos protés e daron

de scuardo 8 su PR ¥y no por of nimero que ss lee asigné en el
trazo densitométrico.
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TABLA J,

COMPARACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA DE LAS BANDAS POLIPEPTIDICAS MEJOR

DEFINIDAS, A PARTIR DEL TRAZO DENSITOMETRICO, ENTRE EL GRUPO DE CU.N., ==
VERSUS SUBGRUPOS DE CA.CU. INVASOR.

CERVIX NOCAMAL

SUBGCAUPOD I

SUBGRUPO ITI

SUBGAUPOD I1I1

AR

BN

s P ]

c 1 | e

A = No. de banda protéica.

B = PM (daltons).
C = (Protd sy

5 2, 4,200 No sa observa una banda pro H 71,000 3.200 No se observa una banda protéica
téica con un PH, sinflar.’ con un PM, similar®
6 63,000 12.900° 6 65,000 2.201 Ko se observa una banda --
protéica con un PM, similar® 6 64,000 2,899
7 53,000 6.980 7 51,000 5.360 ? 50,000 5.978 No se observa una banda protéica
con un PX, stmilart
8 41,000 4.6%0 8 42,000 2.328 No se observa una banda --
protéica con un P, similar® § 40,000 5.000
9 37,000 5.550 9 38,000 4.631 8 38,000 5.644 Ko se observa una banda protéica
con un PM, sintlar?
10 33,000 3.610 10 31,000 5.280 10 32,000 3.178 1 32,000 2.207
*P €0.05




& DISCUSION

E! anadlisis del contenido protéico de la membrana cito-
plasmatica de una célula ecucaridtica depende de una serie de
factores; los que determinan «que Jos resultados obtenidos
sean altamente reproducibles y confiables Entre estos foc-

teres estan:

a) Et modelo experimental que se utilize pata el estudio.
Este factor es de suma importancia cuando se trata de ex-
plicar un fendmeno ocurride en un ser humano, porque de-
pendiendo del modeio experimental utilizado. los resulta-
dos obtenidos seran mis o menos extrapolables a lo que su
cede en el hombre En este aspecto el uso de tejido hu-
mano en fresco es el modelo de experimentacién mias adecua
do. aunque tambidn tiene algunos inconvenientes como el
no podaer contar continuamente con el suficiente material
de estudio proveniente de la misma fuente. Por ello los
reportes usando tiejido humano en fresco, son pocos pero
de gran valia (23],

En el prasente trabajo de investigacidn, se hizo e ana-
jlisis de jos componentes protéicos de membrana plasmética
de célutas de tejido epitelial, tanto tumeral como nor~
mal de cérvix uterino humana on fresco. La obtencidén de
las muestras, fue relativamente fi<il y aunque no fue po-~
sible colectar mds de una ver tejido de la misma paciente
sélo se procasaron aquellas muestras cuyo peso fus el su-

ficiente para raalizar duplicados del analisis protéico.
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Qtre faster qus influye en la  confiabilidad de los resul-
tados. es ia téenica utilizada para el aislamiento de mem
brana citopiasmatica. Este punto es crucial, ya que de
ella dependen los resultados que se obtengan y la inter-
pretacion de jos mismos. En este trabajo la purifica-
cidn de la fraccidn rica en membrana citoplasmatica se
realizé utilizando la Técnica de Jorgensen (73), que con-
siste en someter el tejido a una homogenizacion en poli-
trén y en homogenizador vidrio-teflén para disgregar y
tomper las células. Posteriormente por centrifugacién
diferencial, se obtiene una fraccion rica en membrana ci-
toplasmatica. El amortiguador de homogenizacion contie-
ne principalmente Sacaresa y Tris y es libre de inhibido-
res de proteasas. E! aislamiento de membrana plasmatica
del tejido humano en fresco de cérvix uterino, presents
cierta dificultad dependiendo del tipo de tejido (Cu.N. o
Ca.Cu. )

La dificultad fue mayor en el caso del Cu N ya que en
este tejido, las células epiteliales estin muy unidas
una con otra sin que el tejido conectivo se entremezcle
en ellas, lo que da como resultado un tejido duro y muy
compacto de dificil disgregacion; por lo que la tritura-
cion con bisturi tuvo que ser muy fina y oun asi la homo-
genizacién resultés  dificil. Es posible que el rompimien
to de la membrana celular en fragmentos muy pequefos pu-
diera causar pérdida de éstos, repercutiendo en el rendi-
miento de la fraccidn rica en membrana citoplasmatica.
Contrariamente, la purificacién de |(a membrana celular
del tejido de ra.Cu. fue mis sencillo; debido a que este

tejido es muy friable; es decir. las células son de facil

disgregacion. En dste caso e} tejido conective, se en-
cuentra infiltrade por las células epiteliales; lo cual
resufta on un tejido epidérmico sumamente blando. La

trituracion con bisturi a la que se sometid este tejido

no fue tan fina y la homogenizacion resulté fécil.
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Uno de los puntos que se tiene que tomar en cuenta para
considerar si la técnica empleada para la purificacién de la
membrana celular es la adecuada, es el grado de pureza de la
fraccién membranal aislada Esta evaluacién generalimente se
realiza mediante ta cuantificacidn de la actividad de enzimas
marcadoras especificas de membrana citoplasmatica y la obser-
vacién de las caracteristicas morfoldgicas de la muestra con
microscopia electrdnica. Con el propdsito de determinar el
grado de pureza de Ia fraccion membranal aislada a partir de
fas células epiteliales de tejido humano en fresco de cérvix

uvterino, se utilizaron estas dos metodologias

El analisis enzimatico se realizéd tanto en e! homogenado
como en la fraceidn rica en membrana citoplasmatica y se usa-
ron 2 marcadores: uno de membrana citoplasmatica (la 5'-Nu-
cleotidasa) y otra de citoplasma {la Deshidrogenasa Liéctica).
Respecto a la actividad especifica de la 5'-Nucleotidasa, los
niveles encontrados en la fraccion membranal tanto de cCu.N.
como de 2.Cv. no fueron comparables a los reportados en la
literatura, para otro tipo de tejido. Asf, en cérvix uteri-
no se encontrd que esta enzima tiene un enriguecimiento en Ia
fraccion de membrana celular de 2 a 3 veces comparada con el
homogenado; mientras que en otros tejidos como pulmén humano
(7%5); tumores humanos diversos. como astrocitoma, melanomas y
carcinoma de células en avena (66} glandula mamaria de rata
(77); higado de rata (65), y ain en una linea celular deriva-
da de un carcinoma de cérvix uterino como Hela (78); el enri-
quecimiento de ésta enzima en membrana celular, va de 10 a
120 veces en comparacién con Ja encontrada en homogenado ce-
fular. Esta actividad tan disminuida encontrada en el pre-
sente trabajo podria sugerir en primera instancia, que la
fraccion membranal obtenida por nosotros, no fue del todo pu-
ta Yy que probablamente esté contaminada con fracciones de
otros organelos celulares. Sin  embargo, el andlisis morfo-
légico con microscopia electrénica de la fraccidn membrana!
aislada descarté una probable contaminacidén, ya que en las mi

crografias se observa cleramente que predominan vesiculas mem



branales y solamente se visualizan algunos vestigios de reti-
culo endopldsmico liso.

Seriat conveniente para futuros trabajos determinar el gra
do de pureza de la fraccion membranal aislada de tejide de
cérvix uterino, usando ademis de Ila 5'-Nuclootidasa otras en-
zimas marcadoras especificas de membrana plasmatica, tales co
mo fa ATPasa - Na'/X" (79); aunque hay que recordar que se ha
demostrado que algunos de (os marcadores enzimdticos estandar
de membrana celufar (368), tienen diferentes patrones de dis-
tribucidn en distintos tejidos y células.

También es recomendable realizar el andlisis enzimatico, ense
guida que se aisla fa fraccidn microsomal; ya que la activi-
dad especifica de una enzima, disminuye conforme pasa el tiem
po (7a) Asi que se debe considerar el tiempo de almacenaje
de la fraccion microsomal, antes de realizar un andlisis enzi
matico.

Otro aspecto que hay que tomar en cuenta es la lateralidad de
la membrana. Se ha demostrado que cuando se aisla este orga
nelo, al encontrarse en un medio acuoso, forman vasiculas ce-
tradas que muchas veces al sellarse invierten su orientacidn
original; es decir. la parte de la superficie membranal exter
na ahora queda como superficie interna en la vesfcula; y la
parte interna de la membrana, queda hacia el exterior de fa
vesicula. Debido a esto los componentes macromoleculares de
Ja membrana cambian también de orientacidn (2). Ademas, de
cambiar su orientacién original las vesiculas membranales al
sellarse pueden atrapar en su interior otras macromoléculas
principaimente, de origen citoplasmatico y restos de otros or
ganelos de ia célula.

Estos hechos son sumamente importantes., ya que el sitio ncti-
vo de fa mayoria de las enzimas que se encuentran en la mem-
brana celular. estd ubicado en su parte interna (Bk y si és-
te quedd en el interior de la vesicula. por fo tanto los nive
les de actividad especifica de las mismas, son bajos. Para
evitar ésta situacidn, se recomienda agregar un detergente co
mo el tritdn, para disolver un poco la matriz lipidica membra

nal; liberando de ésta forma sus otros componentes macromole-
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culares (proteinas y carbohidrutos) 172) permitiende asi. af
paso del sustrato para gque pueda ser cuantificada la activi~
dad de la enzima marcadora en estudio

Por su parte, In LCeshidrogenasa Ldictica mostro una mayor Ae-
tividad especifica en el homogenado celular que en Ia frac-
cién membranal, tanto en Ca u. como en Ju. N Esta activi-
dad fue de 3 a 8 veces mas alta. En éste caso tambieén sc cs
peraria qua  hubiera un mayor enriquecimiento de ésta enzima
en el homogenado celular y casi ninguno en la fraccion membra
nal. Pero, como ya se sefialé en el caso anterior, se debe
tener mucho cuidado en la interpretacion de los resultados
por las razones antericrmente expuestas. Lo que si es de
Hamar la atencisn es que la actividad enzimatica de la Des-
hidrogenasa Lactica en el homogenado celular del tejido de
ca.Cu. fue 56 veces mayor gque en el homogenadc celular del
cu N Estid reportado (89) que niveles altes de Deshidrogena
sa Lactica en suero, se asocian con algunos procesos tumora-
les malignos: como en Linfomas No Hodgking y Sarcomas; por lo
que la cuantificacion de ésta enzima es un apoyo en el diag-
nostico de dste tipo de lesiones. LLos niveles de Deshidro-
genasa Ldctica en sucro. junto con otras enzimas como creati-
nina fosfoquinasa, transaminasa oxalacdética, transaminasa pi-
rivica, entre otras, son pardmetros que sirven de apoyo en el
diagndstico de pnadecimientos cardiacos (infartos al miocar-
dio); o hepaticos (17 y =) Respecto al tejido humano en
fresco de cérvix uterino neoplasico se ha reportado (21), que
existe un incremento en los niveles de Ia isoenzima Deshidro-
genasa Lactica-5. ’

La funcién de fa enzima Deshidrogenasa Lictica, es la de in-
tervenir en la ultima etapa de la Glucdlisis: en la que ol pi
ruvato se reduce a lactato Cebide a que ésta reaccidn es
catalizada por la Deshidrogenasa Lactica (Z), se sugiore que
Ja alta actividad de la Deshidrogenasa Lactica encontrada en
el homogenado celular de Cz.cu. comparada con Cu.N. es una
indicacién de que las células transformadas tiene una aita ac
tividad energética; caracteristica distintiva de éste tipo de
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células. Este punto es tema de otro trabajo de investiga-

cicn que seria interesante abordar en un futuro.

