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RESUMEN

El cancer del cervix uterino es una neoplasia maligna de ctiologia multifactorial, asociada a la infeccion con
el virus del papiloma humano y que en nuestro pais representa un problema de salud publica. Sc desconoce
el papel de las difcrentes proteinasas en Ia historia natural del cancer cervical y su efecto en la respucsta
inmunc del hospedero. El propésito de este trabajo de tesis, fue estudiar sistematicamente la actividad
proteolitica en muestras de tejidos represcntativos de las difcrentes etapas de 1a historia natural del cancer
cervical, asi como ¢l efecto de estas enzimas en la respucsta inmune celular in virro. Para tal efecto, se
obtuvieron extractos a partir 120 muestras cervicales d¢: a) tejidos normales , b) lesiones intraepiteliales
escamosas de grado bajo, ¢) lesiones intraepitcliales escamosas de grado alto v d) carcinomas invasores. En
los extractos s¢ cuantificod la actividad proteolitica con 3 substratos diferentes y la clase catalitica
predominante. Asi mismo se valor6 la masa molecular aproximada de las proteinasas mediante electroforesis
en gel/substrato y se evaluo su efecto sobre la actividad proliferativa de linfocitos normales estimulados con
fitohemaglutinina. Los resultados mostraron un incremento en la actividad proteolitica con los 3 substratos
que correlaciona con la historia natural de este tumor. La actividad proteolitica correspondio a las 4 clascs
cataliticas de proteinasas, con un predominio de metaloprotecinasas. Los zimogramas mostraron un namero
mayor de bandas en los tumores invasores, scguidos por las lcsiones intraepiteliales escamosas de grado alto.,
en relacion a las de grado bajo y tcjidos normales. Por su parte, los zimogramas de los extractos de tumores
invasores, revelaron la presencia exclusiva de bandas con un peso molecular aproximado 52 kDa y 72 kDa,
y otra de 150 kDa que también se obscrvo en las lesiones de grado alto. Los resultados de los experimentos
de proliferacion de linfocitos normales, mostraron que los extractos dec los tumores invasores y de las
lesiones precursoras ocasionaron una inhibicion mayor dc la respuesta proliferativa en relacion a los
extractos de tejidos normales, este efecto fue parcialmente revertido por inhibidores de proteasas. En su
conjunto los resultados sugieren un papel importante de las proteinasas en la histor;a natural del cancer del
cervix uterino. Sin embargo, se requieren otros estudios para contestar las interrogantes surgidas en cste
trabajo acerca de la identificacién y funcion concreta de las proteasas implicadas en las diferentes ctapas de

este tumor y su probable efecto en la respuesta inmune in vivo del hospedero.
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ABSTRACT

The cervical cancer is a malignant ncoplasm with a multifactorial ctiology but closely related to the human
papilloma virus and represents a public health problem in our country. The role of the different protcinascs
in the natural history of the cervix uterine cancer and their effects on the host's immune response are
unknown. The aim of the present thesis work was to systematically study the proteolytic activity of
representative tissue samples in the different stages of the natural history of the cervical cancer as well as the
effects of these enzymes in the in vitro cellular immunc responsc. Thus, extracts from 120 cervical samples
of. a) normal tissues, b) low-grade squamous intracpithelial lesions, ¢) high-grade squamous intraepithelial
lesions and d) invasive carcinoma were taken. The proteolytic activity with three different substrates and the
predominant catalytic class were quantified in the extracts. Also, the proteinascs approximate molecular
mass was valued in a substrate/gel clectrophorcsis and its effect over the phytohemagglutinin-stimulated
normal lymphocytes proliferative activity were evaluated. The results showed an increment on the proteolytic
activity with the three substrates related to the natural history of this tumor. The proteolytic activity was
found in the four classes of catalytic proteinascs. specially metalloproteinases. Zymograms showed a higher
number of bands in the invasive tumors, followed by the high-grade squamous intraepithelial l¢sions in
comparison with the low-grade ones and the normal tissues. Zymograms of thc invasive tumor extracts
themselves revealed the exclusive presence of bands with a 52 kDa and 72 kDa approximate molecular
weight and another of 150 kDa that was also observed in high-grade lesions. The normal lymphocytes
prolifcrative experiments results showed that the invasive tumors and the precursor lesions extracts cause a
higher inhibition of the proliferative activity in relation with the normal tissues extracts, this effect was
partially reverted by proteinases inhibitors. All in all, the results suggest an important role of the proteinases
in the cervical uterine cancer's natural history. However, other studies arc necessary to answer the questions
revealed in this work about the identification and function of the proteinases involved in the different stages

of this tumor and its possible effect in the host's immune response in vivo.
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ANTECEDENTES

Antecedentes generales del carcinoma del cervix uterino El carcinoma del cervix ulerino representa en
nuestro pais casi la tercera parte de los tumores malignos que ocurren en la mujer, en especial en la etapa
mas productiva de la vida, donde la incidencia global anual llega a | caso por cada 1000 mujeres.
Desafortunadamente. con frecuencia ¢l diagnodstico s¢ realiza en forma tardia, lo que condiciona una
mortalidad elevada (1).

Los carcinomas escamosos del cervix evolucionan a partir de lesiones intracpiteliales escamosas, en
particular las clasificadas como grado alto por el sistema Bethesda, en un periodo variable de tiempo (2).
La diversidad de faclores de riesgo que se ha asociado al cancer del cervix uterino y las evidencias
experimentales en torno al mismo, sugieren una etiologia multifactorial (2, 3). Al respecto, sobresale la
asociacion de variables de! comportamiento sexual que facilitan la transmision de agentes infecciosos (4);'
tales como los virus del papiloma humano tipo 16 y en menor grado los tipos 18. 31, 33 y 35, que se
involucran ¢n las lesiones intraepiteliales escamosas de grado alto, caracterizadas por una deficiencia en la
maduracion cpitelial y por un riesgo elevado de progresar a cdncer invasor (2, 5, 6). El genoma viral de los
tipos 16 y 18, s¢ ha identificado en ¢l 70% de los carcinomas escamosos invasores del cervix (7). Se ha
observado también su integracion en el genoma de las células provenientes de tumores invasores y de lineas
de estirpe cervical (8). Ademds se¢ ha reportado que los genes E6 v E7 de estos virus, son capaces de
transformar queratinocitos humanos y de inactivar a genes supresores (anti-oncogenes), tales como el p53 y
el gen supresor que se inactiva en los retinoblastomas (9, 10). Sin embargo se ha sefialado, que a pesar de
que la infeccion con los virus del papiloma humano s un factor importante, ¢s insuficiente por si mismo en
el desarrollo del carcinoma invasor del cervix uterino (2). En este sentido, s¢ ha implicado a otros faclores de
riesgo, tales como el inicio de la actividad sexual en edad temprana, tabaquismo (11), uso de anticonceptivos
orales (12), deficiencia en las vilaminas A (13) o C (14) y en el acido [6lico (15), y finalmente estados de
inmunodeficiencia, aquirida ya sea por Lralamienlo inmunosupresor o infeccion por VIH (16, 17), lo cual

nuevaniente refuerza una etiologia multifactorial.



S S

Implicaciounes clinicas de los procesos de invasion y metdstasis en Oncologia. Sc considera que un tumor
es invasor cuando traspasa la membrana que divide el epitelio del estroma subyacente (carcinomas) o cuando
cruza la membrana de basamento del tejido donde se originé el tumor estromal ((umores mesenquimatosos).
Cuando un tumor se vuelve invasor, se inician una serie de eventos que ocasionan fenomenos de compresion
y respuestas del hospedero, que s¢ manifliestan como sintomas y signos ¢n ¢l enfermo con cancer. Los
tumores pueden infiltrar a otros tejidos por invasion local, via linfitica o por via sanguinca. Las metdstasis
ocasionan los efectos mas graves que se observan en un paciente con cancer. Se ha reportado que ¢l 30% de
los pacientes con un diagnostico reciente de cancer (excluyendo a los tumores malignos de la piel que no son
inelanomas), presentan metastasis clinicas al momento del diagnéstico, ademas la mitad del restante 70%.
licnen micrometasiasis ocullas que se van a manifestar tarde o temprano en forma clinica. La formacion de
colonias melastasicas es un evento lemprano que ocurre a partir del tumor primario, una vez iniciada la
vascularizacion v en ocasiones con tumores menores de 0.125 cm. La frecuencia de las metastasis es mayor
conforme el crecimiento y evolucion del tumor. Sin embargo, se conoce que la capacidad de invadir y
producir melastasis, depende de la agresividad intrinseca de una fraccion celular y de la variedad histologica
del tumor. Finalmente, los enfermos mueren debido a la compresion ejercida por las metastasis sobre tejidos

u drganos vilales o por las complicaciones asociadas al tratamiento contra las mismas (18).

Como invaden y producen metdstasis las células malignas. Anteriormente se consideraba que los procesos
de invasion y metastasis eran una consecucncia directa de la prolifcracion celular del tumor primario que
permitia el desplazamiento mecdnico de las células malignas, a través de los cordones celulares con menor
resistencia. Sin embargo, en la actualidad s¢ ha demostrado que son procesos activos que involucran la
adhesion de la célula tumoral a la membrana de basamento o a la matriz extracelular, la actividad
proteolitica de las células tumorales sobre estos componentes y la motilidad cclular para desplazarse hacia
los sitios invadidos. Estos procesos requicren una coordinacion exacta que permita por ejemplo degradar
selectivamente la matriz extracelular en el frente de la célula tumoral. mientras que en el extremo opuesto la
célula permanece adherida. También interactuan diferentes mecanismos de regulacion positiva que facilitan

la invasion y las metdstasis, 0 mecanismos dc¢ control negativo, tales como inhibidores de ia adhesion,



migracion cclular o de 1a actividad proteolitica (19). El desarrollo de las metastasis implica un proceso mas
complicado v selectivo, que depende de la interaccion de las células malignas con factores del hospedero. El
fenotipo de las células que producen metastasis, implica una seric de caracteriticas como la adhesividad,
motilidad. produccion de enzimas, tales como algunas proteinasas. cambios en la expresion o modificacion
de moléculas de superficic que en general les permiten interaccionar con las células del hospedero y por cllo
producir metastasis, si sobreviven a todas las ctapas del proceso (20). Experimentos de transfeccion con el
oncogeén ras, han demostrado que este oncogén tiene la capacidad de inducir metdstasis en algunas células.
vy que acompanando a este fendmeno se presenta un incremento en la expresion de algunas enzimas
degradativas, tales como las colagenasas tipo [V y las protcinasas de cisteina. También existe una
disminucion en la expresion o funcidn de sus respectivos inhibidores endogenos, asi como un incremento en
la expresion de la caiciclina (proteina citoplasmatica que une calcio) y de la osteopontina (proteina de
secrecion que une de calcio con funcion de ahesion celular). Sin embargo, un nimero importante de tumores
y lineas celulares con capacidad de producir metastasis, no presentan alteraciones o cambios en la expresion
del oncogén ras, lo cual sugiere que existen diferentes vias o caminos para llegar a este fenotipo de célula
productora de metastasis (21). Por otro lado, se han descrito algunos productos de genes con la capacidad de
inhibir las metastasis, como es ¢l caso del Nm23, cuya disminucion s¢ asocia a metdstasis y comportamiento
agresivo en tumores de mama, colon, estémago y ovario entre otros (22, 23). La capacidad del Nm23 para
inhibir las metdstasis, parece estar dada por su actividad de fosforilasa de serina. que pudiera afectar los
sisttmas de transduccion celular de la célula tumoral, y no necesariamente por la funcion de difosfato
nucléotido cinasa (24). La alteracion en las moléculas de histocompatibilidad clase I, ¢s un fendmeno
frecuente en los tumores, principalmente en asociacion a metastasis y progresion tumoral. Dada la
importancia de la expresion de estas moléculas de superficic para que las células tumorales puedan scr
reconocidas por los linfocitos T, se sugiere que esta alteracion tiene que ver con los fenomenos de escape o

¢vasion a la respuesta inmune (285).

Etapas de las metdstasis. Las met-istasis son el resultado de una serie de secuencias organizadas que no son

debidas al azar. y que implican una selectividad por determinados 6rganos o tejidos, dependiendo de la
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estirpe del tumor. Estos eventos son gobernados por un grupo de moléculas que incluyen enzimas
degradativas. factores de motilidad celular, factores de crecimiento, adhesinas y otras moléculas de
superficie. Este grupo de factores bioldgicos determina si las células de un tumor primario progresan a
metastasis o se mantienen a nivel local. En acuerdo a lo publicado por Fidler en 1982, menos del 0.01% de
las células tumorales que se encuentran en la circulacion sanguinea. van a formar una colonia metastasica,
en un ambiente de competencia selectiva que favorece a una fraccion de células pre-existente en la
heterogencidad celular del tumor primario. Estas células deben ser capaces de salir del tumor primario,
invadir los tejidos locales v entrar en la circulacion general, en seguida, las células en el torrente
circulatorio, deben sobrevivir al trauma mecdnico impuesto por la corriente sanguinea y sus clementos
formes; después, se requiere un arresto en un lecho vascular particular, donde desempefian un papel
fundamental las adhesinas. Finalmente, las células adheridas deben extravasarse al interior de los tejidos del

érgano blanco, para proliferar en lo que sera la colonia tumoral (26).

Caracteristicas de las membranas basales y de la matriz extracelular. Las membranas d¢ basamento
corresponden a matrices extracelulares especializadas con funciones de soporte, barrera y regulacion
celular. Eslas estructuras se encuentran practicamente en todas las especies de animales multicelulares. Se
sabe que son producidas por células epiteliales, endoteliales y del mesénquima. Las membranas funcionan
como filtros pasivos y selectivos tanto para moléculas como para células entre los compartimentos lisulares.
Sin embargo, permiten el paso de células inflamatorias, mediante mecanismos especificos que involucran la
expresion de adhesinas y la degradacion local de estas membranas por proteinasas. Una fraccion de las
células tumorales presenta un fenotipo particular que les permite atravesar las membranas basales de
epitelios, vasos sanguineos y de otros tejidos. Ademas, las membranas de basamento funcionan como
reguladoras de la adherencia, crecimiento y diferenciacion celular. La morfologia tipica de una membrana de
basamento. tales como las que se localizan bajo los epitelios y endotelios, corres;ponde a una cstructura
delgada entre la capa celular y una capa gruesa de estroma que contiene los elementos celulares, moleculares
y fibrilares caracteristicos de estos tejidos. En el caso de los epitelios, esta membrana se encuentra conectada

al estroma mediante fibrillas de anclaje. Por su parte el misculo esquelético esta rodeado por una membrana
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de basamento que forma paquetes diferenciados en la unién neuromuscular. La estructura molecular de las
membranas basales, s¢ conforma por la interaccion especifica entre glucoproteinas y protomeros de
protcoglicanos, formando ensamblajes supramoleculares. El coldgeno tipo IV, laminina, entactina-nidégeno
y varios proteoglicanos son los principales componentes que participan en las interacciones mencionadas.
Las cadenas de coldgeno tipo 1V forman una red poligonal a través de la unién de los grupos NH; terminal,
COOH terminal y asociaciones laterales. La laminina por su parte forma una segunda red de polimeros que
s¢ enlaza con el colageno tipo IV a través del complejo entactina-nidégeno. Por su parte, el proteoglicano
sulfato de hepardan se encuentra firmemente anclado ¢n la membrana de basamento, formando dimeros y
oligdmeros entse si, e interaccionando con el colageno tipo IV y la laminina. Este proteoglicano, desempeiia
una funcion importante en la exclusion de moléculas en base a la carga eléctrica. Finalmente, s¢ ha
observado una heterogeneidad en la estructura y funcién de las membranas de basamento en los diferentes
lejidos y especies de animales que ademas se puede modificar ¢n respuesta a las necesidades fisiologicas del

tejido (27, 28).

Importancia de la vascularizacion del tumor y sus colonias. S¢ ha sefialado en la literatura que el
crecimicnto y las metdstasis tumorales, dependen en gran medida de la neovascularizacion. La angiogénesis
tumoral se refiere al desarrollo y crecimiento de vasos sanguineos nuevos, tanto dentro como alrededor del
tumor. En realidad un tumor sin neovascularizacidn no alcanza 2 mm de didmetro. Ademas, para que las
células tumorales puedan producir metdstasis, se requiere que tengan un acceso a la circulacion sanguinea,
para localizarse en los organos blanco, donde también se requiere una neovascularizacion. Incluso, se ha
publicado que existe una correlacion entre la densidad de Ia microvasculatura en el tumor primario y la
incidencia de metdstasis en carcinomas de mama, prostata, cabeza y cuello, y carcinoma de células no
pequeilas de pulmon (29). El proceso de la angiogénesis requiere de la liberacion de factores solubles que
estimulan el crecimiento de los vasos sanguineos. El primer evento implica la disolucion de la membrana de
basamento en las vénulas mas cercanas a la fuente de los factores angiogénicos, seguida de la migracion de
las células endoteliales hacia estos factores, infiltrando los tejidos a su paso. A medida que las células

endoteliales de avanzada penetran entre los tejidos, las células que las siguen se dividen y ocupan el espacio
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dejado por las primeras, formando un cordon celular. Esta seric de pasos se repiten hasta que cventualmente
llegan al sitio donde crece el tumor. En este sentido, la angiogénesis se¢ puede considerar como un proceso de

invasion controlado. donde en forma similar a la invasion tumoral, son importantes las enzimas proteoliticas

para la disolucion de la membrana basal y procesos de invasion. Se ha descrito que algunos factores |

angiogénicos aislados de placentas o tumores humanos similares a los factores de crecimicnto de
fibroblastos, ticnen la capacidad de estimular a los activadores del plasminogeno (lipo tisular y urocinasa) v
metaloproteinasas . en cultivo de células endoteliales. Ademas de esta funcion, los factores basico y dcido de
crecimiento de fibroblastos. son agentes quimiotacticos y mitogénicos en las células endoteliales. En general
la angiogénesis se ve afectada por otros factores que de mancra indirecta fomentan la neov ascularizacion,
como el Factor de Necrosis Tumoral-Alfa, el Factor de Crecimiento Tumoral-Beta, el Factor de Crecimiento
Epidérmico y la angiogenina. Por otro lado los inhibidores endogenos de los activadores del plasminégeno
(PAI-1) y de las metaloprotcinasas (TIMP), parecen tener un efecto opuesto que limita la actividad
angiogénica. Finalmente, s¢ ha mencionado que los vasos sanguineos neoformados en los tumores, son con
frecuencia defectuosos y mas suceptibles a los procesos de invasidbn que su contraparte en los tejidos

normales (30).

Adherencia y motilidad de las células tumorales en los procesos de invasion y metdstasis. Los avances
recientes en el campo de la biologia de los tumores, ha permitido la identificacion de una amplia variedad de
moléculas que son importantes desde las primeras elapas de los procesos de invasion y metistasis y que
lienen que ver con la adherencia o la motilidad de las células tumorales. Dentro de la primera categoria
sobresalen las integrinas, las selectinas, las caderinas, anexinas y las adhesinas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Las integrinas forman parte de una familia de receptores de adhesion celular. Se han
descrito 20 heterodimeros diferentes que forman parte de esta familia, involucrados en las interacciones
célula~célula y célula-matriz. Las integrinas participan en el anclaje de las células, pero ademas envian
seiiales de regulacion que pueden afectar el crecimiento, la diferenciacion y el fenotipo celular. Se sabe que
la integrinas son fundamentales en los procesos de reparacion tisular, de inflamacion, de invasion y de

meldstasis (31). Se ha sefalado que se requiere una actividad de fosforilacion de tirosina, para que las
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integrinas puedan llevar a cabo sus funciones de transduccion al interior celular (32). Por otro lado, se ha
reportado que los niveles de expresion de las integrinas beta 1 en los tumores, pueden afectar el crecimiento
tumoral dependicnte del anclaje celular, las sedales de transduccion celular, la organizacion del
citoesqueleto, la organizacion de la matriz extracclular. la presentacion de factores de crecimiento unidos a
la matriz y la actividad de las células del sistema inmune contra el tumor (33). Para enlender'mejor el
fenomeno de las metdstasis, se debe comprender: , como ¢s que las células tumorales s¢ separan de los
tumores primarios?. En este sentido. se ha apreciado que las caderinas desempeiian un papel fundamental en
las uniones celularcs, y que la perturbacion o disminucion de estas moléculas facilita la disgregacion de las
células tumorales y por ende las metdstasis (34). Otro factor importantc en los procesos de¢ invasion y
metastasis es la motilidad de las c¢élulas tumorales. Se ha descrito que ¢l medio condicionado de cultivo de
fibroblastos que se emplea en los estudios de invasion in vitro, contiene factores quimioatractantes para las
células tumorales, entre ellos 1a fibronectina y ¢l coldgeno. Asi mismo, s¢ ha establecido que las células
tumorales emplean para desplazarse un mecanismo haptotatico que consiste en una migracion direccional en
respuesta a 1a union a un substrato sdlido, como la fibronectina, laminina. coldgeno y otros componentes de
la matriz extracelular. En células de melanomas metastasicos, se ha encontrado que la fibronectina presenta
diferentes regiones que promueven la motilidad y por otro lado la adhesion a las células tumorales (35). El
receptor de la laminina en las células tumorales, parece ser también un factor importante en la migracion de
las mismas, ya que anticuerpos contra el mismo son capaces de inhibir la haptotaxis mediada por laminina,

pero no la promovida por finbronectina (36).

Las pmteinasail en la invasion y metdstasis. Las proleinasas son un elemento fundamental en la invasion y
metdstasis a diferentes niveles, ya que promueven la angiogénesis, desagregacion y molilidad celular,
degradando los componentes de la matriz extracelular, membranas de basamento, ldminas basales y estroma
intersticial. Los elementos que conforman las membranas de basamento y matrices extracelular, como los
coldgenos, laminina, fibronectina, entactina, niddgeno, proteoglicanos y glicosaminoglicanos, requieren de
enzimas especificas para ser degradados. Es por (al motivo que para degradar estas estructuras en su

conjunto, se necesita un grupo complejo de enzimas proteoliticas (37). Enzimas de las cuatro clases
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cataliticas de proteinasas se han correlacionado con procesos de invasion y metastasis: 1) proteasas de serina
(activadores del plasmindgeno tipo urocinasa, guanidinobenzoatasa, plasmina y la enzima tipo tripsina de
los tumores), 2) proteasas de cisteina (catepsina B vy catepsina L), 3) metaloproteinasas (colagenasas,
gelatinasa y estromelisinas), 4) proteinasas de aspartico (catepsina D) (38). Los datos iniciales acerca del
papel de las protcinasas en las metastasis, se basaron en suposiciones indirectas en modclos animales, sin
embargo. en los ultimos aros el empleo de inhibidores especificos y anticuerpos contra las enzimas para
bloquear su efecto. ha proporcionado evidencias directas del papel de ciertas proteinasas en la diseminacion
de las células cancerosas. Ademas, s¢ ha comprobado mediante estudios de transfcccion con los genes que
codifican para algunas proteasas, que el comportamiento maligno de las células receptoras aumenta

conforme a la expresion de estos genes (39).