Uno de los factores que se sugiere que altera la estruc-
tura y configuracion de la membrana celular y especificamente
de sus proteinas, es la accidn proteolitica de aigunas enzi-
zimas (25 y 61) Por ello, en varios de los reportes donde
se trabaja con membrana citoplasmatica, al momento de su ais-
lamiento, se utiliza un amortiguador e} cual contenga, entre
otros compuestos, inhibidores de proteasas (42, 61. 88 y 75).

Sin embargo, en este trabajo no se utilizéd ningun tipo de in-
hibidor de proteasas pars la separacién de la membrana celu-
lar. A pesar de eollo, se obtuvo una gran reproducibilidad
en ia imagen electroforética de 1las proteinas membranales;
tanto las del tejido de Cu.N., como las del tejido de ca.Cu.
Si las enzimas proteocliticas hubieran afectado a {as protei-
nas membranales, se esperarfa que las imagenes electroforéti-
cas tuvieran una enorme variabilidad y no se hubiera podido
observar un patrén protéico membranal. Este aspecto ya se
ha reportado en la literatura por Rogan y col. (67), quien
flevé a cabo ensayos para determinar si la protedlisis celu-
far, era un factor importante en la variabilidad de fos patro
nes protéicos membranales de distintas lineas celularos y en-
contrd que no existe diferencia en los patrones protéicos ob-
tenidos en presencia o ausencia de inhibidores proteoliticos.
Estos resultados concuerdan con nuestros hallazgos respecto o
que f(a protedlisis celular es un factor que sparentemente no
afecta la imagen electroforética de las proteinas membrana-
les. Tal vez lo que sucede, es que la accién de las enzimas
proteoliticas se dé en mayor o menor medida. dependiendo del
tipo de tejido con el que se trabaje. Sin embargo no hay
que olvidar, que en el caso de un tejido neoplasico, incluyen
do el de cérvix uterino. hay una actividad proteclitica eoleva
da {2% y 76]), que ayuda a que las células tumoraies, invadan
o metastatizen otros tejidos. Ademsis se ha observado, que
ésta actividad proteclitica es todavia mayor cuando en el te-

jido neoplasico hay sitios con procesos inflamatorios {35).
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Se puede sugerit para completar y confitmar este estudio Ia
reproducibilidad de los potrones protdicos de la presente in
vestigacisn llevar a ¢abo un  experimento similar al realizado
por Pegan ¥ o7 {87), para comprobar si fas proteasas no al-
teran las imagenes electrofaréticas obtenidas de membrana cer

ular de cérvix uterino.

Wa se habia sefalade que la seleccion de la Teécnica de
asislamiento de membrana citoplasmatica mas adecuada, era un
punto crucial ¥ que de elle dependian {os resultades que se
obtuvieran asi como la interpretacidn de los mismos. Al eva
tuar la Técnica de Jorgensen (74} utilizada en este trabajo
a partic do los resultados obtenidos, se puede deacir, que ez
ta técnica serd mas adecuada para dste tipo de tejido hacidn-
dote ciertas modificaciones; como son:

a) Usars enzimas proteoliticas (tripsina, pronasa, papaina,
etc} {73), como tratamiento para aquellos tejidos de di-
ficil disgregncidén celular, debido a su consistencia com-
pacta y dura; como es e case del tejido en fresco humano
de oA No obstante, se debe tener mucho cuidado con
éste tipo de tratamientos. ya que se ha reportado que las
enzimas proteoliticas, ocasionan la  eliminacién de parte
de Jos polipéptidos expuestas en la membrana celular
(33 )

b) La dutilizacicn de un  gradiente discontinuo de Soacarosa
después de la obtencidn de la fraccion microsomal; para
asegurar  una mayor putificacion y enriquecimiento de in

fraceion de membrana citoplasmatica. Casale (74) y Cha-

tlerjee (o usaron gradientes discontinuns  de Sacarosa
para un mayor tendimients y pureza de su fraccién membra-

nal aisiada a partir de tejidos en fresco;

¢} Determinar =l gradn de purexa de Ja fraccién membranal
aislada, por medio del andlisis de por lo menos 3 6 4 mar
cadores enzimdticos de distintos organelos celulares ade-

mas de los de membrana citoplasmatica. Tales como ia
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Citocromo € oxidasa o Ila Ceshidrogenasa Succinica ambas
enzimas especificas de mitocondria; la Citocromoe C reduc-

somas en general- la -C-Glucoura-

tasa marcadera de mi
ridasa o Fosfatasa Acida especificas de liscsomas, y la
Giucosr & Fosfautasa marcadera de reticulo aendoplasmico;

entre otras (&2,

El objetivo principal del presente trabajo de investign-
cién, fue determinar un patrén protéico de membrana citoplas-
matica de células cpiteliaies, tanto de tejido de Cu. N come
de tejido de (Ca.Cu y establecer las semejanzas y diferencias
que tienen entre si Los resultados obtenidos al respecto
se analizan a continuacicn:

Uno de los hallazgos mas sobresalientes, fue que el conte-
nido protéico de la membrana citoplasmatica de cdlulas epite-
liales de tejido en fresco humano de Cu N presenta una rei-
terada constancia y wuna alta reproducibilidad de su imagen
electroforética, en los 29 casos analizados; es decir. mues-
tran un Patren Friter:zs caracteristico Se han reportado re
sultados similares en otro tipo de células, tal es el caso de
Hoga {4C2), quien trabajando con  lineas celulares do  fibro-
biastos, derivados de ratdn BalE C 3T encontrd que laz ban-
das protéicas de membrana plasmatica de células normales mar-
(¥

cadas con Lactoperoxidasa iodinada . tienen un patron

protéico idéntico en todos los casos estudiados.

El hecho de determinar un pattén protéico de membrana cito-
plasmitica de cualquier tipo celuiar. ya es un avance muy im-
portante; pero el hacerio a partir de céiulas de un tejido
humano en fresco, tiene aun mis relevancia debido al grado de
dificultad que representa trabajar con un tejido humano en
fresco y a las perspectivas de investigacién que representa
éste hallazxgo El analisis del patrsn protéico obtenido de
Cu, 4. permitid observar la existencia de dos grupos protdicos

que van de 30 a 75 kD de PM. cuya concentracidn es mayor que
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1a de! resto de las bandas protéicas Ademas la banda gque
presenta {a mayor cantidad da protemna forma parte de une de
los 2 grupos protéicos antes mencionados ¥y su PN es de 63 kD
Esta banda protsiea, altamente demsa, es la  caracteristico
distintiva del patrén protédico de! tejido de N Las tee-
nicas de analisis de proteinas utilizadas en éste trabajo  de
investigacidn, no permiten temer un conocimiento mis complete
de las proteinas que constituyen fos dos grupos que caracter;

v en general, de todas las

zan el patrén protéica de
demas ptoteinas que lo conforman A aste respacto serin muy
interesante estudiar a que tipo de proteinas membranales per-
tenecen (periféricas, integrales o transmembranafest. Eate
analisis, por lo  general, se realizas usando técpicas de mar-
caje enzimdtico de proteinas que evidencian un determinado ti
po de proteina seguin Ia enzima marcadora utilizrada; por ejem-
plo la Lactoperoxidasa que incorpoara un stomo de ijodo radiac-
tivo a los residuos de Tirosina de un polipéptido expuesto o
fn  Galacto-oxidasa. que asocia atomos de tritio en los resi-
duos de galactosa y galactosamina de las cadenas de carbohi-
dratos (2) Otra forma de abordar este problema es incuban-
do Ias membranas con enzimas proteoliticas, como  tripsina,
pronasa, papaina, etc., (72 ¥y i) laz  cuales climinan  las
proteinas completas o Jas partes expuestas dependiendo del
tipo de proteina de que se trate lintegral o periférical

Cespués de que las membranas se someten al tratamiento enzi-
mdtice., se hace o separacién protéica por electroforesis
Finalmente se identifican el tipo al que pertenecen estas
proteinas, por medio de la tincidn con un determinade cole-
rante (en el caso de que fas membranas se incuben con enzimas
proteoliticas): o por medio de autorradiografin (i 4e¢ mar-
can tadioactivamente).

Para determinar si Jas moléculas que constituyen las diferen-
tes bandas son proteinas puras (glucoproteinas o lipoprotei-
nas); generalmente se usan ciettos colorantes para tedir las
bandas protéicas scparadas por electroforesis (1% y 95}

Asi, el azil de Coomassie. tife casi a todas las proteinas, a

evcepcidn da aquelias que contangan grandes cantidades de azd




cares y las que se encuentran en poca cantidad. El 4cide pe
riddico de Schiff (PAS) tiRe carbohidratos, en particular, ef
acido sidlico por lo que colorea aguellas proteinas altamente
glucosiladas. mientras que el nitrate de platn, es usado para
tedir la mayor parte de las proteinas; y se caracteriza por
ser un meétodo altamente sensible y con una excelente resolu-
cidn ya que es capaz de teRir proteinas con un bajo contenido
de materiaf,

También es necesario conocer si las distintas bandas protéi-
cas observadas estan constituidas por una séla o varias pro-
teinas. Este punto se podria elucidar utilizando ta elec-
troforesis bidimensional (85); o las técnicas de purificacién
de proteinas por electroforesis unidimensional (57 y a7) en-
tro otras.

También es importante saber la funcién que desempefian las pro
teinas observadas. Este anadlisis es mds complicade ya que
se requiare. primeramente, de la caracterizacion de l!a protei
na para poder investigar la funcidn que lleva a cabo.

Estos son algunos aspectos que se podrian abordar en futuros
trabajos de investigacion a partir del patrén protéico de
Cu.N. obtenidos. A nivel clinico, tambidn existen cuestio~
nes interesantes que se podrian analizar a partir de los re-
sultados encontrados, como es investigar si el perfil protéi-
co de membrana citopfasmatica de Cu.N. (es igual en cada una
de las etapar endocrinomenopsusicas de Ia mujer? y ¢ cémo se
alteta dicho patron protéico de ¢u. N con el uso de agentes
hormonales como Jos anticonceptivos?. Como puede observar~
se, queda bastante por estudiar con relacién al contenido pro
téico de membrana citoplasmatica de células epiteliales de
Cu.N.; ya que lo aqui encontrade y planteado apenas es un pun

to de inicio de lo que puede analizarse al respecto.