Activadores del plasmindigeno, su receptor y sus inhibidores. Los activadores del plasmindgeno son
proteasas de serina que catalizan la conversion del plasminogeno en plasmina, enzima de amplio espectro,
importante en los procesos de la fibrindlisis. Los activadores del plasmindgeno existen en dos formas
estructuralmente relacionadas: a) activador del plasmindgeno Upo tisular (APt), b) activador del
plasmindgeno tipo urocinasa (APu). La conversion de las células normales a malignas, con frecuencia se
acompaiia de un incremento en el APu. Se sabe que ¢l APu se encuentra involucrado en forma directa en los
procesos de invasion y metastasis (40, 41). El APu, desempeiia un papel central en los procesos de invasion y
meldstasis, ya que ademas liene la capacidad de activar en forma directa o indirecta a otras enzimas
proteoliticas como son las metaloproteinasas (37). Recientemente, se ha reportado una corretacion entre la
expresion y actividad del APu y los inhibidores de los activadores del plasminogeno tipo 1 y 2 (IAP-1 y [AP-
2) con un comportamiento de agresividad y metastasis de c¢élulas de melanomas humanos. Al juzgar por la
distribucion de esta enzima, su receptor y sus inhibidores ¢en muestras frescas tanto de lesiones precursoras
de melanomas, como en melanomas incipientes y avanzados, la activacion de estos componentes ocurre en
forma tardia. tanto en el frente invasor como en células del estroma o matriz extracelular (42). Las
evidencias mostradas en otro trabajo donde también se emplearon células de melanoma humano, apuntan a

una contribucion inicial del APu, seguida de una activacion independiente de las colagenasas tipos IV de 72
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kda v 92 kda v de la estromelisina (43). Por su parte en carcinomas y adenocarcinomas de pulmon, se¢ ha
encontrado niveles mas clevados de APu y de los IAP-1 y 2 (44, 45). Sin embargo, también se ha reportado
que en los tumores de pulmon de pacientes con un prondstico clinico reservado, las células malignas exhiben
una menor concentracion de IAP- 1 y 2 (46). Por su parte, s¢ ha reportado que las pacientes con cancer de
mama y niveles clevados de la actividad y concentracion antigénica del APu licnen una recurrencia mas
rapida y una sobrevida menor que las pacicentes con niveles menores de estos marcadores (47). Janicke y
colaboradores, comunicaron que niveles del APu superiores a 2.97 ng/mg de protcina o niveles del IAP-1
superiores a 2.18 ng/mg de proteina en extractos de tumores malignos de mama, s¢ asocian a una recaida y
una mayor mortalidad. Al analizarse los resultados en prucbas multivariadas, los niveles dc APu mostraron
ser un factor prondstico independiente con un impacto semejante al status de los ganglios linfaticos, Las
pacientes que no tiene tomados los ganglios linfiticos s¢ pueden dividir en dos grupos de acuerdo a las
variables de concentracion de APu v [AP-1, de tal suerte que las pacientes con niveles bajos tienen un
pronostico de sobrevida mayor de 93% a 3 ailos, contra 55% si s¢ encuentran clevados, 1o cual pudiera ser
una herramienta atil en la decision de tratamiento (48). Otros autores, han estudiado también en extractos
citosolicos carcinomas ductales de mama y otras variedades histolégicas de est¢ tumor, tanto en mujeres en
pre-menopausia como .en post-menopausia, con resultados similares a los reportados por Janicke y
colaboradores (49, 50, 51). Por otro lado, las neoplasias malignas del sistema nervioso central, también se
han asociado con niveles elevados del APu y IAP-1 en extractos tumorales, lo que sugiere que este sistema

enzimatico es importante en la 1a patogenia de diferentes entidades malignas (52, 53).

Otras proteasas de serina que se han asociado a procesos de invasion y metdstasis. Se ha localizado en la
superficie de las células epiteliales una enzima peculiar denominada guanidinbenzoatasa, que comparte
algunas caracleristicas con la tripsina y con el activador del plasmindgeno. En el citoplasma de estas células
s¢ ha identificado también a un inhibidor especifico de esta enzima. Este complejo. enzima-inhibidor se ha
estudiado mediante microscopia de fluorescencia en tejidos de carcinomas del colon v carcinomas escamosos
orales. donde se ha observado que esta enzima tiene una asociacion con los procesos de invasion y metastasis

(54. 53). La gunidinobenzoatasa purificada a partir de carcinomas renales humanos, indica que se trata de
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una enzima diferente a los activauores del plasmindgeno al juzgar por su actividad en diferentes substratos,
sensibilidad a inhibidores y falta dc reconocimiento por anticuerpos monoclonales especificos contra
activadores del plasminogeno. Al parecer se trata de una enzima con un peso molecular de 80.000 daltons
asociada en forma débil a la membrana celular y que no se detecta en tejidos normales de rifion (56).
[nicialmente se habia descrito en liquido de tumores mucinosos del ovario una enzima tipo tripsina que s¢ le
Hlamé tripsina asociada a los tumores. Se¢ han descrito 2 isocnzimas, idénticas a la tripsina en peso
molecular, inmunoreactividad y secuencia de aminodcidos amino-terminales, pero que difieren en
especificidad por el substrato, estabilidad y patron de elucion en cromatografia de intercambio ionico.
Actulamente no queda claro si se¢ trata de enzimas codificadas por otros gencs o una modificacion de la
tripsina propia de los tejidos estudiados. La isoenzima numero dos. abreviada en inglés TAT-2, s¢ ha
reconocido en varias lineas mmorales. tales como COLO 2035 (carcinoma de colon), K-562 (eritroleucemia),
CAPAN-1 (carcinoma de pancreas) y HT 1080 (fibrosarcoma), donde parece desmpeiiar un papel importante
en la degradacion de la matriz extracelular. Asi mismo, se ha identificado un inhibidor endégeno de esta

¢nzima, denominado inhibidor de la tripsina asociada a los tumores (57).

Metaloproteinasas y sus inhibidores. Las metaloproteinasas son un grupo de enzimas con un centro activo
que contiene al metal zinc. Se han descrito por lo menos 7 miembros de esta familia, con un rango de peso
molecular de 28,000 a 92,000 daltons. Este importante grupo de enzimas, conocidas también como
matricinas, puede degradar algunos componentes de la matriz extracelular, tales como el coldgeno y los
protcoglicanos, durante ¢l desarrollo embrionario, remodelacion tisular y en estados patologicos como la
artritis, periodontilis, osteoporosis y en forma notable en el c{mcer. Estas enzimas son secrctadas como
<imogenos inaclivos que requieren la eliminacion de un segmento de aproximadamente 10,000 daltons para
activarse, al dejar libre el sitio activo de la enzima (58). Los modclos ¢xperimentales de invasion y los
estudios en muestras de tumores humanos han aportado una informacion importante acerca del rol de las
diferentes metaloproteinasas que se han implicado en los procesos de invasion y metdstasis tumoral,
principalmente las colagenasas tipo-1V de 72.000 y 92,000 daltons, y las estromelisinas (59, 60, 61). Existe

cierta controversia, en relacion a las células que expresan estas enzimas, por ejemplo, se ha reportado en
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adenocarcinomas de prostata provenientes de humanos, un incremento ¢n la expresion del ARN mensajero
correspondiente a la colagenasa tipo-IV de 72,000 daltons y de la propia enzima, al parecer producidos
directamente por las células tumorales (62). En cambio en muestras de cancer de mama, s¢ ha observado
que son los fibroblastos los encargados de producir esta enzima, en respuesta a un cstimulo soluble de las
células tumorales (63). Por su parte, sc ha visto que el tejido necrotico de los tumorcs. es una fuente
importante de colagenasas, principalmente tipo-IV de 92.000 daltons, como estd desctrito ¢n tumores
mamarios murinos (64). A la fecha, todavia s¢ desconocen muchos aspectos de los mecanismos de
regulacion de las metaloproteinasas, principalmente en lo que sc refiere al control de la transcripcion. tanto
en las células tumorales, como los tejidos circundantes o del estroma. Sin embargo, se conoce que su
expresion es modulada por citocinas, expresion diferencial de integrinas y factores de crecimiento, ¢
involucra los productos de los genes Fos y Jun de la familia de oncogenes. Se sabe que después de la
activacion de las metaloproteinasas a nivel celular o pericelular, la actividad dc estas enzimas puede'
controlarse por inhibidores enddgenos y especificos de estas enzimas, lo que procura en condiciones
normales un equilibrio que permite la accion de las enzimas sin ocasionar un daiio tisular grave, Sin
embargo, en condiciones patolégicas, un exceso de las enzimas o de sus inhibidores puede ocasionar, como
en ¢l caso del cancer, un dailo a los tejidos y facilitar la diseminacién tumoral (65, 66, 67). Originalmente se
habian dcscrito dos inhibidores tisulares de las metaloproteasas que en idioma inglés se abrevian TIMP-1 y
TIMP-2, los cuales tienen la capacidad de inhibir todas las metaloproteinasas que s¢ ha estudiado hasta la
fecha (colagenasas intersticiales, colagenasas tipo-1V, estromelisinas). Cada uno de estos inhibidores tiene
un sitio de union especifico a cada enzima, diferente al centro activo. Estos inhibidores, controlan la
activacion de las pro-enzimas y en algunos tumores, tiecnen un efecto anti-metastasico (68). Ademas s¢ ha
descrito que el TIMP-2, tiene la capacidad de inhibir la angiogénesis y la proliferacion endotelial estimulada
por el factor de crecimiento de fibroblatos beta, lo que sugicre otra forma alternativa de control de los
tumores (69). Recientemente s¢ ha descrito un tercer miembro de los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMP-3), el cual se ha identificado en tejidos de placenta, tero y en todos los
carcinomas de mama que se han estudiado. Este inhibidor no s¢ ha detectado en otros tejidos como el higado

y el ovario (70).
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Proteasas de cisteina y sus inhibidores. S¢ ha demostrado que algunas proteasas de la clase catalitica de
cisteina, tales como las catepsinas B, L y tipo B tienen la capacidad de degradar los componentes de la
matriz extracelular a pH neutro. como s¢ ha demostrado en capsulas de cristalino bovino, donde se obtiencn
fragmentos de degradacion del colageno tipo IV, laminina y fibronectina con las tres enzimas, lo que sugiere
su probable participacion en los procesos de invasion por las células tumorales (71). Ensayos con los
inhibidores naturales de las proteasas de cisteina, 1a stefinas y €l el inhibidor sintético E-64, sugieren que las
proteasas de esta clase catalilica participan en la motilidad celular, como se ha demostrado con células de
melanoma humano y del sarcoma W256 (72). Se ha descrito una correlacion significativa entre 1a expresion
de 1a catepsina B v los estadios clinicos en pacientes con carcinoma de la vejiga urinaria, lo que sugiere la
participacion de esta enzima en los procesos de invasion relacionados con este tumor (73), Estudios in vitro
con lineas celulares de carcinoma de células transicionales de vejiga, sugieren que la capacidad de invadir
es ¢l resultado de una redistribucion de la catepsina B en la membrana plasmatica de las células tumorales y
que cuando esta enzima es inhibida por ¢l E-64 se disminuye la capacidad dec invasién y 1a motilidad de las
celulas tumorales (74). La catepsina 3 secretada por gliomas humanos, parece desempeiiar un papel
importante en los procesos de invasion, como lo seilalan algunos estudios in vitro, donde se ha demostrado
que csta enzima se secreta como una proenzima de 42 kDa que requiere la activacion por enzimas
proteoliticas que gencran la forma activa de 29 kDa (75). Resultados similares se han encontrado en el
liquido secretado por melanomas en cultivos in vitro, donde ademas s¢ han identificado inhibidores naturales

de 12 kDa de peso molecular (76). También se ha sugerido que la catepsina B participa en la activacion del

pro-activador del plasmindgeno tipo urocinasa unido a su receptor en células de cancer de ovario (77).

Proteasas dcidas y sus inhibidores. La catepsina D es una enzima 4cida presente en todas las células que
presentan lisosomas. Esta enzima se encuentra aumentada en el citosol de las células cancerosas de mama,
tanto estrogeno positivas como en las negativas. Al parecer su incremento se debe a una sobrexpresion del
gen que codifica para la enzima, a una alteracién en su maduracion v a una mayor secrecion. Originalmente

se describio una correlacion entre los niveles citoplasmiticos de la enzima con un riesgo mayor de
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metastasis (78, 79). Incluso se sedald que los niveles de esta cnzima s¢ asocian a invasion en los vasos
sanguincos peritumorales (80). Sin embargo otros estudios sugicren que ¢l aumento en la secrecion de esta
enzima no se asocia a una mayor invasividad. El inhibidor de proteasas dcidas, pepstatina A, tampoco afecta
¢l comportamiento de invasion en ¢studios in vitro. Estos resultados sugieren que el prondstico malo que se
observa en pacientes con niveles clevados de esta enzima ¢s un fendmeno que acompaiia al comportamiento
agresivo, pero no su causa (81). En otro estudio realizado por Seshadri y colaboradores se concluye que los
niveles elevados de la catepsina D total en pacientes con cancer de mama con ganglios axilares negativos, se
asocia a un periodo de sobrevida mas corto que con frecuencia se¢ acompafia de una amplificacion del
oncogen HER-2/neu. Se ha especulado que esta asociacion pudiera tener alguna relacion con la diseminaciéﬁ

de las metdstasis que ocurren en ¢stas pacientes (82).

Cancer del cervix uterino y proteasas. Al revisar la literatura, se aprecia que son muy escasos los estudios
relativos al cancer del cervix uterino en relacidn a las proteinasas en los procesos de invasion de este tuitor.
En 1980, el grupo de Benitez-Bribiesca reporté un incremento en de la catepsina B en el suero y liquido
vaginal de pacientes con carcinoma invasor del cervix uterino al compararlo con los correspondientes de
mujeres normales (83). Sin embargo, este estudio se baso exclusivamente en el empleo de un substrato, N-at-
benzoil-DL-arginina-naftilamida (BANA) que se¢ asumid quc era especifico para esta enzima. Sin embargo,
s¢ ha demostrado en repetidas ocasiones la ambiguedad de esta suposicion, tal como s¢ ha comprobado con
cnzimas como la tripsina (84). Ademas, en ¢l trabajo realizado por Benitez-Bribiesca. no se realizé un
estudio sistematico con los inhibidores de las clascs cataliticas de proteinasas. En resumen, se puede afirmar

que s¢ desconoce el papel de las proteinasas en la historia natural del cancer del cervix uterino.

Respuesta inmune y cdncer. A pesar de que los (umores se originan a partir de tejidos del propio
organismo. el proceso de transformacion maligna puede implicar la expresion de antigenos tumorales que
pueden inducir una respuesta inmune contra las células tumorales. Estos antigenos pueden ser reconocidos
por anticuerpos, producidos mediante la inmunizacion con células tumorales ¢n otra especie, y tratarse de

proteinas, glucoproteinas o glucolipidos, sin embargo estas moléculas no necesariamente ¢stimulan una
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respuesta en el propio hospedero. En cambio. los antigenos tumorales pueden también identificarse con
linfocitos T e incluso, en algunos modclos experimentales se ha demostrado {a capacidad que ticnen estos
antigenos dc originar un rechazo del tumor en animales inmunizados. Los linfocitos T, reconocen a los
antigenos tumorales en una forma que requiere ser procesada y presentada en conjunto con las moléculas de
histocompatibilidad, clase I (linfocitos CD8+) o clase II (linfocitos CD4+). En ¢l primer caso. los antigenos
deben localizarse en el citoplasma de la célula tumoral, ser degradados a péptidos, localizarse en el reticulo
endoplasmico donde s¢c unen a moléculas pesadas de histocompatibilidad clase 1. recicntemente sintetizadas
v posteriormente a la -2-microgiobulina. Entonces siguen un camino exocitico a la membrana celular.
donde son reconocidos por la células CD8+. En el segundo caso. ¢l proceso se inicia con la union del
antigeno nativo a la c¢élula auxiliar (macréfagos, células dendriticas, linfocitos B y células de Langerhans
entre otras), en seguida se efectua la internalizacion del antigeno (fagocitosis, endocitosis en vesiculas
cubiertas de clatrina, o por pinocitosis) y s¢ localiza en endosomas o lisosomas, donde el antigeno es
procesado mediante proleasas a fragmentos peptidicos que se unen a la hendidura de las moléculas de
histocompatibilidad clase II, y siguen una ruta a la superficie de la membrana celular, donde son reconocidos
por las células CD4+, Precisamente, mediante linfocitos T del hospedero, se han reconocido numerosos
antigenos tumorales, por ¢jemplo, productos de oncogenes activados por mutaciones o rearreglos de los
genes normales (proteina ras), mulaciones puntuales en otros genes celulares, productos de la
transformacion por virus (moléculas E6 y E7 del virus del papiloma humano, genes asociados a 1a infeccion
por el virus de Epstein-Barr) o de genes silentes (MAGE-1) no ¢xpresados fuera del periodo embrionario
(85). Las evidencias experimentales sugicren que los mecanismos efectores mas importantes contra los
tumores son: a) células T citotéxicas, b) células T productoras de citocinas, ¢) células asesinas naturales, d)
células activadas por linfocinas (citocinas), e) macrofagos y ) anticuerpos, sobresaliendo los primeros cuatro
mecanismos cfectores (86). A pesar de que los tumores pueden expresar antigenos tumorales que son
reconocidos por ¢! hospedero y que el sistema inmune de éste, puede limitar el ;recilnienlo de algunos
tumores. se sabe que las células tumorales tienen la capacidad de evadir al sistema inmunoldgico, a través de
mecanismos tales como: a) modificacion en la expresion de moléculas de histocompatibilidad clase 1 en las

células tumorales, b) falta de moléculas coestimuladoras en las células tumorales. como el B7, ¢) productos
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tumorales con actividad inmunosupresora, d) tolerancia inmunolégica, e) seleccion de clonas no
inmunogénicas. f) modulacion antigénica, g) antigenos tumorales solubles y complejos inmunes y h)
enmascaramiento antigénico (87. 88. 89, 90, 91. 92, 93, 94). Mc Coy vy colaboradores reportaron una
proteasa dcida (precursora de la catepsina L) sccretada por fibroblastos murinos transformados, que
interfiere con el procesamiento antigénico que normalmente realizan las células accesorias del sistema
inmune (95). Sin embargo, sc desconoce si las proteinasas secretadas o presentadas a nivel de membrana de

las células tumorales. afectan la respuesta inmune del hospedero.
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OBJETIVOS

El cancer del cervix uterino ¢s un problema de salud piiblica en nuestro pais, y ocasiona un gasto alto en las
campaiias de prevencion. tratamiento y rehabilitacién de las pacientes. En contraste. no se ha estudiado en
forma sistematica en este tumor, el papel de las protcinasas en los procesos de desarrollo, invasion,
metdstasis y respuesta inmune del hospedero. Con base en lo anterior y con ¢l apoyo de lo publicado ¢n otros
tumores, se planted la propuesta de que durante el desarrollo oncogénico de los tumores escamosos del
cervix uterino, se incrementa progresivamente la actividad de las proteinasas, favoreciendo los procesos de
invasion y metdstasis ¢ interfiricndo de manera negativa con la respuesta inmune celular del hospedero.

Para contrastar esta hipétesis se establecieron los siguicntes objetivos:

I. Comparar la actividad proteolitica, clases cataliticas de endopeptidasas y peso molecular
aproximado de las proteinasas presentes en extractos de muestras de tejidos normaley, LIEGB, LIEGA

y tumores invasores del cervix uterino.
2. Evaluar si las proteinasas presentes en los extractos de muestras de tejidos normales, LIEGB,

LIEGA y tumores invasores del cervix uterino, afectan la respuesta inmune celular in vitro de

linfocitos normales estimulados con fitohemaglutinina.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Disedio de Estudio. Por un lado sc tratd de un estudio con discito de tipo analitico en cuanto a la
asociacion entre la actividad proteolitica y las etapas de la historia natural del cancer del cervix uterino, y
por otro lado y experimental respecto al efecto de la actividad proteolitica en la respuesta inmune celular in

vitro. Transversal, debido a que 1a valoracion se realizé en un tiempo especifico 4nico.

Unidad de observacion. Muestras de tejido cervical.

Universo de trabajo. Mujeres con el diagnostico citologico ¢ histopataldgico de :  a) cervix normal, b)
lesién intracpitelial escamosa de grado bajo (LIEGB), ¢) lesion intraepitelial escamosa de grado alto

(LIEGA), d) carcinoma invasor del cervix uterino (Ca Inv)

Caracteristicas y Criterios de inclusién de los sujetos de estudio. El estudio se realiz6 en un total de 120
pacientes de los servicios de Ginecologia del Hospital Civil de Guadalajara, y del Instituto Jaliscience de
Cancerologia, con un rango de edad de 30 a 65 aflos. condicion socioecondmica baja y residencia en el
occidente del pais en los altimos 10 afios. 30 pacientes con el diagnéstico de LIEGB, 30 con LIEGA, 30
con Ca Inv de células Escamosas y 30 con citologia ¢ histopatologia normal en acuerdo al Sistema

Bethesda, 1988 para ¢l reporte citologico de anormalidades en las células escamosas del cervix uterino (2).

Criterios de exclusion. Se excluyeron de la investigacion a las pacientes que recibicron quimioterapia.
radioterapia, drogas inmunosupresoras y/o datos clinicos, de laboratorio o de gabinete que sugirieron otras
neoplasias, enfermedades autoinmunges. estados de inmunodeficiencia ¢ infecciones cervico-vaginales.

Tamailo de 1a muestra. Se estudiaron muestras de 30 sujetos de cada grupo.
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Definicion de variables del estudio:

Variables Independientes: a) muestras de tejido cervical de pacientes con el diagndstico de LIEGB, LIEGA y
carcinoma invasor, b) muestras de tejido cervical de mujeres sin patologia cervical,

Variable Interviniente; inhibidores de las clases cataliticas de endopeptidasas.

Variables Dependientes: a) actividad proteolitica general, b) inhibicion de la actividad proteolitica. ¢) bandas

zimograficas con actividad proteolitica, d) supresion de la respuesta proliferativa de linfocitos normales.

Consideraciones éticas. E! trabajo se sujetd a lo sefialado por el Reglamento de la Ley General de Salud, ¢n
Materia de Investigacion para la Salud vigente en nuestro pais, y siguiendo las recomendaciones del Acuerdé
de Helsinki. A las integrantes del estudio se les informd con anticipacion v detalle. los motivos de la
investigacion v en que iba a consistir su participacion. Previa aprobacion por escrito, s¢ les tomo las
muestras, que en todos los casos fué partec del procedimiento rutinario de diagndstico y/o terapeutico
realizado en los servicios de Ginecologia del Hospital Civil de Guadalajara o del Instituto Jaliscience de

Cancerologia.

Tipo de muestras y sus caracteristicas:

a) Muestras para la citologia exfoliativa y estudios microbiolégicos. En todos los casos las muestras se
tomaron en mujeres en etapa no menstrual, con una espatula de nylon (Cyto-Brush) a partir de la unién
escamo-columnar, canal endocervical y fondos de saco vaginales. Las muestras fueron examinadas por dos
atblogos diferentes y se reportaron de acuerdo al Sistema Bethesda 1988 para el remﬁe citologico de
anormalidades en las células escamosas del cervix uterino.

b) Muestras cervicales por biopsia. Previo examen colposcopico, se (omaron muestras de
aproximadamente 200 mg de peso humedo con una pinza especial para biopsias cervicales. Una seccion de
la muestra s¢ fijo en formaldehido al 10%, para estudios histopatologicos de rutina, los cuales fueron
evaluados por dos patologos diferentes, y la otra seccion de 100 mg de peso humedo, libre de sangre y

material necrotico se conservo a -70°C hasta la obtencion de los extractos.
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¢) Muestras de sangre de las pacientes. Se tomd una muestra de 10 mi de sangre venosa (en ayuno) en
tubo al vacio sin anticoagulante, para la determinacion de antiquerpos contra ¢l virus de la
inmunodeliciencia humana 1 y 2. por ensayo inmunoenzimatico (Abbotl Laboratories) y €n su caso prucba
confirmatoria por inmunoréolica lipo Western (Dupont Laboratorics).

d) Muestras de sangre det donador para los ensayos de proliferacion de linfocitos normales. El donador
para todos los ensayos fué ¢l alumno de esta tesis. Se tomaron para cada ensayo 10 mi de sangre venosa en
tubo al vacio estéril con heparina, Vacutainer (Becton Dickinson). La muestra s¢ procesd para los ensayos

de proliferacion celular inmediatamente después de la extraccion .