Por su parte, el contenido protdico de membrana plasmitica
de células epiteliales de tejido humano en fresco de Ca.Cu.
no mostrd una misma imagen electrafordtica ighal en los SO ca
sos estudiados. Se encontraron 3 imagenes distintas por lo

cual ol total de casos se dividic en 3 subgrupos bien defini~



dos para su posterior an:ilisis Los reportes que hay al res
pecto con otro tipo de células. son un tanto controversiona
les: tatan vy --t. (23] trabajando con lineas celulares de f]
breblastos de ratén BaF O, normales y transformadas, demos-
traron que no todas ias lineas celulares transformadas dan un
patrén  protéico caracteristico y que f{as imagenes elactrofo-
réticas encontradas de éstas lineas . celulares transformadas
estan alteradas con respecto a Ila imagen observada en lineas
celulares normales Contrariamente  ausust  y  Strand  (kB8),
sugirieron que algunas células transformadas. pueden tener un
patron  protdico bidimensional caracteristico, el cual estd al
terado con relacidn al patrén de las células normales.

En el presente trabajo a pesar de que el tejido de ¢~ Cu no
presenta un patrén dnico en las 50 muestras analizadas. se ob
serve que algunas de las muestras presentan imagenes electro-
foréticas similares entre cllas: por lo que se puede deducir
que tienen un contenido protéico semcjante y por lo tanto un
patron protéico caracteristico. Ademds es obvie que los pa-
trones protéicos de membrana celular de Ca.Cu.  estan altera-
dos con respecto al patrén protéico de Cu N. fo cual se dis-

cutird mas adelante

El analisis de Jos estudios comparativos entre los 3 sub-
grupos de 2. Cu.  permitié observar varios aspectos interesan-
tes: La mayoria de las diferencias entre estos 3 subgrupos de

Ta se presentan en M altos. mayores a los 90 kD. Con-~

trariamente tinocwies y col. (58], trabajando con membrana cito
plasmatica de tumores en fresco de melanoma, astrocitoma y
carcinoma de pulmdn, encontraton que electroforéticamente,
las  diferencias  distintivas  entre los diferentes tumores.

fueron en péptidos de bajo PH (40 kD).

Otro aspecto interesante fue que dos de los subgrupos de Ca.-
Cu. el 11 y el II1, son muy similares entre si ya que a nivel
cuantitativo, las diferencias observadas fueron realmente po-
cas, Este hecho sugiere dos posibilidades: una es que a pe-

sar de que las diferencias son minimas, on verdad se trate de
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dos subgrupes de Cs.Cu. distintosio bien puede tratarse de un
sélo subgrupe de <c.Tu. y las pequenas diferencias observa-
das, son debidas a las diferentes condiciones de experimenta-
cion en las que se realizaron los ensayos. Este tipo de
cuestionamientoe podrian  elucidarse realizando ensayos mas
sensibles de separacion de proteinas, como los ya mencionados
anteriormente (electroforesis bidimensional, marcaje de mem-
branas, etc.).

Contrariamente. el subgrupo 1 fue el que tuvoe las mayores di-
ferencias compariandolo con los otros dos subgrupos (fI y
111): dichas variaciones fueron principalmente a nivel cuan-
titativo, sobresaliendo el hecho que el subgrupo I tiene un
mayor numero de bandas protédicas, altamente reproducibles en-
tre los 31 a 65 kD de PHM. Esto se determiné mediante ef
analisis densitometrico; ya que en la imagen electrofordtica
no fue posible visualizarlo con una buena definicién, Ade-
mas este subgrupo presenta una menor concentracidn de protei-
na, al menos en la mayoria de las bandas protéicas analizadas
en éste aspecto.

Litin y col. (68), analizando por electroforesis bidimensio-
nal el contenido protéico de membrana celular de diferentes
lineas celulares de fibroblastos de ratdn, obaservaron que
aquellas ceélulas  transformadas que tenfan un mismo origen,
mostraron muchas similitudes: mientras que aquellas con dife-
rente origen: tenian mayores desigualdades en su contenido
protéica membranal. sin embargo no hay que perder de vista
que todas flas lineas celulares fueron de fibroblastos de ra-
tén BALB-C 2T3.

Los resultados obtenidos a partir de Ila rcomparacién de los
subgrupos de cCa.Cu son de gran importancia, ya que sugieren
que en una misma neoplasia ain con el mismo diagndstico his-
topatoldgico bhay una heterogensidad. en cuanto al contenido
protéico de membrana plasmatica. Esto podria illevar a supo-
ner que la evolucidn biolégica del tumor. es diferonte on ca-
da uno de los 3 subgrupos de Ca.Cu. que se encontraron. Lo
que se podria corroborar realizando otro estudio correlacio-

nindo nuestros resultados con algunos parametros clinicos e
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histopatolégicos de las muestras de las pacientes estudiadas.

La comparacion de los patrones protéicos de la membrana
citopiasmatica de células epiteliales del tejido de Cao.Cu
contra el patron protéico de membrana plasmatica de células
epiteliales del tejido de cu N dié como resultado varios
puntos de suma importancia. En principio, 1a observacion
mas interesante fue que los 3 tipos distintos de patrones pro
téicos resuftantes del tejido de Ca.cu. estin alterados con
respecto al patrén protéico del tejido de Tu. N Las modifi-
caciones se encontraron en proteinas tanto de alto como de ba
jo PR Respecto a las alteraciones observadas en PM altos,
se puede mencionar que en el tejido de Cu.N. existe un mayor
numero de bandas protéicas con un PM mayor de 110 kD, compa-
rado con los 3 patrones protéicos de membrana del tejido de
Ca.Cu. En otros tipos celulares, se ha reportado que las ma
yores alteraciones que se observan en las proteinas membrana-
les de una célula transformada. se encuentran en altos PM.
Asi, Litin y col. (88), trabajando con fibroblastos de ratdn
BALB/C normales y neoplasicos, observaron que la mayoria de
las diferencias entre estas células ocurren en las proteinas
de membrana y en las glicoproteinas membranales de un PN ma-
yor a 100 kD. Hogg ($2), por su parte trabajando también
con lineas celulares de fibroblastos de ratén BALB-C, encon-
tré que Ila mayor diferencia entre Jas células normales y
transformadas fue la presencia en la célula normal comparada
con la ausencia en la célula neoplasica, de una proteina mem-
branal de aproximadamente 250 kD. Y Bannikov y col. {18),
utilizando  lineas celulares epiteliales de higado de rata
normal y transformado; reporté que todas las lineas celulares
transformadas. tienen una proteina alterada de I35 &b de PM.

Debido a #stos y a otros reportes de la literatura, se ha
flegado a la conclusion de que una de las caracteristicas dis
tintivas de una célula cancerosa y especificamente de su mem-
brana celular, es la pérdida completa o parcial de algunos
de sus elementos protéicos; o bien la modificacion de los mis

mose. En ol caso de esta dGitima alteracion también se modifi



ca la migracisn electroforética de estos elementos y cambian
de posicién. Por lo general, se ha observado que las molécy
ias que muestran este tipo de alteraciones son glicoproteinas
de alto PM (18 y 25) Pero cabe resaltar, que la mayoria de
los reportes a éste respecto, son trabajos realizados en Ii-
neas celulares; y muy pocas son las publicaciones donde se ha
trabajado con tejido en fresco.

También se encontré que los 3 patrones protdicos del teji-
do de fa.Cu., constan de un mayor numeroc de bandas protéicas
de bajo PM entre 10 a 40 kD. Nicolsen y col. (25). entre
otros, reportaron que otra de las caracteristicas por las que
se diferencia una célula transformada es la aparicidn, en |a
membrana citoplasmatica, de nuevos antigenos (proteinas tumo-
rales). Se ha sugerido que dichos antigenos son uno de Jos
elementos macromoleculares que proporcionan a la célula can-
cerosa la capacidad para evadir el sistema inmune del indivi-
duo que las contiene y eovitar ser eliminadas; asi como la des
treza para invadir y metastatizar otros drganos del mismo in-
dividuo y asi seguir proliferando y subsistiendo. Esta es
una de las explicaciones mas factibles respecto a la apari-
cion de otras bandas protédicas en la membrana citoplasmatica
de Jas células cancerosas. En el presente trabajo de inves-
tigacion existe la posibilidad de que las bandas protéicas de
bajo PM presentes exclusivamente en Jos patrones protéicos
del tejido de Cc.Cu., sean producto de la degradacion de pro-
teinas existentes en el mismo patrén protéico debido a la ac-
cién de entimas protecliticas presentes en el contenido poli-
peptidico de la membrana citoplasmatica, ya que se uséd un
amortiguador libre de inhibidores de déstas enzimas. Y aun-
que los 3 patrones protéicos del tejido de Ca.Cu. encontrados
en este trabajo fueron reproducibles y homogeénecs, cabe Ia po
sibilidad de que existan una o varias enzimas proteocliticas
que actuén siempre sobre una misma proteina. Es necesario
para futuros trabajos del mismo tipo que el presente, intro-

ducir ensayos en los que se incluyan inhibidoras de proteasas



dos para su posterior analisis Los reportes que hay al res
pecto con otre tipo de células, son un tanto controversiona-

tes; Lizin y -=t. (923} trabajando con lineas celulares de fi

brobiastos de ratén B . normales y  transformadas. demos-

traron que no todas ias lineas celulares transformoadas dan un
patrén  protéice caracteristico y que las imagenes electrofo-
réticas encontradas de estas lineas . celulares transformadas
estan alteradas con respecto a la imagen observada en lineas
celulares normales. Contrariamente auzust  y  Strand (88)
sugirieron que algunas células transformadas, pueden tener un
patron protéico bidimensional caracteristico. el cual estda al

tarado con relacién al patrén de las células normales.

En el presente trabajo a pesar de que el tejido de c-. ¢ no
proesenta un patrén dnico en las 50 muestras analizadas, se ob
servé que algunas de las muestras presentan imagenes electro-
foréticas similares entre ellas; por lo que se puede deducir
que tienen un contenido protdico semejante y por lo tanto un
patrén protéico caracteristico. Ademas es obvio que los pa-
trones protéicos de membrana celular de ca2.Cu. estan altera-
dos con tespecto al patrén protéico de Cu. N lo cual se dis-

cutira mas adelante.

El analisis de los estudios comparativos entre los 3 sub-
grupos de (2. Cu. permitié observar varios aspectos interesan-
tes: La mayoria de fas diferencias entre estos 3 subgrupos de
Za. u. se presentan en FM altos, mayores a los 90 kD. Con-
trariamente tnowles y col. (38), trabajando com membrana cito
plasmatica de tumores en fresco de melanoma. astrocitoma y
carcinoma de pulmén, encontraron que electroforéticamente,
las  diferencias  distintivas  entre los diferentes tumores,
fueron en péptidos de bajo PM (40 xD).

Otro aspecto interesante fue que dos de los subgrupos de ca.-
Cu. el 1T y el 111, son muy similares entre si ya gue a nivel
cuantitativo, Jas diferencias observadas fueron realmente po-
cas. Este hecho sugiere dos posibilidades: una es que a pe-

sar de que las diferencias son minimas, on verdad se trate dao
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dos subgrupos de Cz.Cu. distintos;e bien puede tratarse de un
sSlo subgrupo de to.(u. y las pequefias diferencias observa-
das, son debidas a las diferentes condiciones de experimenta-
cion en las que se realizaron los ensayos. Este tipo de
cuestionamientos podrian  elucidarse realizando ensayos mis
sensiblos de separacion de proteinas. como los ya mencionados
anteriormente (electroforesis bidimensional, marcaje de mem-
branas, etc.).