Obtencion de los Extractos. Los extraclos sc prepararon a partir de las muestras cervicales. previo analisis
de improntas para confirmar las caracteristicas de los tejidos. Los especimenes se homogenizaron en un
homogenizador/mezclador de alta velocidad (Polytron PT 3000, Kinematica AG., Brinkmann, Suiza)
durante 5 minutos a 15,000 rpm, en 4 ml de NaCl 0.15 M a 4° C, Después de 3 ciclos bruscos de
congelacion/descongelacion, cada muestra s¢ sonicd (Sonic Dismembrator Brand, USA) 2 veces a 21
kilociclos por segundo durante un minuto con un ajuste de 40 a 4°C. Posteriormente el homogenizado se
centrifugd a 8,000 X g durante 10 minutos a 4° C y ¢l sobrenadante se dividid en alicuotas de 500 ul que se
conservaron a -70° C hasta la realizacion de los ensayos. La concentracion de proteinas de los extractos se

determiné por el método de Bradford (96).

Alfa-2-macroglobulina. La Alfa-2-macroglobulina (a-2m) se purificd de acuerdo al método descrito por
Kurccki y colaboradores (97), a partir de unidades de plasma fresco humano. donados por ¢l Banco de

Sangre del Hospital Pedro Loza S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco.
Determinacion de la actividad proteolitica:

a) Medicion de la actividad proteolitica con polvo azul de cuero como substrato. La actividad proteolitica con

el polvo azul de cucro (Calbiochem, La Joya CA) se determind mediante la medicion de 1a absorbancia del
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sobrenadante coloreado soluble. producto de la degradacion de este substrato solido e insoluble (98). para tal
efecto. se incubaron 50 pl de los extractos con 5 mg del polvo azul de cucro en 1 ml dc tampén Tris 50 mM
pH 7.5. durante 20 horas a 25° C, en rotacion constante. La reaccion se detuvo por enfriamiento brusco de la
muestra durante 3 minutos, seguido de una centrifugacion a 8.000 X g 10 minutos a 4 °C. La absorbancia sc

midio en el sobrenadante a una longitud de onda de 520 nm .

b) Medicidn de la actividad proteolitica con ¢l N-2. 4-dinitrofenil-L-prolil-L-glutaminilglicil- L-isoleucil- L-
alanilglicil- L-glutaminil- D- arginina (DNP-Péptido-III) como substrato. Para estc ensayo, 100 ul de cada
muestra se incubd con 100 pl del DNP-Péptido-IIT (1 mg/ml enTris 50 mM, NaCl 0.15 M. CaCl; 5 mM,
albumina bovina al 0.02%. pH 7.6) durante 22 horas a 37° C. La reaccion s¢ detuvo con 0.5 mi de HC1 1.0
N. Los fragmentos degradados por las enzimas proteoliticas s¢ extrajeron con 1 mi de etil acetato / n-butanol
1: 0.15 (v/v) durante 45 segundos. Esta mezcla se centrifugo en seguida a 2,600 X g durante 15 minutos a

25° C, y se determind A;ss nm en 1a fase organica (99).

c) Medicion de la actividad proteolitica con gelatina como substrato. En este ensayo se incubaron 50 pl de
cada extracto con 5 mg de gelatina insoluble (Sigma Chemical Co., St. Louis MO) en | mi de tampén salino
de fosfatos (PBS) pH 7.4, durante 20 horas a 25° C . en rotacion constante. La reaccion se detuvo por
enfriamiento brusco duranie 3 minutos, seguido de una centrifugacion a 8,000 X g durante 10 minulos a
4°C. Se mesclaron 400 ul del sobrenadante con 600 ul de acido acético 0.2 M, 250 ul de citrato de sodio
0.2 My 500 pl de reactivo de ninhidrina, preparado de la siguiente manera: ninhidrina 0.05 M, dcido
ascorbico 1.8 mM, vy etilén glicol monometil éter 12.6 M . La mezcla se calenté a 100°C durante 15 minutos
en bafio de glicerol, La reaccion (érmica s¢ detuvo bruscamente en agua helada. Finalmente, se afiadio 1.5
ml de etanol al 60% a cada muestra y después de una agitacion vigorosa, se leyo su absorbancia a una
longitud de onda de 440 nm contra blanco de reactivos. En estas condiciones de lectura, la densidad optica
es directamente proporcional a la concentracion de prolina e hidroxiprolina liberada del substrato insoluble

presente en la solucion (100),
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Ensayos de inhibicién de la actividad proteolitica. Se realizaron empleando como substratos al polvo azul
de cuero v a la gelatina. Para esle fin, s¢ pre-incubaron 50 pl de cada extracio a 4°C durante 60 minutos con
alguno de los siguientes inhibidores (todos de Sigma Chemical Co., St.Louis, MO) en las concentraciones
finales seilaladas: fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) | mM, aprotinina (Aprot) 100 pg/ml, trans-
epoxisuccinil-L-leucilamido(4-guanidino)-butano (E-64) 2 uM, p-hidroximercuribenzoato (PHMB) | mM.
acido etilendiaminotetracético (EDTA) 2 mM, |, 10-fenantrolina (1-10-Fen) 2 mM, fosforamidon (Fosfon) 5
HM, y pepstatina-A | ug/ml. Con la excepcién de la pepstatina-A. los ensayos de inhibicion con ¢l polvo
azul de cuero como substrato, se realizaron en 1 ml de tampon Tris 50 mM, pH 7.5, mientras que con la
gelatina se realizaron en ¢l mismo volumen. pero de PBS, pH 7.4. Para ambos substratos, en los ensayos de
inhibicion con la pepstatina-A, s¢ emplcd 1 ml de tampon de citrato 0.05 M. pH 5.0. Al finalizar la pre-
incubacion, se agrego el substrato correspondiente, y se procedié a completar el ensayo de acuerdo a lo

seftalado ¢n los apartados anteriores.

Electroforesis en gel/substrato. Se utilizo un procedimiento similar al descrito por Pérez-Montfort (101).
Los extractos se prepararon con ¢l tampon de muestra que contenia dodecil sulfato de sodio. ¢n presencia o
ausencia de 2-mercaptoetanol, es importante mencionar que las muestras no se someticron a calentamiento.
La separacidn por electroforesis se efectud en geles de poliacrilamida al 12.5%. En algunos casos, después
del corrimiento, los geles se¢ incubaron con 10 volimenes de Triton X-100 en Tris-HCl 0.1 M, pH 7.4
durante 90 minulos a temperatura ambiente en agitacion leve y con cambios de solucion cada 30 minutos.
En seguida, los geles se lavaron 2 minutos en agua destilada y s¢ equilibraron ¢::rante 10 minutos en Tris-
HCI 0.1 M, pH 7.4 con CaCl; 10 mM ¢ inmediatamente después, se colocaron sobre otros geles con
acrilamida al 7.5% en Tris-HCl 0.075 M. pH 8.45 y 0.57 mg ml" de gelatina sin dodecil sulfato de sodio
(gel/substrato). En otros casos, los geles no recibieron el tratamiento con el  Tritdon-X-100, después de 1a
electroforesis y directamente se empalmaron con el gel substrato. Los geles empalmados, se colocaron entre
dos placas de vidrio y se incubaron a 37° C durante 24 horas en ambiente humedo. Los geles se fijaron y se

tittieron en isopropanol al 25% (v/v), acido acético glacial al 10% (v/v) y Azil Brillante de Coomasie G-250
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(Bio-Rad, Richmond CA) al 0.05% (p/v) durante 2 horas v sc aclararon en acido acético glacial al 10% (viv)

y metanol al 10% (v/v) durante 24 horas a temperatura ambiente.

Ensayos de la proliferacion de linfocitos normales estimulados con mitégeno. Para cvaluar si las
prolcinasas presentes cn los extractos cervicales de los cuatro grupos estudiados, afectan la respuesta inmune
celular in vitro de linfocitos normales, se¢ empled un ensayo de proliferacion de linfocitos descrito por Bagge.,
que se basa en la conversion de una sal del tetrazolio a un producto coloreado, formazin (102).. Para este fin,
s¢ extrajeron 10 ml de sangre venosa en cada ensayo, en un tubo al vacio estéril con heparina. La capa de
células mononucleares se separaron mediante un gradiente de 5 m! de Ficoll-Hypaque a una densidad de
1.077 centrifugando a 450 X g durante 30 minutos a temperatura ambiente. El paquete de células
mononucleares s¢ lavo 3 ocasiones con PBS, pH 7.4 a 4° C. La viabilidad celular se determind mediante la
exclusion de azul tripano, resultando en todos los casos mayor a 95%. Se ajustaron a una concentracion de
0.5 X 10° células/ml en un medio AIM-v, libre de suero (Difco), Se colocaron 100 pl de esta suspension por
pozo, en cajas de cultivo de 96 pozos (Nun Clone, Dinamarca) que contenian 15 ul de alguno de los
extractos o NaCl 0.15 M, pre-incubados previamente 1 hora a 4°C con 15 pul de alguno de los siguientes
inhibidores a las concentraciones finales seilaladas o sus vehiculos como controles: Alfa-2-macroglobulina
0.8 mg/ml. Aprotinina 100 pg/ml, trans-epoxisuccinil-L-leucilamido(4-guanidino)-butano (E-64) 2 uM,
acido clilendiaminotetracético (EDTA) 2 mM, 1,10-fenantrolina 2 mM. Se adiciond medio de cultivo con
o sin la dosis optima de fitohemaglutinina que en este caso fué de 2.5 pg/ml (concentracion final) para todos
los ensayos. Los cultivos se realizaron durante 72 horas a 37° C, 5% CO; en ambiente himedo. Después de
este lapso, se iﬁcubaron 2 horas con 50 ul de bromuro de 3-(4,5-dimetil tiasol-2-il)-2.5-difeniltetetrazolio
(MTT) a una concentracion de S mg/ml en PBS pH 7.4. Finalmente, se incubaron a temperatura ambiente
durante 12 horas con 200 ul del tampdn de extraccién que contenia dodecil sulfato de sodio al 20% (p/v) en
una solucion pH 4.7 con dimetilformamida 50% (v/v) v 2.5% de dcido acético. Las placas se leyeron en un
lector de micro-ELISA a uan longitud de onda de 570 nm contra blanco de reactivos. En algunos ensayos en
lugar de los extractos, se empleo tripsina (10,700 unidades BAEE/ mg de proteina, Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO) o colagenasa (E.C.3.4.2.4.3., 1970 unidades/mg de proteina. Sigma Chemical Co., St. Louis.
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MO), preincubadas o no con aprotinina o 1-10 fenantrolina. respectivamente a las concentraciones y
condiciones seitaladas en los experimentos anteriores. En todos los casos se confirmé que los inhibidores

utilizados no fueron toxicos para las células. mediante la prucba de exclusion de azul tripano.

Cilculos de resuitados y andlisis estadistico. La actividad se expresé como unidades de actividad
proteolitica que fueron calculadas de la siguiente manera ; la absorbancia dividida entre la concentracion de
proteinas de los extractos de los tejidos expresada en pug. Los resultados de los ensayos de inhibicion, se
expresaron como porcentaje de inhibicion con cada uno de los inhibidores. en relacion a la prueba sin el
inhibidor. Los resultados se presentaron como promedios + sus desviaciones e¢stindar. Las diferencias entre
fos valores de los cuatro grupos se analizaron con la prueba t de Student, con separacion del estimado de las
variancias, si las desviaciones estandar eran significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de F. En el
caso de los ensayos de inhibicion, se aplicd la prueba no paramétrica de U de Mann Whitney. Los resultados
de las pruebas de proliferacion de linfocitos, se expresaron como actividad de proliferacion ([Densidad
Optica a una longitud de onda de 570 nm, de linfocitos estimulados con PHA - Densidad Optica a una

longitud de onda de 570 am, de linfocitos sin PHA] X 100) y porcentaje de inhibicion de la proliferacion,
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RESULTADOS
La mayor parte de los carcinomas epidermoides invasores del cervix que se incluycron en este trabajo,
correspondio a la variedad de células grandes no queratinizantes (93%), contra un 7% de ia variedad de
células pequenias. Por su parte, el 50% dc las LIEGA, correspondid a carcinomas in situ, 29% a displasias

severas y 21% a displasias moderadas. de acuerdo a las clasificaciones previas a 1a de Bethesda (2).