Contrariamente. el subgrupo 1 fue el que tuvo las mayores di-
ferencias compariandolo con los otros dos subgrupos (Il y
111); dichas variaciones fueron principalmente a nivel cuan-
titativo, sobresaliendo el hecho que ol subgrupo I tiene un
mayor nimero de bandas protéicas, altamente reproducibles en-
tre los 31 a 65 kD de PN Esto se determind mediante el
analisis densitométrico. ya que en la imagen elsctroforética
no fue posible visualizarlo ¢on una buena definicién. Ade-
mas este subgrupo presenta una menor concentracidn de protei-
na, al menos en la mayoria de las bandas protdicas analizadas
en éste aspecto.

Litin y col. (88), analizando por electroforesis bidimensio-
nal el contenido protéico de membrana celular de diferentes
lineas celulares de fibroblastos de ratdn, observaron que
aquellas células transformadas que tenian un mismo origen,
mostraron muchas similitudes: mientras que aquellas con dife-
rente origen: tenian mayores desigualdades en su contenido
protéico membranal, sin embargo no hay que perder de vista
que todas las lineas celulares fueron de fibroblastos de ra-
ton BALB-C 3IT3,

Los resultados obtenidos a partir de la comparacién de los
subgrupos de Ca.tu. son de gran importancia, ya que sugieren
que en una misma neoplasia aun con el mismo diagnéstico his-
topatoldgico hay una heterogeneidad, en cuanto al contenido
protéico de membrana plasmatica. Esto podria llevar a supo-
ner que la evolucién biolégica del tumor, es diferonte en ca-
da uno de los 3 subgrupos de Ca.Cu. que se encontraron. Lo
que se podria corfoborar realizando otro  estudio correlacio-

nindo nuestros resultados con algunos pardmetros clinicos e



histopatoldgicos de las muestras de las pacientes estudiadas.

La comparacidén de fos patrones protéicos de la membrana

citopiasmatica de células epiteliales del tejido de (oo
contra el patron protéico de membrana plasmatica de células
epitoliales del tejido de cu.N. did como resultade varios
puntos de suma importancia. En principio, ta observacion
mas interesante fue gque los 3 tipos distintos de patrones pro

estin alterados con

téicos resultantes del tejido de oo
respecto al patrén protéico del tejido de <u. N Las modifi-
caciones se encontraron en proteinas tanto de alto como de ba
jo PH. Respecto a las alteraciones observadas en PM altos,
se puede mencionar que en el tejido de Cu A. existe un mayor
nameto de bandas protéicas con un PM mayor de 11O xD, compa-
tado con los 3 patrones protéicos de membrana del tejido de
Ca.Cu. En otros tipos celulares, se ha reportado que las ma
yores alteraciones que se observan en las proteinas membrana-
les de una célula transformada. se encuentran en altos PN
Asi, tatin y col. (83), trabajando con fibroblastos de ratdn
BALB/C normales y neoplasicos, observaron que la mayoria de
fas diferencias entre estas células ocurren en las proteinas
de membrana y en las glicoproteinas membranales de un PM ma-
yor a 100 kD. Hogg (42), por su parte trabajando también
con lineas celulares de fibroblastos de ratén BALB-C, encon-
tré que la mayor diferencia entre las células normales y
transformadas fue la presencia en la célula normal comparada
con la ausencia en Ja célula neoplasica, de una proteina mem-
bronal de aproximadamente 250 kD. Y Bannikov y col. 18),
utilizando lineas celulares epiteliales de higado de rata
normal y transformado; reporté que todas las lineas celulares
transformadas, tienen una proteina alterada de 135 kb de PM.
Debido a éstos y a otros reportes de la literatura, se ha
liegade a la conclusion de que una de las caracteristicas dis
tintivas de una célula cancerosa y especificamente de su mem-
brana celular, es la pérdida completa o parcial de algunos
de sus elementos protéicos; o bien la modificacion de los mis

mos. En el caso de esta dltima alteracién también se modi




ca la migracion electroforética de estos elementos y cambian
de posicién. Por lo general, se ha observado que las moléeu
las que muestran este tipo de alteraciones son glicoproteinas
de alto PN (19 y 25) Poro cabe resaltar, que la mayoria de
los reportes a éote respecto. son trabajos realizados en |li-
neas celulares; y muy pocas son las publicaciones donde se ha

trabajado con tejido en fresco.

También se encontré que los 3 patrones protéicos del teji-
do de Ca.Cu., constan de un mayor nimero de bandas protéicas
de bajo PM entre 10 a 40 kD. Nicelsan y col. (25), entre
otros, reportaron que otra de las caracteristicas por las que
se diferencia una célula transformada es la aparicidon, en la
membrana citoplasmatica, de nuevos antigenos (proteinas tumo-
rales). Se ha sugeride que dichos antigenos son uno de los
elementos macromoleculares que proporcionan a la célula can-
cerosa la capacidad para evadir el sistema inmune del indivi-
duo que las contiene y ovitar ser eliminadas; asi como la des
treza para invadir y metastatizar otros dSrgancs del mismo in-
dividuo y asi seguir proliferando y subsistiendo. Esta es
una de Jlas explicaciones mas factibles respecto a la apari-
cion de otras bandas protéicas en la membrana citoplasmatica
de las células cancerosas. En el presente trabajo de inves-
tigacion existe la posibilidad de que las bandas protéicas de
bajo PM presentes exclusivamente en los patrones protéicos
del tejido de C=.Cu., sean producto de la degradacién de pro-
teinas existentes en ol mismo patrén protéico debido a la ac-
cidn de enzimas proteoliticas presentes en el contenido poli-
peptidice de la membrana citoplasmatica, ya que se usé un
amortiguador libre de inhibidores de éstas enzimas. Y aun-
que los 3 patrones protéicos del tejido de Co.Cu. encontrados
en este trabajo fueron reproducibles y homogeneos, cabe la po
sibilidad de que existan una o varias enzimas proteoliticas
que actuén siempre sobre una misma poneina: Es necesario
para futuros trabajos del mismo tipo que el presente, intro-
ducir ensayos en los que se incluyan inhibidores de proteasas



en el amortiguador utilizado para el aislamiento de membrana
citoplasmatica y otros en donde no se usen inhibidores y en-
tonces comparar los patrones protéicos resultantes sugerencia

que ya se habia planteado en la presente discusion.

La disminucicn en {a concentracién de ciertas bandas pro-
téicas en los 3 distintos patrones del, tejido de Ca.Cu. com-
parados con ef perfil protéico del tejido de Cu. ¥, es otra
de las diferencias mas notables. Este aspecto fue mis ovi-
dente en las bandas polipeptidicas con un PM mayoer de 30 «D
{33; 37; 41 53 y 72 kD). Sin embargo, el decremento de ma-
terial protdico mas importante observade en los 3 perfiles
del tejido de Ca.Cu. fue en la banda polipeptidica de 63 kD
de PN; la cunal se presenta, en una concentracidsn muy alta en
al patrén protdico del tejido de cu. N {13 ug). comparada
con los de Ca.Cu. {3ug).

En primera instancia fo que se tendria que analizar ez si di-
cha banda protédica corresponde a la misma proteina altamente
densa y con un PM similar que se observa en el patrén del te-
jido de Cu. N Esto seria factible de lHevar a cabo a través
de la utilizacién de técnicas con anticuerpos monoclonales o
policlonales (79).

Una vez que se tuviera la seguridad de que se trata de fa
misma o mismas proteinas en ambos tejidos, se podria sugerir
que osta banda protédica de 63 kD presente en una alta concen-
tracidn en el patrén de Cu. N.. estd en menor concentracién o
estd alterada de alguna forma eon los patrones de Ca.Cu. €
mismo andlisis puede realizarse a todas aquelias bandas poli-
peptidicas de fos patrones de C(a.cu. que presentaron un de-
cremento en el contenido de su material protéico.

Otra  de fas observaciones interesantes. producto de Ia
comparacion entre los parfiles protéicos de los tajidos de
cérvix uterino normal y neoplasico: es que el subgrupo I del
tejido de c(a.tu, muestra caracteristicas muy similares a las
descritas para el patrén de Cu. M. sobre todo a nivel densito-
métrico. fLos otros dos subgrupos tienen un patrén protéico
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diferente al del Cu A Litin y = (38), realizaron un
analisis comparativo del contenido protéico de membrana cito-
plasmatica en 5 lineas celulares transformadas y una normal
detivadas de un sistema de fibroblastos de ratén BalR-C: y ob
sorvaron que una de las clonas celulares, la 3T127. presenta-
ba caracteristicas protéicas muy similares a las mostradas
por la linea celular normal (A“); a pesar de ser la linea ce
lular mas maligna de todas las estudiadas en este reporte.

Por o que sugirieron que, aparentemente, cambios miiltiples
en las proteinas y en glicolipidos membranales dan como re-
sultado un incremento en la inmunogenicidad y un decremento
en la tumorigenicidad de la célula transformada. En el pre-
sente estudio no se puedo definir una situacidn similar a la
teportada por Liti1n, dade que se desconocen la mayoria de las
caracteristicas histopatoldgicas asi come la  evolucién clini-
ca de las pacientes de las que se tomaron las muestra:. Pe-
ro son puntos de sumo interés que quedan por estudiar y que

se podrian retomar para futuras investigaciones.

La Técnica de Electroforesis en Geles de Poliacrilamida-
SDS del tipo unidimensional, es une de los métodos mas emplea
dos actualmente para el andlisis bioquimico de proteinas ce-
fulares (2 y S5) y se considera que es capaz de una resolu-
cion altamente fina de las diferencias entre las proteinas en
base a su carga y su tamano (5) Por ello se considera ade-
cuada para el estudio inicial del contenide protéico de Ia
membrana citoplasmatica de células epiteliales de tejido en
fresco humano de cérvix uterino, tanto normal como canceroso:
ya que no se tenian antecedentes de los cuales se pudiera par
tir. Sin embargo, hay que tener en cuenta en este estudio
que es posible que no todas las proteinas esten on cantidad
suficiente como para sobresalir en los patrones protéicos; pe
ro a pesar de ello. pueden tener un papei muy importante en
Ia funcién de la membrana. Ce aqui que se tenga que hacer
uso de técnicas adicionales (7%) que le proporcionen al méto-
do de electroforesis cominmente empleado una mayor sensibili-

dad para el registro de proteinas escasas. Otro punto es
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que algunas bandas protéicas, pueden ser representativas de
polipéptidos citoplismicos; que se adhieren a la membrana du-
rante su preparacién; o a la inversa, algunas proteinas de la
membrana que estin laxamente unidas pueden perderse. Por
ello, se debe tener mucho cuidado en la interpretacién de los
patrones protéicos que se obtengan; asi como en el manejo de
ftas fracciones membranales de donde se van a extraer las pro-
teinas para su analisis. Finalmente no hay que olvidar que
afgunas de las bandas que parecen ser una sdla proteina pue-
den estar formadas por varias de ellas. Debido a ésto, des-
pués de un primer anilisis protéico por electroforésis unidi-
mensional comin, es indispensable realizar otras pruebas con
mayor sensibilidad que permitan obtener resultados mds vera-

ces.