Actividad proteolitica. En un primer tiempo se decidio estudiar la actividad proteolitica general en los
extractos de tejidos normales, lesiones precursoras y tumores invasores del cervix uterino, con tres substratos
diferentes. Los resultados mostraron que la actividad proteolitica general, se incrementd en forma
significativa conforme a la progresion de las lesiones cervicales hacia la malignidad, tal, como podemos
apreciarlo en la Tabla I, que presenta los resultados obtenidos con los tres substratos. Con el polvo azul de
cuero, observamos que ¢l promedio de la actividad proteolitica de los extractos de los carcinomas invasorcs,
es seis veces mayor que el correspondiente a los extractos de los tejidos normales del cervix, tres veces
mayor a los de las LIEGB y aproximadamente ¢! doble de veces en relacion a los extractos de LIEGA. A
pesar de que los resultados son menos impresionantes (anto con el substrato DNP-péptido III como con
gelatina, también se observo el mismo fendmeno de progresion de la actividad proteolitica: normales <

LIEGB < LIEGA < Ca Inv. aunque las diferencias entre los grupos LIEGBA y LIEGA no fueron precisas,

Inhibicion de la actividad proteolitica. Los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion, mostraron
que los inhibidores de las cuatro clases cataliticas de endopeptidasas, inhibicron en mayor o en menor grado
la actividad proteolitica de los extractos de los cuatro grupos estudiados. Sin embargo, tal como lo podemos
apreciar en la Tabla I, la clase catalitica predominantc de proteinasas correspondié a la de
metaloproteinasas, ya que tanto en los ensayos con el azul de cuero, como con gelati.na, ¢l EDTAolal,10-
fenantrolina inhibieron desde un 36% a 55% de la actividad proteolitica total. sin diferencias significativas

entre los grupos estudiados. Es importante mencionar que ¢l inhibidor de metaloproteinasas fosforamidon,
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Tabla L. Actividad proteolitica de extractos

invasores y lesiones precursoras del cervix uterino con tres

diferentes substratos.

de

carcinomas

Promedio + S de la actividad proteolitica (3 substratos)

Grupo | Poivo azul de cuero-  Péptido DNP-H 1+ Gelatina*

o
N 99 = 358 538 = 29 649 £ 104
LIEGB 204 + 39 19 = 22 898 + 1235
LIEGA 345 =+ 173 131 £ 49 842 + 240
Calav 655 = 187 169 + 46 133.3 £ 316

La actividad proteolitica se expresé como el promedio £ S de las
unidades de actividad proteolitica. Una unidad
longitud de onda correspondiente al substrato / concentracién de
proteinas de los extractos en pug.
Analisis estadistico (t de Student):

~Ca Inv vs LIEGA p < 0.05, vs LIEGB p <0.01,vs N p <0.007,

*Calnvvs LIEGB y LIEGA p <0.015, vs N p < 0.010,
+ Ca lav vs LIEGB p < 0.0§, vs N p < 0.01.

absorbancia a la
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Tabla I Efecto de los inhibidores de las clases cataliticas de endopeptidasas en la actividad
proteolitica de tumores invasores y lesiones precursoras del cervix uterino,

Grupos (% de inhibicion promedio £ S )

Inhibidor (es) Normales LIEGB LIEGA CaIlnv

EDTA 2 mM)  |474 £ 118 542 =+ 152 421 = 78 413 = 90
1-10fen 2 mM) |415 + 168 557 £ 136 402 £ 108 364 + 96
Fosfon (S M) 29 £ 78 70 £ 144 72 £ 168 99 193
PMSF (1 mM) 80 + 51 131 + 48 102 + 40 128 £ 72

Aprot (100 ug/mt) 188 + 32 182 =+ 102 134 + 78 208 = 108

E-64 (2 uM) 69 £ 16 199 £ 136 W3 + 32 131 £ 40
PHMB (1 mM) 95 £ 62 M8 £ 78 181 £ 90 275* = 136
Pep-A (1 uM) 73 + 108 74 £ 52 8.1 + 44 90 = 6.2

a-2ZmO8mgml) 722 + 396 678 = 240 738 = 280 7i.1 == 211

EDTA/Aprot/PHM |858 + 348 866 =+ 260 836 + 281 897 =+ 324

Los extractos de las muestras se preincubaron con los inhibidores a 4 °C durante una hora, seguida dec una
incubacion a 25 °C durante 22 horas con gelatina como substrato. La reaccion se detuvo a 4 °C por
centrifugacion a 6,000 x g, se agrego el reactivo de ninhidrina al sobrenadante y se calento a 100 °C durante
15 minutos en baio de glicerol. Después de afladir ctanol, s¢ leyo la absorbancia a una longitud de onda de
440 nm. * p <0.05 (t de Student)
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inhibio en mas del 27% la actividad protcolitica. el resto de los inhibidores disminuyé esta actividad en
porcentajes menores al 19%. Con la excepeion del PHMB que en los extractos de tumores invasores produjo
una inhibicion significativa de la actividad protcolitica en comparacion con los tres grupos restantes (p <
0.05), no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de extractos con el resto de los
inhibidores.

Los cnsayos con el inhibidor universal «-2m, ocasionaron inhibiciones entre ¢l 67.84% al 73.80%, sin
diferencias significativas entre los cuatro grupos. y con ambos substratos (gelatina y polvo azul de cuero).
Con la finalidad de investigar si la mezcla de inhibidores de las clases cataliticas de serina, cisteina y
melaloproteasas tenia un efecto inhibitorio aditivo, se realiz0 un ensayo de inhibicion con la mescla de
Aprotinina, PHMB y EDTA a la concentracion inhibitoria que se emplea en forma individual. Los resultados

mostraron una inhibicion aproximada del 85%, sin una diferencia significativa cntre los grupos.

Electroforesis en gel/substrato. Es importante mencionar que el corrimiento de la electroforesis en
condiciones reductoras con el 2-mercaptoetanol, permitid observar una mayor actividad proteolitica y
reproducibilidad de los resultados que en condiciones no reductoras. Mientras que los zimogramas
correspondientes a geles incubados con Triton X-100, mostraron un nimero menor de bandas proteoliticas y
de menor intensidad que los geles no incubados con este agente. En todos los zimogramas se realizaron
diferentes diluciones de las muestras, desde 1:1 hasta 1:64.

Algunos de los extractos de tejidos cervicales provenientes de mujeres normales, produjeron en los
zimogramas hasta cuatro zonas liticas (Figura 1), de las cuales, las mas frecuentemente encontradas
correspondieroﬁ a un peso molecular de 33 kDa y 66 kDa [Carriles A y C] con una frecuencia de 50% ,
seguidas de dos bandas mas débiles de 45 kDa y 80 kDa [Carril A] en aproximadamente el 20% de las
muestras. En otras muestras del mismo grupo, se apreciaron tres, dos, una ¢ incluso ninguna zona litica
[Carril D], pero en todos los casos, el peso molecular de las mismas correspondié a alguna de las cuatro

mencionadas.
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Figura 1. Zimogramas representativos correspondientes 4 extractos de tejidos normales, lesiones
precursoras y carcinomas invasores del cervix uterino. Tejidos normales (carriles A, C, D), LIEGB
(carriles B, E, F), LIEGA (carriles H, 1), Ca Inv (carriles G, J, K). Los niimeros indicados a Ia
derecha de cada carril cxpresan el peso molecular de lay bandas proteoliticas en kDa. La dilucién de

las muestras ests seddlada en la parte inferior del carril. El frente del colorante es F,

.‘so L
-105

712

t:4
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Por su parte, en los zimogramas de las muestras de LIEGB. también sc observaron hasta cuatro diferentes
zonas de lisis, siendo las mas frecuentes las de 33 kDa y 45 kDa con ura frecuencia del 50% [Carril B,
seguida de una de 66 KDa (30%) y otra de 38 KDa con 20% de frecuencia [Carril F].

En cambio los zimogramas correspondientes a las mucstras de¢ LIEGA, produjeron scis diferentes
actividades. de las cuales la mas frecuente fué una banda con un peso molecular aproximado de 28 kDa que
se observd en el 50% de las muestras [Carriles H, I}, seguida con un 20% de frecuencia de las siguientes
bandas: 150 kDa [Carril H}, 45 kDa [Carril I], 66 kDa [Carril [} y con un 10% : 87 kDa [Carril H] y 98 kDa
[Carril I].

Finalmente, los extractos de los carcinomas invasores produjeron hasta 10 bandas diferentes. La mis
frecuente fue una de aproximadamente 45 kDa que se observo en el 50% de las muestras [Carril G]. seguida
en un 30% por: 28 kDa [Carril G), 34 kDa [Carril L], 38 kDa [Carriles J, K], 52 kDa [Carril L}, 66 kDa
[Carril J], 72 kDa [Carril G}; con 20% de frecuencia: 105 kDa [Carril GJ, 150 kDa [Carril G] y con una
frecuencia del 10%: 18 kDa [Carril G} y 59 kDa [Carril J).

En general, las bandas proteoliticas producidas por extractos de carcinomas invasores 0 LIEGA, fueron mas

prominentes y definidas que las correspondientes a los tejidos normales y LIEGB.

Proliferacion de linfocitos normales estimulados con mitégeno. Con 1a finalidad de investigar si las
proteasas presentes en los extractos de las muestras de tumores invasores y lesiones precursoras del cervix,
afectan la respuesta inmune celular, se realizaron ensayos de proliferacion de linfocitos normales
estimulados con fitohemaglutinina. La concentracion de 2.5 pg/ ml de fitohemaglutinina, resulté ser la
concentracion optima en los ensayos de proliferacion, con un promedio de actividad de proliferacion de
16.22 + una desviacion estidndar de 2.58. No se encontraron diferencias en el porcentaje de inhibicion de la
proliferacion celular entre los extractos invasores y lesiones intraepiteliales escamosas de grado bajo v alto,
sin embargo los porcentajes de inhibicion de estos tres grupos fueron significativamente mayores que la
ocasionada por los extractos normales (Figura 2) con una p < 0.017 (U de Mann-Whitney). Con el objeto de
estudiar si en la inhibicion de la respuesta proliferativa participaron enzimas proteoliticas, se realizaron

ensayos de proliferacion de linfocitos cn presencia de los extractos e inhibidores de 1as clases cataliticas de
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endopeptidasas. Los resultados mostraron que cn el caso de los extractos normales se incrementd en menos
de un 5% la actividad de proliferacion en respuesta a la aprotinina, E-64, o 1-10-fenantrolina. En tanto en el
caso de las LIEGB y LIEGA se observaron recuperaciones entre el 7.16% al 11,59% con los mismos
inhibidores. Mientras que en los extractos invasores se observaron recuperaciones que fluctuaron entre el
15.08% v 17.47% con los mismos inhibidores (Figura 3). El mismo fenémeno se observo cuando se empled
a la o-2-m como inhibidor . Finalmente, con ¢l propdsito de fundamentar los hallazgos anteriores, se estudié
el efecto de enzimas purificadas como la tripsina y la colagenasa en la respuesta de proliferacion de
linfocitos normales estimulados con fitohemaglutinina, observiandose una disminucion importante de la
actividad de proliferacion, misma que se recupero casi en un 100% con la aprotinina en los ensayos con

tripsina (Figura 4) y parcialmente con la 1-10-fenantrolina en los ensayos con colagenasa (Figura 5).
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Promedio £ S del % de inhibicién de la actividad de proliferacion.

Figura 2. Inhibicion de la proliferacion de linfocitos normales en
presencia de extractos de carcinomas invasores y lesiones
precursoras del cervix uterino.

N LIEGB LIEGA Cainv
Grupos de los extractos.

Actividad de proliferacién = absorbancia a 570 nm de CLE-FHA/CLNE-FHA X100. p <0.05

i
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Figura 3. Recuperacion de la actividad de proliferaciéon de
linfocitos normales en presencia de inhibidores de
endopeptidasas y extractos de tumores invasores y lesiones
precursoras del cervix uterino,
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Figura 4. Inhibicion de la actividad de proliferacién de linfocitos
normales mediante tripsina y su recuperacion con aprotinina.