Como ocurre en la mayoria de los trabajos de investiga-
cidn, a pesar de haber cumplido con los objetivos de este tra
bajo y haber corroborado la hipdtesis; surgen nuevas inquie-
tudes, algunas de ellas ya planteadas en la discusién, y que
requieren del empleo de técnicas mas sensibles y sofistica-
das. Algunas de estas cuestiones son:

1) ¢Qué tipo de proteinas membranales, ya sea funcionales

o estructurales, son las que estdan alteradas en fos pa-

trones protédicos de!l tejido de ra.cu. ?.

2) ¢Podria haber, una o varias protelnas cuyas caracteristi-
cas o su presencia o ausencia, defina el tipo de compor-
tamiento que va a tener un determinado tipo tumoral de

Ca.cu. ?,

3) Tomando en cuenta los resultados aqui obtenidos como an-
tecedente, ise podria llevar a cabo un estudio similar al
presente en lesiones pre-cancerosas del Cu.; cuyo compor-
tamiento bioldgico es adn impredecible? Quizas, algu-
nas de las proteinas alteradas que se observaron en los
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patrones del tejido de Ceo.Cu.. tengan un significado bio-
{dgico clave relevante (por su presencia o ausencia), en

el desarrolio de este tipo de lesiones.

Tal vezx en un futuro el uso de la Electroforesis en el co-
nocimiento del contenide protédico de la membrana celular, sea
una herramienta mas indispensable, para predecir o definir,
el tipo de comportamiento biolégico que pudiera tener una de-
terminada lesion de tipo cancerosa del Cu.; lo cual ayudarfa
al clinico a elegir el tipo de tratamiento que se le propor-
cionaria a la paciente. Mas aun, si el estudio se realizara
en lesiones pre-malignas y resultara positivo, seria de mucho
mas valor ya que se podria predecir, junto con otros pardme-
tros clinicos ya establecidos. cuando una lesidn precancerosa
evolucionaria a una francamente cancerosa, o cuando retorna-
ria a un estado “normal”; algo ideal en el estudio del Can-

cer.
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9. CONCLUSIONES.

El objetive fundamental del presente trabajo de investiga-
cién, fue conocer de manera general, las alteraciones en el
contenide protéico de la membrana citoplasmatica de células
epiteliales de tejido en fresco humano de Ca.Cu. comparado
con Cu.N. y las conclusiones a las que se llegaron fueron las

siguientes:

1) Fue posible obtener un Patrén Protédico caracteristico al-
tamente reproducible, de membrana citoplasmética de cé-

fulas epiteliales de tejido de cu. N.

2) Al estudiar el contenido protéico de membrana citoplas-
mética de las células epiteliales de tejido de cCa.Cu.,
Eptdermotde Invasor, se observaron 3 tipos distintos de
patrones protéicos de los cuales, uno de ellos fue o mas
pradominante. Pero no se encontré, un patrén protéico

Unico y caracteristico del ca.Cu.

Al hacer un anilisis comparativo de los patrones protéicos
obtenidos, tanto de Cu.N. como de ca.Cu. se encontré lo si-

guiente:

a) Los 3 patrones protéicos derivados de Ca.Cu., estdn alte-

rados con respecto al de Cu.N.
b} Las alteraciones que mostraron los patrones protdicos de

fa.Cu., se presentaron tanto en proteinas de alto PM como

en proteinas de bajo PM.
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c)

d)

Las modificaciones que se observaron on los patrones pro-
téicos de Cz=.vu.. fueron: pérdida de bandas protéicas,
predominantemente de aito PM; asi como la presencia de
un mayor numero de bandas protéicas. sobre todo. de bajo
PM. Estas diferencias fueron estadisticamente «ignifi-

cativas.

Finalmente, otra de 1ias alteraciones encontradas en los
patrones protéicos de cCa.Cu. , fue en cuanto a la cantidad
de material protéico o concentracion de proteina. Asi
se observé, que en los patrones protéicos de (a.Cu., hay
una menor cantidad de material protéico. comparado con
los patrones del tejido de ~u.N.: sobre todo, en una ban-
da con un PM de 63 kD, lo cual fue estadisticamente sig-

nificativo.
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APENDICE

11.1. REACTIVOS.

Cloruro de Sodio (WMol -Baker-).

Agua Bidestilada (N,O 8

Sacarosa (Cann“ -Bakes-).

Acido Clorhidrico (N1 -Merck-).

Carbonato de Sodio (Nazco, ~Bakes-).

Hidréxido de Sodio (NaH -Baker-3.

Tartrato de Sodio y Potasio;

(KNaC H O 44 0 -Baker-)

Sulfato Cuprico (Cutd, SH O - Baker-).

Folin-Ciocalteu (-Sigma-).

Sero Albumina Bovina (SAB -Sigma-).

Acido Sulfurico (HlS‘O‘ -Baker-).

Fosfato de Sodio Monobdsico (NaH PO H O ~-Baker-).
Fosfato de Sadio Dibidsico Anhidro (NaxHF\J‘ -Baker-}.
Dodecil Hidrogenoaulfato, Sal Sdédica:

{SOSs 7t aNe0 5 ~Merck-).
Acrilamida (c,ngm -Sigma- ).
Bis-Acrilamida (-Sigma-)
Persulfato de Amonio (um‘;u:szo_ -Baker-).
NANN' N° -Tetramatil-Etitlenodiamina (TEHED -Sigma-).
FMercaptoetano! (HSCHZCHIOH -Merck-).

Etanol (CH L H ON -Laitz-).

Azil de Bromofenol (-Sigma-)

Glicerol (L“N’x OH.1, -Sigma-).

Azil Brillante de Coomassie (-Sigma-)

Metanol ("H1("N -Baker-).

Acido. Acético Glacial (CH’COON -Baker-)

Acido Tricloroacético (CCl‘CQ)N -Sigma-).

Acido Malibdico:Sal de Amonio:

("NN‘_‘OHo_)Oz‘ 4H20 -Sigma-),

L
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Equipo de Reactivos de Prueba peara (a 5'-Nucleotidasa
(-Sigma-}.

Equipo de Reactivos de Prueba para la Deshidrogenasa
Ldctica (-Lakeside-}

Fosfato de Potasio (kK FO, -Baker-).

Suifato Farroso (Feso. TH!O -Baker-).

TRIS (Hidrometil-Aminometano) (C‘H“NO! -Sigma-).
Glutaraldehido.

Tetroxido de Osmio (Os'").

Hematoxilina.

Sulfato de Aluminio y Potasio.

Oxido Rojo de Mercurio.

Orange G-6.

Acido Fosfotingstico.

Verde Claro SF.

Pardo de Bismarck.

Eosina Y.

Eosina Azulosa.

Carbonato de Litio.

Xilol.

Resina Sintética.
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11.2. SOLUCITONES.

11.2.1. Solucién para la Obtencidn del Epitelio Escamoso Estra-

tificado.
n2uiu Solucion Salina al 098X.
Cloruro de Sodio SO g
Aforo  con HQO bidestilada a 0000 mi.

11.2.2. Soluciones para la Obtencidn de Membranas Citoplasma-

ticas.

11.2.2.1. Solucidn de TRIS t M
TRIS 121 e
Aforo con H O bidestilnda a 000 =i,

11.2.2. 2. Solucién Amortiguadcera de Sacarosa 025 M, TRIS-HC!H
003 M, pH T2,

Sacarosa 856 g.
Solucidn de TRIS 1 M 30 =t
Aforo con H,O bidestilada a 1000 =2

11.2. 3. Soluciones para la Cuantificacién de Proteina por el Me-
tode de Lowey.

11.2.2.1. Solucidon de Hidréxido de Sodio O4 N.
Hidéxido de Sodio 40 ¢
Afore con H:O bidestilada a 10000 al.

112 3.2, Solucidn de Carbonato de Sodio al 2% en Hidréxide
de Sodio O1 N.
Catbonato de Sodio 200 =
Aforo con kidréxide de Sadio OI N a 10000 =1,



11.2.3.3.

11,23,

i

11.2.3.7.

Solucisn de Tartrato de Sodio-Potasio al 2%.
Tartrato de Sodio-Potasio 20 =
Aforo con HO bidestilada a 1000 mtL.

Solucidn do Sulfate Cuprico al 14 ‘

Sulfato Cuprico 10 s
Aforo con HzO bidestilada a 1000 =i,
Solucidn A.

Es una mezcla que esta constituida por:
Solucion de Carbonato de Scdio al 2% en:

Hidréxido de Sodio O N 49.0 ml.
Solucion de Tartrato de Sodio-Potasio

al 2% 05 mi.
Solucién de Sulfato Caprico al 1% 05 ml.

Solucién de Folin Ciocalteu 1 N.
Folin-Ciocalteu (2 N) 30 ml.
HaO bidestilada 30 nmt.

Se preparn en el momento de la prueba,
Solucidn estandar de Sero Alblimina Bovina (1 mg/mtl).

Sero Albumina Bovina (SAB) 1.0 mg.
H,O bidestilada 10 mt.

11. . 4, Soluciones para la Determinacisn de la Actividad Enzima-

tica de la 5’'-Nucleotidasa.

1t.2.4.1.

Solucién de Adenosin 5°-Monofosfato 238 »M, TRIS-
HCl 100 mM, pH 75

Adenosin 5° -‘Monofosfato 868 mg.
Solucisn TRIS 1 M 105 ml.
Aforo con H:O bidestilada a 1050 mt.
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11.2.4.2. Solucién de Glicerofosfato 152 mM, TRIS-HCI 100 mM,

pH 75.

Glicercfosfato 195 nma.
Solucisn TRIS | M 05 mi.
Aforo con Hao bidestilada a 1050 mi.

11.2.4.3. Solucidn de Acido Tricloroacético al 30X.
Acido Tricloroacético 300 g
Aforo con HzO bidestilada » 1000 mt.

t1.2.5. Soluciones para ja Determinacion de Fosfatos por e Mé-
todo de Tanosky y Shorr.

11.2.5.1. Solucidén de Acido Suifirico 10 N.
Acido Suifirico Concentrado 2780 =m!l.
Aforo con H.O bidestilada a 10000 ml.

11.2.8. 2. Solucidn de Molibdato Amdnico al tOX.
Molibdato de Ameonio 500 g.
Afoto con Acido Sulfurico 1ON « 5000 =mi.

11.2.58. 3. Solucion de Molibdato Ferroso.

Solucion de Molibdato Amdnice al 10% 100 mi.
Sulfato Ferroso 50 &.
Aforo con H:O bidestifada a 1000 ml.

11.2.5.4. Solucidn Patrén de Fosfato de Potasio 5 mM en Acido
Tricloroacético al O5%.

Fosfato de Potasio 0068 g
Acido Tricloroacético 05 a.
Aforo con H’O bidestilada a 1000 nmt.
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11.2.6. Soluciores para la Leterminacion de la Actividad Enzima-
tica de la Ceshidrogenasa Lactica.

11.2.6.1. Solucién Amortiguadora de Fosfato de Potasio 50 mM,

pH 75.
Fosfato de Potasio 068 «.
Aforo con HIO bidestilada a 1000 mt.

i1.2.# 2. Solucién de Piruvato (Sustrato) 06 mM.
Piruvato 53 my.
Aforo con Solucidn Amortiguadora de
Fosfate de Potasio SO mM, pH 75 a 1000 =i

11.2.%. 3. Solucidn de Adenosin INicotinamida Dinuclestido, for-
ma reducida (NACH), 018 mM.
Tableta de NAGH con C© 359 mg.
Solucién de Piruvato 06 mM en Solucion
Amortiguadora de Fosfato de Potasio 50 mM
pH 75 3.0 mi.

11.2.7. Soluciones para la Elaboracién de los Geles de Poliacri-
lamida-SDS.

11.5.7.1. Solucion Amortiguadora de Fosfatos-SOS, 02 M, pH

T2,

Fosfato de Sodio Monobasico 78 4.
Fosfato de Sodio Dibdsico Anhidro 205 g.
Dodecil Sulfato de Sodio 20 ¢
Afore con HIO bidestilada a 10000 nmt

11 &.7.a. Solucidn de Acrilamida al 40%.

Acrilamida 400
Afaro con HIO bidestilada a . 1000 =t

,
Lero aeluticn 2o goltra despne's de Que ge prerara y

o
se Nuardo en un frasce arbar a 400,
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11.2.7.

i

11.2.7. 4.

11.2.7.7.

11.2.7.9,

Solucidn de Bis-Acrilamida al 2%.
Bis-Acrilamida

Aforo con HzO bidestilada a

Este enluctdn ca tiltra despue's de ue

se guzrsa en un grasco anbar a 4°C.

20
1000

-4
mt.

se prepara y

Solucién de Persuifato de Amonio (15 mg-mt).

Persulfato de Amonio
Hzo bidestilada

150
1.0

me.

mt.

N v
Lsta soiucron <o prepara momentos antes de usarse.

Solucién de TEMED.
TEMED

Solucion Amortiguadora de Fosfatos-SDS Ol

0030 mt.

7 2. Solucién Amortiguadora de Fosfatos-SDS

02 M pH 72
Aforo con HlO bidestilada a

Solucién para Desnaturelizar Proteinas
Dodecil Sulfato de Sodio
(-mercaptoetancl (14 M)

Afora con Solucion Amortiguadora de
Fosfatos-SDS O/ M, pH 72 a

Solucidn Indicadora del Frente de Ila
troforética {Solucién 11).
r-mercaptoetano! (14M)

Azil de Bromofenol

Glicero!l

Aforo con Solucion Amortiguadora de
Fosfatos-SDS 02 M. pH 72 a

Solucién de Metanol al 50%.

Metanol al 100%
Aforo con H,O bidestilada a
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0.0

Corrida

oS5

23

50

13.0

2500
5000
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11.2.7.10,

11.2. 7.1

11.2.7.12.

Solucisn de Coloracicn.

Azul Brillante de Coomassie

Acido Acético Glacial

Aforo con Solucién de Metanol

al 504 a

ina vez m2zclados los cemponentes, se

2
lucron.

Solucidn de Cacoloracidn.
Acido Acético Glacial
Metanol al 100X

Aforo con Hzo bidestilada a

Solucion de Conservacidn.
Acido Acético Glacial
Aforo con on bidestilada a

11.2.8. Soluciones para la Tincién con Papanicolaou.

11.2.e.1.

1r.2.8.2.

Solucién de Hematoxilina de Harris.
Cristales de Hematoxilina

Sulfato de Amonio y Potasio
Oxido de Mercurio Rojo

Alcobhol Etilico Absoluto (100%)
Aforo con HZO bidestilada a

Solucién de “Orange G-6".

Orange G-6 en cristales

Acido Fosfotingstico

HIO bidestilada

Aforo con Alcohol Etilico al 95X a

125 z.
450 nmi.

5000 mi.
filtra la so-

750 =i,
500 mi.
10000 nml.
750 ml.
10000 mt.
25 4.
500 .
125 g.
250 =nt.
5000 mi.
50 ¢.
0.075 «.
S00 n!.
5000 nt.



1.2

11.&.9.

.&.3. Solucién de EA-50.

Verde Clato S. F. {amariliento} 25 ¢
Pardo de Bismarck 25 -~
Eosina ¥ {amarillenta) 25 r.
Acido Fosfotungstico 10«
Solucion saturada de carbonato de Litio

on HzO bidestilada 5 gotos.
HZO bidestilada 750 mt.
Aforo con Alcohol Etilico al 951 a 5000 mi.

Soluciones para la preparacion de fas muestras para M-
croscopia Electrénica de Transmisisn.

11.2.%.1. Solucion de Glutaraldehido al TOX.
Giutaraldrhido YOO 1.
Aforo con HzO bidestilada a I0Q0 mi.

1L.a

.2.2. Solucién Amortiguadora de Fosfatos O4 M, pH 7.35.

Fosfato de Sodio Dibasico 355 4.
Fosfato de Sodio Monobisico Anhidro 345 «.
Aforo con H)O bidestilada a 5000 mi.

>3 1. Solucion de Glutaraldehido al 25% en Amortiguador de

Fasfatos O.1 M, pk 735,

Glutaraldehido al TO% 04 nt.
Aforo con Amortiguadar de Fosfatas
QI M ph 735 a 1000 mi.

G. 4. Solucion de Tetrdxido de Oamio al 1% en Amortiguador
de Fosfatos Ot M, pH 735,

Tetroxido de Osmio 10 ».
Amortiguador de Fosfatos O M, pH 7.35 400 m!
Afora con H O hidestifada a 1000 ni!
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11.2.10. Soluciones para {a Tincidn con Hematoxilina-Eosina.

11.2.10.1. Solucidn de Hematoxilina de Harris.

Hematoxifina 10 &
Oxido Rojo de Mercurio 05 g.
Sulfato de Aluminio y Amonio o Potasio 200 g.
Alcohol Etilico Absoluto (100X} 100 ml.
Aforo con H!O bidestilada a 2000 =i,

11.2.10. 2. Solucién de Eosina-Alcohdlica.

Eosina Azulosa 10 4.
Orange G 10 &
Aforo con Alcohol al ?O% a 1000 mi.
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11.3. EQUIPO.

Balanza Analitica (Sartorius, 2001-MP2).
Potencidmetro (Corning, Modelo S5).
Homogenirador Vidrio-Teflon (Pyrex, 7725).
Politrdn {PCU, Drehzahlregler, Kinematica Gmbh).
Centrifuga Refrigetada {Sorvall, RC-58).
Rotor tipo SS34 {Sorvall).

Refrigerador (Bendix).

Ultracentrifuga (Beckman, Modelo L5-658).
Rotor Tipo S0 {Beckman).
Espectrofotometro (Zeizz, PM2-DL).
Micropipetas de 0-50pt (Finnpipettiel.
Micropipetas de 0-250u.1 (Finnpipette).
Termémetro {(Propper Trophy, F 3498).
Bafio de HZO con contro! de Temperatura (Modelo BMT-8)}.
Barras Magnéticas.

Agitador Magnético {Corning, PC-351}.
Vortex (Corningl.

Ciémara de Electroforesis {Buchler, 3-1500).
Fuente de Poder para la Electroforesis,
{Buchler, 3-1500).

Densitdmetro (Gelman, DCD-16)}.
Microscopio de Diseccién {Zeizz}.
Microscopio Optico (Zeizz, Modele 730}
Congeladar ~TO°C (Ultra Low, Rovco).
Fotomicroscopio 111, para jux tranamitida,
{Carl Zeizz, D-7082, Oberkochen).
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11.4. TECNICAS.

11.4.1. TECNICA PARA La OBTENCICN Y PPEPAPACION
DE IMPRONTAS.

Se tomaron improntas de cada una de las muestras o biop-
sias colectatadas de Cuw.N. y Ca.Cu. para confirmar el diag-
néstico histopatoldgico y verificar que la muestra con la que
se trabajc, fuese unicomente tejido normal o canceroso (neo-
plisico ). segin el caso.

Una vezr colectada Ila biopsia. se Jlavaba en solucidén salina
(11.2.1.1.) para retirar el detritus celular y la sangre. El
tejido se colocaba, con unas pinzas finas, sobre un porta ob-
jetos limpio y seco que previamente se habia rotulado con el
nimero de expediente de la paciente, fecha y nimero de mues-
tra. Posteriormente se hacia un extendido delgado y unifor-
me del tejido sobre la laminilla. Dicha preparacién se co-
locaba en un lugar seco y aerado a temperatura ambiente para
que se eliminara el exceso de agua. Enseguida se fijaba la
preparacion sumetgiéndola en alcoho! etilico al 96X, hasta
que se hicieron las tinciones correspondientes.

Las preparaciones de improntas de cada biopsia de tejido tan-
to normal como neoplasico. se hicieron por duplicado con el
objeto de realizar dos técnicas de tincion diferente que per-
miten un mejor diagndstico. Se usé la Técnica de Papanico-
laou (11.4.1.1.) y la Técnica de Hematoxilina-Eosina (11.4.-
1.2.). El tejido restante de Ia impronta, se almacend a

-70°C con.voniontomento otiquetado.
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11.4.1.1. TECNICA DE TINOION DE PAPANICOLAOU.

Esta técnica es muy util para las preparaciones de im-

prontas [extendidos), y se basa en la reaccién quimica de los

colorantes con los elementos celulares. Es una tincion tri-
crémica a base de Hematoxilina de Harris, que tine los nu-
cleos; el * Orange G-6 *, que colorea los citoplasmas trans-
parentes y el " EA-50 *, que tine los citoplasmas mds densos.

La técnica consiste en lo siguiente:
tas preparaciones fijadas en alcohol etilico al 96%, se fue-
ron sumergiendo secuencialmente en las soluciones que a con-

tinuacidn se mencionan:

Agua de la llave 5 banos.
Hematoxilina de Harris (211.2.8.1.) 3 minutos.
H’O bidestilada 3 badnos.
Alcohol al 96% 10  banos.
Aleohol al 96% 10 banos.
Alcohol al 96X 10 baRos.
Orange G-6 (11.2.8.2.) 30 segundos.
Alcaohol al 96% 10  bafos.
Alcohol al 96% 10 bafos,
Alcohol al 96% 10 banos.
EA-50 (11.2.8.3.) 3 minutos.
Alcohol al 96% 10 baios.
Alcoho! al 96% 10 baRos.
Alcohol al 96% 10  bahos.
Xilol 10 banos.
Xilol 10 bainos.
Xilol 10 bafos.

Sin permitir que se secara el material tedido, se cubrié con

unn resina sintética y se colocd encima una laminilla cubre-

objetos.
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11.4.2.2. TECNICA DE REGISTPD FOTUCPAFIO: PARA LOF Pa-

TEPVIX UTERING NCOMAL Y

Se tomaron fotografias de los patrones protéicos mas re-
presentativos del estudic de 1a membrana citoplasmitica de
las células epiteliales del 7u N y del Ca.lu También se
tomaron fotografias de los patrones de las proteinas marcado-
ras de peso molecular conocido las que se utilizaron como re-
ferencia para calcular el pese molecular de las proteinas es-
tudiadas do Cérvix Uterino.

Las fotografias se tomaron con una camara Nivon de *mm, en
la cual se colocd un Filtro Amarille en el jente. La peli-
cula que se utilizé, fue la rodalith, wrtha 6356, Tips 3; con
P asa B, DIN 8.

ra imprimir las fotos en blanco y negro fue el Tlrord 7 4.

un Dratragma 4 Y el papel que se uss pa-

11.4. % TECNICA PAPA LA OBTENCICW DEL EPITELIO ESCAMO~
SO ESTRATIFICADD PLANO NO QUERATINIZANTE, OEL
ZERVIX UTERINO.