—a—*Tripsina
—e— Tripsina/Aprot

+Promedio £ S del % de actividad de proliferaciéon

0 4 7 15 30 60

Concentracién de tripsina en pg/ml

+ 100% de actividad de proiiferacién = Actividad de proliferacién sin tripsina ni aprotinina (100 pg/mt). * p < 0.001, 3,7 yg/ml de
tripsina p < 0.01.
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Figura 5. Inhibicion de la actividad de proliferacién de linfocitos
normales mediante colagenasa y su recuperacion parcial con 1-
10-fenantrolina.
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+ 100 % de actividad de proliferacion = Actividad de proliferacién en ausencia de colagenasa y 1-10 fen.* p < 0.05 (30 pg/ml), p <
0.01 (60 pug/ml).
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DISCUSION

Los resultados mostraron que la actividad proteolitica presente en los extractos de los tejidos ¢studiados,
aumenta conforme progresan las lesiones intracpiteliales escamosas dentro de 1a historia natural del ¢incer
del cervix uterino: tejidos normales del cervix, LIEGB, LIEGA vy finalmente carcinomas invasores. Los
resultados fueron consistentes con 10s tres substratos cstudiados, aunque con ¢l polvo azul de cuero, las
diferencias entre los extractos de carcinomas invasores y ¢l resto de los grupos fue mas clara,
particularmente si se comparan con los tejidos normales, donde se aprecia una actividad 6.6 veces menor en
relacion a los extractos de los carcinomas invasores ¢n los ensayos con polvo azul de cuero, contra 2.9 v 2.1
veces menor actividad con el péptido DNP-III y gelatina como substratos respectivamente. Estas diferencias
entre los substratos podrian explicarse en el sentido de que el polvo azul de cuero es un substrato mas amplio
que permite su degradacion por un numero mayor de proteasas de clases cataliticas distintas que la gelatina y |
el péptido sintético.

Por su parte, los ensayos de inhibicion indican que la clase catalitica de proteinasas predominante ¢n todos
los extractos de los grupos estudiados, correspondido a las metaloproteinasas. Este hallazgo no es
sorprendente. ya que se ha descrito en la literatura la importancia de algunas enzimas que pertenccen a esta
clase catalitica en los procesos de remodelacion tisular, tales como la involucion del utero despudés del parto,
la menstruacion y otras respuestas fisiologicas que ocurren en este organo (103, 104),

El motivo por el cual el fosforamidon no inhibio la actividad proteolitica de los extractos estudiados, parece
ser debido a que este agente es un inhibidor eficiente de metaloproteinasas de origen bacteriano. pero
solamente de un nimero reducido de origen mamifero (105). Es importante sefialar que también se observo
una discreta inhibicioén de la actividad proteolitica con los inhibidores de Ia clase catalitica de cisteina. serina
y acido aspartico, sin diferencias significativas entre los grupos, con la excepcidn de un porcentaje de
inhibicion mayor al PHMB en los extractos de carcinomas invasores. En su conjunto los resultados sugieren
que existe un aumento global en las cuatro clases cataliticas de proteinasas, al comparar tanto los estudios de
actividad como los de inhibicion, pero con un predominio de metaloproteinasas en todos los grupos. Estos

resultados contrastan con lo publicado por Benitez-Bribiésca y colaboradores (83), en el sentido de un
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importante incremento de la catepsina B en los tumores invasores. Sin embargo. es importante resaltar que
en ¢l estudio mencionado, solamente investigaron liquido vaginal y sucro, lo cual no asegura que el
contenido enzimatico de estos fluidos sea un reflejo de lo que sucede en los tejidos correspondientes, donde
sc efectinan los procesos de invasion v metastasis. Ademads. estos autores tampoco realizaron un estudio con
inhibidores de las cuatro clascs cataliticas de endopeptidasas. Por otro lado, tal como s¢ sefiald
anteriormente, ¢l substrato que empleé para la cuantificacion de la actividad de la catepsina B, en la
actualidad no se considera exclusivo para esta enzima. pudiendo ser degradado por enzimas de otras clases
cataliticas.

Los resultados de los ensayos colorimétricos. fueron apoyados por los hallazgos encontrados en las
electroforesis en gel/substrato, que mostraron un aumento en ¢l niimero de bandas proteoliticas directamente
relacionadas al progreso en la historia natural del cancer del cervix uterino.

Un aspecto notable de este trabajo, se¢ refiere a las bandas proteoliticas de 72 kDa y 52 kDa que sc¢
identificaron en ¢l 30% de los extractos provenientes de tumores invasores y por otro lado la banda de 150
kDa que también se observo en extractos de LIEGA. Desconocemos la identidad v el papel de estas enzimas,
sin embargo, por el hecho de que las dos primeras fueron identificadas solamente en los tumores invasores,
sugiere que pudieran estar involucradas en los procesos de invasidn. Para resolver ¢stas interrogantes, en la
actualidad se csta trabajando en un proyecto que contempla la identificacion de cstas enzimas con métodos
inmunoldgicos, tales como las réplicas tipo Western, inmunohistoquimica y ensayos inmunoenzimaticos con
anticuerpos monoclonales.

[;os conceptos recientes en relacion al papel de las proteinasas en los procesos de invasion y metastasis,
establece que la degradacion de los diferentes componentes de la matriz extracelular, requiere la
participacion compleja de un grupo de enzimas proteoliticas, dentro de las cuales el activador del
plasminogeno y las metaloproteinasas parecen involucradas en la invasion de un nimero importante de
tumores experimentales y de origen humano, tanto en modelos in vitro como in vivo (37). En relacion a los
activadores del plasmindgeno, se han descrito diferentes pesos moleculares, dependiendo si son del tipo
tisular (70 kDa) o tipo urocinasa que es el que s¢ asocia a los procesos de invasion, con un rango de peso

molecular que va desde 40 kDa hasta 70 kDa (106, 107). Por otro lado, las metaloproteinasas que s¢ han
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involucrado en los procesos de invasion y metastasis de otros tumores son las colagenasas tipo iV de 72 kDa
y 92 kDa que para activarse, requiercn la liberacion de un fragmento de 6 a 10 kDa (108, 109). Sin embargo,
también s¢ han descrito colagenasas tipo IV de alto peso molecular a partir de tejidos provenientes de
carcinomas humanos (110). La estromelisina y otras metaloproteinasas de diferentes pesos moleculares,
también se han implicado en los procesos de invasion tumoral (38). En este caso, desconocemos la relacion
de todas estas enzimas, con las bandas proteoliticas que se observaron a partir de los extractos estudiados en
¢ste trabajo.

El panorama s¢ complica un tanto mas, debido a la presencia de inhibidores tales como los inhibidores del
activador del plasmindgeno (IAP-1 e IAP-2)) y los inhibidores de las metaloproteinasas (TIMP-1, TIMP-2) y
otra seric de inhibidores como las serpinas cntre otros, que con frecuencia se encuentran asociados a las
enzimas proteoliticas en formas dc complejos de diferentes pesos moleculares (111). Nuestros resultados son
consistentes con la formacién de dichos complejos, lo anterior apoyado por la observacion técnica de la
neccsidad de preparar diluciones para detectar en forma mas adecuada, las bandas proteoliticas. En este
aspecto, actualmente se estd iniciando otro estudio que busca valorar a los inhibidores de los activadores del
plasminégeno en las diferentes etapas del cancer cervical.

En este trabajo s¢ decidié investigar el efecto de las enzimas proteoliticas presentes en los extractos de los
tumores invasores y lesiones precursoras del cervix uterino, debido a la importancia que tiene el sistema
inmune en ¢l destino final de los tumores malignos, y por el hecho de que las enzimas proteolitica afectan
diferentes sistemas biolégicos, incluyendo antigenos y proteinas de superficic de membrana. El método del
MTT resulté adecuado para los ensayos de proliferacion de linfocitos en presencia de la fitohemaglutinina,
con coeficientes de variacion menores al 8%, teniendo un especial cuidado en el pH del amortiguador de
extraccion que debe estar entre 4.5 y 4.8, Estos estudios revelaron que tanto los extractos de los tumores
invasores, como de las LIEGA y LIEGB, ocasionaron una inhibicién aproximada entre el 25.35% vy el
27.04% contra un 17.01% de promedio de inhibicion por los extractos de los tejidos normales, lo anterior
sugiere que los extractos mencionados contienen actividad supresora mayor en las lesiones precursoras y
tumores invasores. Se desconoce el o los elementos responsables de esta actividad. sin embargo los estudios

en presencia de inhibidores de la clase catalitica de proteinasas o con ¢l inhibidor universal o-2-m, apuntan

39



a que parcialmente esta actividad pudicra cstar mediada por proteinasas. Lo anterior se refuerza por los
experimentos con enzimas purificadas. cn lugar de los extractos, donde s¢ aprecia una inhibicion a mayor
dosis, que se recupera en cerca del 100% con la aprotinina, en los ensayos con tripsina y parcialmente con la
1-10-fenantrolina ¢n los ensayos de la colagenasa.. Definitivamente, no se puede descartar la participacion
de otros factores supresores, presentes cn los extractos estudiados, que pudieran ser realmente los
responsables de 1a inhibicion de 1a actividad proliferativa, tales como el factor de crecimiento transformante
beta. [L-3. IL-4, GM-CSF. IFN-gama y la prostaglandina E2 entre otros (87, 88, 89, 90, 91. 92. 93, 94).
Sin embargo resulta interesante proponer que muchas de las acciones de supresion pudieran estar mediadas
por proteasas, lo cual de demostrarse aclararia las interrogantes en relacion a los factores supresores
descritos en tumores y otras entidades patologicas. A raiz de los procedimicentos de inmunoterapia con
células infiltrantes ¢ interleucina-2, s¢ ha descrito el efecto de algunas enzimas como la colagenasa/ADNasa
en l1a disminucioén de la expresion de marcadores de superficie como el CD4, CD8, CDI4, CD16, y CD56,
que son importantes en la respuesta inmunologica por parte de los linfocitos y macréfagos, aunque en gran
parte este efecto se atribuyd a otras proieasas contaminantes con actividad de proteasa de serina (112).
Finalmente, consistente con los hallazgos de este trabajo de tesis. se ha reportado que complejos tripsina/ a-
2-m, disminuyen la actividad proliferativa de linfocitos normales ¢n una forma dosis dependiente (113).