Cebido a que el Cu. N. como el Ca vu. esta constituido his-
toldgicamente por capas de cdlulas de epitelic escamosoe es-
tratificado plano no queratinizante y por una capa de tejido
conectivo celular (estromal, fue necesario realizar una mi-
crodiseccion a2 cada una de las biopsias colectadas de ceérvix
uterino, para obtener el epitelio libre del ostroma. Con
este propdsito se colocs la muestra en una caja de petri con
solucion de wNaorl al O9% (131.2.1.1.) El tejido conectivo
se fue separando poco a poco del tejido epitelial de manera

mecanica, observando a través de un microscopio de diseccidén
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y con la ayuda de un bistur]l y unas pinzas muy finas. Una
ver aislado el tejido epitelial, se lavé varias veces con so-

lucign fria de w~ac! al O9% para quitar los restos de estro-

ma. Después, el epitelio se colocs en una gasa para elimi-
nar el exceso de liquido y enseguida se pesd en una balanza
analitica. Posteriormente se almacens a -70°C hasta la rea-
fizacidn del siguiente procedimiento. . Para conservar la

funcionalidad de las proteinas que constituyen (& membrana
citoplasmatica y evitar desnaturalizacisn de las mismas, el

manejo del epitelioc fue a &4°C.

11.4.4. TECNICA PAPA LA CORTENCION DE MEMBRANA CITO-
PLASMATICA.

La fraccidn rica en membrana citoplasmatica se obtuvo si-
guiendo {a metodologia reportada por Jorgensen {74). Y que
consiste en {o siguiente:

1) La muestra de epitelic escamoso estratificado plano no
queratinizante libre de estroma, se colocd en un tubo de
polietileno. y se le adicionaron 10 mt de solucién de Sa-
carosa-TRIS-HC! (11.2.2.2. ) por cada gramc de epitelio.

2) El tejido epitelial suspendido en la solucion de Saecarcse
TRIS #Cl, se homogenizéd primero en politrén durante | mi-
nuto a velocidad media y posteriormente en un homogeniza-
dor de vidrio-tefion, dandec 5 gnipes a velocidad total.
Ce este homogenado celular, se separd una alicuota de
250 Ll y se guardé a -TO°C pers utilizerlo en prusbes

posteriores.
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3)

4)

5)

6)

El homogenizado se centrifugé en una centrifuga Sorvall
(RC-5B), a 7250 RPM. durante 15 minutos a 4°C, en un ro-
tor tipe SS8S34 Se separs ¢l sobrenadante y se guards a
4C.

El sedimento se resuspendid por homogenizacién en e! ho-
mogenizador de vidrio-teflén en el volimen original de la
solucidon de Sacarosa-TRIS.HCl y se centrifugé a 7250 RPM
por 15 minutos.

Los sobrenadantes de Ja primera y segunda centrifugacion,
se combinaron y se centrifugaron a 27500 RPM en una ul-
tracentrifuga Beckman (Modelo L5-65B), durante 30 minutos
en un rotor tipo 50.

El sedimento, que es la fraccidn rica en membrana cito-
plasmatica, se resuspendic en la solucidn de Sacarosa

TRIS.HCl y se almacend a -TO°C hasta que se hicieron las

siguientes pruebas.

11.4.%5. TECNICA PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS,

Las proteinas de la fraccién rica en membrana y del homo-

genado celular, se cuantificaron por el método de Lowry

(72) que a continuacidn se desctibe:

3]

Se construyé una curva patrényirtiendo en tubos de ensa-
ye de 13 x 100 mm, una solucidn estandar de Sero Albumina
Bovina (SAB) de 1| mg-mt (11.2.3.7.) a las siguientes con-

centraciones:
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uso SAB g saB ruls HO xudest cpls VOLUMEN TOTAL ui>
1Y o o =0 >0

2 10 10 40 50

E] z0 20 30 so

L) 30 30 20 L

3 -0 40 10 SO

- S0 30 o 30

2) Se tomaron 50 pt de las muestras problema. Los tubos de
la solucién estindar de SAB y los de las muestras proble-
ma se procesaron de manera semejante

3) Se adicionaron a cada tubo 2 =t de la solucién A {11._2.
2.5.) y se agitaron.

4) Se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente.

5) Se agregaron a cada tubo 02 mn! de la solucisn de Folin
Ciocalteu 1 N (11.2.3.6.) en cada tubo y se agitaron in-
mediatamente.

6) Se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente
para que se desarrollara el color.

7} Se leyd la densidad Sptica a 750 nm, en un espectrofots-
metro (Zeizz). Se utilizé agua bidestilada como refe-
rencia.

8) En papel milimétrico se hizo una grafica de la Densidad

Optica (ordenada) vs Concentracién de SAB (abscisa), para
obtener la Curva Patrén.

136




Ejemplo:

SaB pgomoul DENSIDAD OPTICA ’ ?S0Onm)
o o
-1 a. 067
20 ©.128
0 0.183
o o. 230
so o.314

DATCS DE LA REGRESION LINEAL.
Ordenada al Crigen (bd = 00,0031
Pendiente Cmh = 0. 00825

Facter de Correlacidn Cf.c. ) = O, 93009

GRAFTI CA

0.4

0,31

0.21

DENSIDAD OPTICA (nm)

0.0 T T T ™ T

0 10 20 30 40 S0 60
S.AB. (ug/50p1)

S} El calculo de los g de proteina en 50 1l de eada muestra
problema se hizo extrapolando su Densidad Optica en la

Curva Patrdn

10) Los resultados se transformaron a mg-mi.
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11.4.86. TECNICAS PARA LAS PRUEBAS [E FUNCIONALIDAD EN-
MAaTICA.

11.4.6.1. DETESMINACION DE LA ACTIVIDAD )

LA 50 -

ATICA DE

La determinacion de la actividad enzimdtica de la 5°-Nu-
cleotidasa {5°'Nt), se llevéd a cabo siguiendo el método de D:-~
xon y Purdem (88) Ef método toma en consideracion que el
Adenosin 5'-monofosfate (AMP)}, no sdlo es sustrato de la 5°-
Nt

ello propone una forma de estimar la actividad real de la 5'-

, sino que también lo es de fosfatasas inespecificas, por

Nt sobre el AMP para ello utilizan un segundo sustrato sdlo
para las fosfatasas inespecificas: el Glicerofosfato. Las
teacciones que se llevan a cabo en este proceso son:

5. wt
ad AMP ————————— Fosloro Inerganico (PiY =+ Adencsina

fosfatasae
b3 AMP e 4 P o+ A
incrgantcas
fosfatasas
¢) Glicerofosrato e ———————y P1 + Glicerol
Lnerganicas
Debido a que las tres reacciones seo realizan simultineamente,
se considera la produccién de P1 total. Por lo que, al ter-
minar la reaccidn., se resta el P formadoe en la reaccién <>
del producido en las reacciones ad <+ b, De ésta forma, se
logra calcular la actividad real do la B°Nt, que se reporta
on nmoles de Pi liberade-my pratefnasminuto.
Se utilizaron dos diferentes medios de reaccidn: Adenosin 5'-

mopcfosfato 2. 3% mM, TRIS-HC! 100 mM a pH 7.5 (11.2.4.1.), vy

Glicerefosfato 1.52 mM, TPIS-HCL (20 M a pH 7.5 (11.2. 4. 2. ).
La metodologia fue la siguients: A 480 .t de! medio de reac-
cién (1 y 11), se le adicionaron 20 ul de la fraccion rica en
membrana citoplasmatica (001 a Q.03 ~y de proteinal v homo-
genado celular (005 a 00! mg de proteina), segin el caso,
el volimen final fue de 1.0 nl. La reaccidn se llevd a cabo

a 37°C, siguiendose por espacic de 100 minutos y dateniéndola
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por la adicisn de | =! de dcido tricloroacético frlo al 30%
o2 a0 ) El fésforo inorganico que se liberé durante el
proceso, se determind mediante la técnica de Taussky y Shorr
(1. 4.6 2. )

11.4.6.&. DETERMINACION DE FQSFATOS.

Se cuantificd el Fosforo Iorganico (P1), siguiendo la
técnica reportada por Taussky y Shorr (90), que consiste en

lo siguiente:

1}  Se construyé una Curva Patrén de Fosfato de Potasio (KH_~
PO} 5 mM en dcido Tricloroacatico al O5% (11.2.8.4.),
la cual contenfa las siguientes concentraciones de Pis 1
mt de Hzo bidestilada:

TURD P11 (nmoles. SOL. KH PO #_O BIDEST, VOLUMEN TOTAL,
aply 1l eply
o ] L] [¥alele] 1000
1 123 23 o 1600
2 250 =o ono 1000
] »s kel oz 1000
. soo 100 Lol 1000

2) Se adicioné a todos los tubos de la curva-patron asi como

a los tubos que contenian las muestras problema tratadas
para Ia determinacién enzimitica de la 5°-Nt, 2ml de so-
lucisn de Molibdato Ferroso (11.2.5.3.) y se agitaron vi-

gorosamenta.
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3) Se incubaron por | minutc a temperatura ambiente para que

se desarroliara el color.

4) Se leyc la Densidad Optica a 660 nm, en espectrofotdmetro
{Zeizz} y se utilizo HIO bidestilada como referencia. .

§) Se hizo una grafica en papel milimétrico de la Densidad
Optica vs Concentracién de Pi.

6) La Densidad Optica obtenida por cada muestra probiema, se
extrapolé en la curva-patrén y se obtuvieron los nmoles
de Pi liberado en las muestras problema.

11.4.6.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LA DESHIDROCENASA LACTICA.

La actividad de la Ceshidrogenasa Lactica (LDH), se deter-
miné por el método “estandar optimizado de la Sociedad Alema-
na de Quimica Clinica: Monotest b™; en ol cual la LCH catali-
za la conversion de Piruvato a L-lactato llevandose a cabo
una oxidacion del NADH a NAD. La reaccidn quimica en la que
se basa ésta prueba es:

. LoM
Puuvalo « NADN « W —ed L-Loctale « NAD™

La tdcnica utiliza un medio de reaccisn que contiene:

NACH 048 mM {11.2.8.3.), Piruvato O6 mM (11.2.6.2.) en
amortiguador de Fosfato de Potasio 50 mM, pH 75 (11.2.68.1.)
y la metodologia fue como sigue:

A 675 ;:1 del medio de reaccion, se le adicionaren 25 ut del
homogenado celuler (de OOt a 02 ng de proteina). o bien, de
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la fraccién rica en brana citopl tica (0OO1 a Oldmg de
proteina)teniendo un volimen final de 700 .

La actividad de fa enzima LCH, se determind a 235°C a 265 nn
(UV.). por espacio de 5 minutos, registrando los cambios de
densidad dSptica (DO.) cada minuto. Una unidad de la acti-
vidad de la LLDH, se define como la cantidad de actividad de
LDH que cataliza la conversion de | micromol de piruvato a 1
micromol de lactato en un minuto a 365 nm y se reporta como
los pmoles de lactato producido-minuto-me proteina.

11.4.7. TECNICAS PAPA LA SEPARACION DE PROTEINAS CON-
TENIDAS EN LA FRACCION DE MEMBRANA CITOPLASMA-
TICA.

La separacisn de las proteinas contenidas en Ia Fraccidon
Rica en Membeana Citoplasmitica, se hizo por medic del método
de Electroforesis en Geles Cilindricos de Poliacrilamida-SDS,
en condiciones decsnaturalizantes, técnica reportada por Weher
y Osbtorn (73). De esta manera se conoce el mimero de pro-
teinas existentes en la fraccidn microsomal asi como su PM.
Eoto ademds permite visualizar, =i Ja imagen electrofordtica
de Ia muestra de tejido de Cu./N. difiere de la de Ca.fuv. h-

vasor.
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ajl

b}

<}

TE GELES DE POLIACFILAMIDA AL

1t.4. T L. PREPARACY
LR CON FOS.

Con el propésite de preparar el gel separador de polia-
eritamida-S0S . al 75%, se hizo la siguisnte mezcla a

temperatura ambiente ¥y con agitacion constante.

Solucion amertiguadora de fosfatos-SCS

O2 M phH 72 (11, 8.7,1 150 ~t,
Solucidn de acrilamida »f 4O S 563 ~¢
Solucidn de bis-acrilamida al 2% .73 3.05 =~ .
Solucion de persulfato de amonio f12.2 7. 4.3 180 ~i.
Solucion de TEWED (11.2. 7.5 1 003 =
on bidestilada 48 =
£1 Parsolesre e smern s el TEMED, se acdigicnon

at final o la mescla,

Para preparacién el gel concentrador e poliacrilamida-
S80S al 3%, se hicieron las siguientes mezclas con agita-

cidn constante y a temperatura ambiente:

Solucidn amortiguadora de fosfatos-SDS

O2 M pk 72 (11,2 "1 ) 125 mi.
Sotucion de acrilamida al 40% (1. 2.7 2.) 02 nt.
Solucién de bis~acrilamida af 2% (11.2.7.3.) 01 mi.
Solucién de persulfato de amonio 111.2.7,.4.) 0.128~:.
Solucion de TEMED (1t.2. 7. 5.) QO003~1.
H}O bidestilada 082 nt.

El Fersulfnre de Amc-r2 351 zome 2t TEHED, se adicionen

=2t firal de i1 wnezcla.

Los geles se prepararon en tubos de vidrio de 125 cm de
tongitud con un didmatro interne de 4 mr; se sellaron de
un extremo con purafilm, En estos tubos. se virtieron 2
a! de fa mezcla de poliacrilamida-SCS al '7.58%.  sSobre ésta
salucion se anadieron 300 ;@ de la mezcla de poliacriia-

mida-SUS al 3% en forma de gradiente y encima de ésta ai-
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tima coapa de poliacrilamida, se calecd 250 p! de Hzo bi-
destilada. fos qgeles se dejaron polimerizar a tempera-

tura ambiente

11.4.7. 2. TRATAMIENTC [E LAS PROTEINAY MEMBRANALES.
PARA SEPAPARLAS A TPAVES DE ELECTROFORESTS.

Se trataron 50 .+ de proteina de cada una de las muestras
problema. de la siguiente manera:

a) En un tubo de ensaye de vidric de 12 x 75 =m, se coloco
la proteina a fa cual se le adicionaron 10 ut de la Solu-
cidn T (11.2.7.7.). El tubo se puso en un bafio Marfa, a
punto de ebullicién por | minuto. El volimen total de
ia proteine més ef de la Sclucidn I, fue de 100 wt.

b} Se adicionaron a la mezcla anterior 50 u»! de {a Solucion
1T (11.2.7.8.) Esta mezcla total fue la que se corrid
en la electroforesis.

11.4.7.3, ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-
SnS.

a) Ye extrajn el HIO del extremo superior del tubo que
contenia ol gel de poliscrilamida.

]

b) Se colocaron los tubos en la camara de selectroforesis
tFeg. 22).
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el

d)

e)

f)

h)

k)

Se llenaron las camaras con la Solucién amortiguadora de
fosfatos-SOS O M, pH 72 (11 2.7 ), hasta que se cu:

brieron bien los tubos.

Se colocéd en los tubos con el gel de poliacrilamida 150

pl de la mezcla de proteina tratada.

La electroforesis s3e corric aplicande una corriente elde-

trica de 4 mA por tube durante | hr.

Una vez pasada la hora de corrida a 4 mA. se auments la
corriente eléctrica a 8 mA por gel. hasta que el frente
del colorante indicador (Solucidn IT. =-1:.&.7.3.-) llegd

al extremo inferior del tubo.

Se sacaron los tubos de la camara y se extrajeron los

Se midis la distancia de migracién del colorante indica-
dor desde el origen., hasta la zona de tincién més densa

del mismo.

Se tiRieron los geles durante 5 hrs, en la Solucién de

coloracion (11.2.7.10)
El exceso de colorante de los geles se elimind colocan-
dolos en [a Solucion de decoloracidn (11.2.7.11.). hasta

que sélo las bandas de proteinas, estuvieron tenidas.

Finalmente, los geles 3e sumergieron en la Solucisn de

conservacion (11 2, 7. 12 ).
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12 Tiros de ¥rdrge,
20 dmwera Infarior
3> amarax Super:ior

42 Electraodos.

FlLE S & Esquensy ael  4parata e Tlacstrofares:s  en

F2les Crlindricos ds Foliserilamds

11.4. % TECNIfA DE ANALISIS DE LA CONCENTRACZION PPO-
TRICA,

11 4.5.1. DENSITUMETRI a.

El analisis cuantitativo de las fracciones o bandas pro-
téicas que se separaron por Electroforesis, se hizo por medio
de un Densitémetro {Gelman, [XCD-16) {16 y 17}, En eeste me-
todo mediante un Sistema Optico especial. se mide la cantidad
de luz tranamitida o ia intendsidad de juz reflejada por ia
fraccion de la proteina teiida. Para el registro de &atas
meditionas, el densitdmotro tiene acoplade un sensor en forma
de plumitla. que muestra en forma esquematica de valles y pi-
cos, los coambios en el indice de refraccisn a lo largo del
gel. Estos picos y valles. reflejan cambios en la conaen-
tracion de cada una de las proteinas sepuradas por electro-
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foresis v que se encuentran contenidas en el gel. Por lo
que e! irea bajo un pico, es proporcional a la concentracidn

del componante correspondiente en la mezcla de proteinas.

t.os pacos que se siguicron para el .andlisis densitométri-
co de lag bandas proteicas separadas por slectroforesis, se

enumeran a continuacidn:

1) El gel una ver tefido. decolorado y puesto en conserva-
cién, s» montd ¥ centrd, en una plancha de vidrio delgade
3 wm de espesor, que so colord sobre el soporte para las
muestras. v se asegurd con unas pequedas pinzas {Fig. 23}

FloURA 23,

Esgnemy del Derutdmenre (D0H-15Y {3 Rrlon e arran-s
3D Bolcner ds TurTrwhes Mversac; A Baidn de en~
130, 4% Papel puwa grati-ctar, %) Flumgilas de regis-
tr; . Sastsa del hax o2 luz; 7D Flancha de wvadriao;
1: @ Soaparte da wgeeteast; (00 Japcifag Tajusre

, antroi ar pogicin a2al o twrril o cagun-

Te wRE el Al
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3)

+)

S)

6)

)

Utilizande los  tornillos de ajuste  vertical del densits-
metre, la plancha de vidrio se fue deslizando manualmente
hastn que el bar de luz del aparato, queds en el centro

del gel.

El  carril de deslizamiento horizontal del densitémetro,
se acomodd al tamafo del gel con los tornillos de ajuste
horizontal.

Se selecciond la longitud de onda a ln que se registraron

las fracciones protéicas. En éste caso fue de ST5 nm;
porque en ésta, el Azil de Coomassie (91) tiene su maxima
abeorcicn. La densidad dptica fue de 1.O.

Se marco en el aparato, ta longitud total det gel, y el
modo en el que el densitomaetre debia de funcionar; en és-

te caso fue en automatico.

Se presiond el botén de inicic de funcionamiento del den-

sitdmetro y empezd el analisis densitométrico.

lLLos trazos densitométricos se registraron en un papel de
Grifica especial con el que cuenta el aparato.

El  analisis cuantitative de los trazos obtenidos en el

Densitémetro se hizo segun la Téenica descrita por Gorovsky y
col. (aR).
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11.4.9. TECNICA PAPA PREPAPAR MUESTRAS DE MEMBRANA I -
TCOPLASMATICA PARA MNICPOSCOPTA ELECTPWICA LE
TOANTMISION,

Con el propdsitc de corroborar la presencia de membranas
citoplasmaticas en Ja fraccion que se aisle de tejido dec Cér-
vix  Uterino (11.4.4), se realizaron observaciones morfoldgi-
cas en el Microscopio Electrédnico de Transmisién. Para tal
efecto, se tomd una pequena porcién del botén o sedimento re-
suitante de la centrifugacion a 27500 RPM, que se hizo en |a

técnica para la obtencion de membrana citoplasmatica (11.4.

. 1

ana citop

a) El sedimento de fraccién rica en
tica, se sometic a los siguientes pasos para la obtencién de

fas preparaciones:

1) El botdn de fraccidn microsomal se fijé en una solucidn
de Glutaraldehido al 25X en Amortiguador de Fosfatos O.
M, pH 735 (11.2.9.3.). La fijacion se llevé a cabo du-
rante t hr. a 4°C; sin embargo., 5 minutos después del
inicio de la fijacidn la muestra se centrifugé a 3000
RPM durante 5 minutos para que se formara un botdn.

2) Pasado el tiompo de fijacion, ¢l botén se lavé 3 veces
con el amortiguador de fosfatos O1 M. pH 735, (11.2.
9.2.) con el fin de eliminar el exceso de fijador.

3) El botdn se post-fijé durante 1| hr. a temperatura ambien-
te en Solucion de Tetréxido de Osmio al 1X en amortigua-
dor de fosfatos O M, pH 735 (11.2.9.4.); y se lavs el
3 veces con Solucidn amortiguadora de fosfatos O1 M, pH
735 (11.2.9.2 ).

4) Se deshidratd el botén microsomal, con alcoholes del 70,
80, 90 y 100%. La deshidratacidn con cada uno de los
alcoholes fue durante 10 minutos. ¥ con el alcohol al
100X se hicieron 2 cambios.
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5) Se hicieron 2 lavades con Oxido de Propilenc cada uno de

10 minutos.

6) La pre-inclucion se hizo en 3 pasos: primero una una mez-
cla 111 de Oxido de Propileno y EPON, durante | hr; se-
gunda en una mezcla 2:1 de EPON y Oxido de Propileno; du-
rante toda la noche y tercero en EPON puro por | hr.

7) E! botdén se incluys en EPON puro y se metié al horno a

60°C para que se polimerizara.

8) Se hicieron cortes ultrafinos. se montaron en las reji-
Has para microscopia electronica y se tifieron con plo-

mo y uraniio.

Séleo  se hicieron preparnciones de microscopia electrénica,
de una muestra de tejido tumoral y una muestra de tejido nor-
mal, las cuales fueron elegidas al azar; como representativas

del  estudio.
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