En conclusion, se encontré por un lado una correlacion directa entre la histona natural de cancer del cervix
uterino y el grado de actividad proteolitica presente en las correspondientes muestras. Estos hallazgos no se
habian publicado con anterioridad en muestras de tejidos provenientes de carcinomas invasores del cervix y
lesiones precursoras. S¢ requiere por un lado un estudio mds profundo, particularmente dirigido a la
identificacion de las bandas proteoliticas descritas en este trabajo, y su papel en los procesos de invasion, y
por otro lado a la investigacion del papel de los virus del papiloma humano en el incremento en la actividad
proteolitica de las lesiones precursoras al cancer invasor cervical. Asi mismo, se describi6 el efecto supresor
sobre la actividad proliferativa de linfocilos normales, por parte de los exuacto;, principalmente de la
lesiones precursoras y tumores invasores, que parcialmente se recupera mediante la adicion de inhibidores de
endopeptidasas. en conjunto con los estudios de enzimas purificadas, s¢ abre la perspectiva de estudiar el

papel de las protcinasas en la supresion de la respuesta inmune de pacientes portadores de tumores.
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PERSPECTIVAS Y SUGERENCIAS PARA ESTUDIOS POSTERIORES

Los resultados de cste trabajo de tesis gencran una serie de perspectivas, primero las relacionadas con la
identificacion de las enzimas proteoliticas que sc observaron cn cada una de las etapas de Ia historia natural
del cancer cervical, para tal efecto sc pueden emplear dos diferentes cstrategias, una que implica ¢l uso de
anticuerpos monoclonales ya sea en estudios inmunohistoquimicos, inmunoenzimaticos o réplicas tipo
Western, cada uno de estos ensayos ofrece ventajas y limitaciones, por ¢jemplo los primeros permiten
reconocer en la estructura tisular la localizacion de las enzimas, mientras que el segundo puede ser un
método cuantitativo y el tercero nos mucstra propicdades tales como la masa molecular de las enzimas. La
otra estrategia requiere de la biologia molecular para analizar la expresion y regulacion de los genes que
codifican para las distintas proteasas implicadas en los procesos de invasion y metastasis, resultaria
interesante con esta metodologia estudiar y efectuar una correlacion con la infeccion con los tipos
oncogénicos del virus del papiloma humano. Estas mismas estrategias s¢ pueden emplear para cl estudio de
los inhibidores naturales que en forma analoga con las proteasas, permitirian realizar asociaciones y
corrclaciones con aspectos clinicos de prondstico y respuesta al tratamiento. Sin embargo para completar el
estudio acerca del papel de las enzimas y sus inhibidores en los procesos de invasion y metastasis. es
descable la realizacién de estudios de invasion in vitro con lineas de tumores cery'icales y ensayos cof
inhibidores para demostrar un efecto directo. No menos importante, es la perspectiva de estudiar con mas
detalle el efecto de las proteinasas y sus inhibidores ¢n la respuesta inmunoldgica, primero confirmar los
resultados de este trabajo con otros ensayos inmunoldgicos, segundo disecar con mas detalle la ctapa. las
células y las moléculas que son afectadas por las enzimas y tercero puriﬁca; los extractos para evitar el
efecto de otros componentes. Los cstudios propuestos aportarian un mejor conocimiento a la biologia del
cancer del cervix uterino, y probables aplicaciones en el diagnostico, pronéstico y tratamiento del tumor

maligno mas frecuente en la mujer Mexicana,
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ABSTRACT

In this preliminary report, we showed that proteolytic activity of extracts
from 85 cervical samples of patients with normal cervix, low and high-grade
squamous intraepithelial lesions and invasive carcinoma, increased according
to the natural histqry of the cervical cancer when measured with three
different substrates. Inhibitor assays for four different catalytic classes
of endopeptidases indicated that the predominant catalytic class in extracts
of all groups was that of metalloproteinases. Substrate gel electrophoresis
revealed that invasive carcinoma extracts had two bands with proteolyﬁic
activity (with M of 72 and 52 kDa) which were not present in normal tissue
or biopsies with precursor 1lesjions. Immunological and_ molecular
characterization of these bands may provide information relevant to cervical

cancer biology and clinical applications.
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INTRODUCTION

Metastasis is a complex multi-step process in which proteolytic degradation
plays an important role (1, 2). The ability of proteases to digest extra
cellular matrix components, provides a clue for the contributiqn of these
enzymes to tumor invasion and metastasis (3). It is now clear that the role
of proteases in these processes 1is complex and probably requires the
cooperation of different enzymes. Furthermore, an imbalance between protease
positive regulation and its negative control, by natural inhibitors, have
also been implicated (4).

Distinct catalytic classes of proteinases have been recognized as important
mediators of invasion and metastasis; examples include metalloproteinases
such as type IV collagenases (5) and stromelysins (6), serine-dependent
proteinases including urokinase type plasminogen activators (7), tumor-
associated trypsin (8) and guanidinobenzoatase (9), cysteine-dependent
proteinases such as cathepsin B (10), and aspartyl-dependent proteinases like
cathepsin D (11).

Squamous invasive cervical carcinoma is the most frequent malignant tumor in
Mexico. This tumor arises in a step-wise manner from precursor sguamous
intraepithelial lesions. We thought that a study of the proteolytic enzymes
produced by these different stages might yield interesting results and
correlation's. In the only previous study known to us, Benitez-Bribiesca et
al. reported an increase of cathepsin B in vaginal fluid and serum in

patients with invasive carcinoma (12). This study was based exclusively on
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the use of substrates assumed to be specific for this enzyme, and the
ambiguity of this supposition has been proven on repeated occasions, for
example in some studies the Ne-benzoyl-DL-arginine~f-naphthylamide (BANA) has
been considered as a trypsin substrate (13). Also, their study did not
accomplish a systematic search of the catalytic classes of proteinases
present in tumors or in normal tissues.

We report the results of a study of proteolytic activity in invasive cerviéal
carcinoma and precursor lesion samples, using three different substrates and
inhibitors of catalytic classes of endopeptidases. We also describe the
number of proteases and their apparent molecular mass M, as determined by

substrate gel electrophoresis.



MATERIALS AND METHODS

Tissue Specimens. Tissue samples were collected from all women by biopsies
or surgical resection, after initial cytological studies. The subjects of
this study were 30 cases with invasive cervical cancer (Inv Ca), 30 cases
with High Grade Squamous Intraepithelial Lesions (HGSIL), 30 cases with Low
Grade Sgquamous Intraepithelial Lesions (LGSIL) and 30 control women,
attending the Oncology or Gynecology Services at the Hospital Civil de
Guadalajara, Mexico (mean age was similar in all groups ranging from 25 to 65
years). Diagnosis was made in accordance with "The 1988 Bethesda System for
Reporting Cytological Diagnosis of Squamous Cell Abnormalities" (14’. Two
different pathologists evaluated adjacent fragments for all specimens,
confirming the nature of the tissues. After removing necrotic and bloody
areas, the samples were frozen at -70°C until extraction procedures.

Tissue Extraction. Extracts were prepared from 100-150 mg (wet weight)
tissue samples. The specimens were homogenized in a High-Speed Mixer-
Homogenizer (Polytron PT 3000, Kinematica AG., Brinkmann, Switzerland) for 5
minutes at 15,000 rpm, in 4 ml of 0.15 M NaCl at 4°C. After three freeze-thaw
cycles the homogenate of each sample was sonicated (Sonic Dismembrator Brand,
USA) two time$ at 21 kilocycles per second for one minute with a setting of
40 at 4°C. The homogenate was centrifuged at 8,000 X g for 10 minutes at 4°C
and the supernatant was divided in aliquots and stored at -~-70°C until
analysis. Protein concentration of the extracts was determined according to

Bradford (15).



Alpha-2-macroglobulin. Alpha-2-macroglobulin (@g-2m) was purified as
described by Kurecki et al (16) from fresh human plasma supplied by the Blood
Bank of Hospital Pedro Loza S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco.

Assay with hide powder azure. Proteolysis of hide powder azure
(Calbiochem, La Joya CA) was determined by measuring the absorbance of color
released from 5 mg of the solid and insoluble substrate as described (17).
Briefly, :0 ul of the extract, pre incubated at 4°C for 60 minutes with one
of the inhibitors (all from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO): 1 mM
phenylmethyéulfonyl fluoride (PMSF), 100 pg/ml Aprotinin (Aprot), 2 uM trans-
epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)-butane (E-64), 1 m M p-
hidroxymercuribenzoate (PHMB), 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 2
mM 1,10-phenanthroline (1-10-Phen), 5 uM phosphoramidon (Phosphon), in 1 ml
of 50 mM Tris pH 7.5; pepstatin A 1 pug/ml in 1 ml 0.05 M citrate buffer pH
5.0, or without inhibitors (in 1 ml of the corresponding buffer), was
incubated with the substrate at 25°C for 20 h with constant rotation. The
reaction was stopped by chilling the samples for 3 minutes followed by
centrifugation (8,000 X g for 10 minutes at 4°C). The supernatant was removed
and the Ag,, read in a spectrophotometer.

Assay with N-2,4-Dinitrophenyl- L~Prolyl- L-Glutaminylglycyl- L-
Isoleucyl- L-Alanylglycyl- L-Glutaminyl- D- Arginine (DNP-Peptide-
II1) as substrate. In this assay, 100 pul of each sample, with or without
inhibitors, was incubated with 100 ul of the DNP-Peptide-III (1 mg/ml in 50
mM Tris, 0.15 M NaCl, 5 mM CaClp, 0.02% bovine serum albumin, pH 7.6) for 22

h at 37°C. The reaction was stopped with 0.5 ml 1.0 N HCl. The fragments were
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extracted with 1 ml of 1:0.15 (v/v) ethyl acetate/n-butanol for 45 seconds.
Then the mixture was centrifuged at 2,600 X g for 15 minutes at 25°C and the
A,s5 Of the organic phase was read (18).

Assay Qith gelatin as substrate. In this assay, 50 pul of the extracts
(pre incubated with inhibitors in the aforementioned conditions in phosphate
buffered saline pH 7.4) were incubated with 5 mg of insoluble gelatin (Sigma
Chemical Co., St. Loﬁis MO) and rotated constantly at 25°C for 20 h. The
samples were chilled for 3 minutes and centrifuged (8,000 X g for 10 minutes
at 4°C). The supernatant (400 ul) was mixed with 600 ul of 0.2 M acetic acid,
250 ul of 0.2 M sodium citrate and 500 pl of a ninhydrin reagent prepared as
follows: 0.05 M ninhydrin, 1.8 mM ascorbic acid and 12.6 M ethylene glycol
monomethyl ether. The mixture was boiled at 100°C for 15 minutes in an oil
bath and the thermic reaction was abruptly stopped by chilling. Finally, 1.5
ml of 60% ethanol was added to each sample and, after vigorous agitation, was
read at A, 4, against the reagent blank. In these conditions the color is
directly proportional to the amount of proline and hydroxyproline in solution
(19).

Substrate gel electrophoresis. A procedure similar to the one described
by Perez-Montfort was used (20). The extracts were mixed with electrophoresis
sample buffer containing sodium dodecyl sulfate (SDS) in the absence or
presence of 10% (v/v) 2-mercaptoethanol (2-ME) [samples were not boiled] and
were separated by electrophoresis in 12.5% polyacrylamide gels (PAGE). In
some cases, the gels were incubated immediately after electrophoresis with 10

gel volumes of 2.5% Triton X-100 in 0.1 M Tris-HCl, pH 7.4 for 90 minutes at



room temperature with gentle stirring; the solution was changed every 30
minutes. The gel was then washed for two minutes in distilled water and
placed in 0.1 M Tris~HCl pH 7.4 with 10 mM CaCl, for 10 minutes, and
immediately laid on top of another gel containing 7.5% acrylamide in 0.075 M
Tris-HC1 pH 8.45 and 0.57 mg ml~! of gelatin without SDS. In other cases, the
gels received no treatment after electrophoresis. The gels were placed
between glass plates, wrapped in wet tissue paper and incubated in a humid
chamber at 37°C for 24 h. The gels were fixed and stained in 25% (v/v)
isopropanol, 10% glacial acetic acid and 0.05% (w/v) Coomassie brilliant blue
G-250 (Bio-Rad, Richmond CA) for 2 h, and discolored in 10% (v/v) glacial
acetic acid, 10% (v/v) methanol for 24 h at room temperature.

Calculations and Statistical Analysis. Proteolytic activity was
expressed as activity units (ébsorbance / ug of protein of the extracts) and
inhibition was represented as percentage of inhibition. Results are given as
mean * SEM. Differences between group means were tested for significance
using Student's t test, with separate variance estimate if the standard

deviations were significantly different according to the F test.
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RESULTS

The great majority of the epidermoid invasive carcinomas of uterine cervix we
studied, were large cell nonkeratinizing type (93 %) against 2at of small
cell type (7 %). Whereas 50% of the high grade intraepithelial squamous
lesions were Ca in situ, 29% were severe dysplasia and 21% moderate

dysplasia, according to tlhe old classifications.

Qur results showed increasing total proteolytic activity correlating with
progression toward malignancy and invasive behavior, on all substrates
tested. In Table I, one can appreciate that hide powder azure was the
substrate in which the difference between the groups was more pronounced. The
mean proteolytic activity of the Inv Ca extracts with this substrate was six
times that of the normal extracts, three times that of the LGSIL extracts,
and nearly two times that of HGSIL extracts. Although the differences between
groups with gelatin and DNP-peptide III as substrates were less impressive,
the results were consistent in showing an increment of proteolytic activity
according to the progression in the natural history of this tumor (normal <

LGSIL < HGSIL < Inv Ca).

The results with the inhibitors of the catalytic classes of proteinases
(Table II) showed that the metalloproteinases were the predominant type of
proteinases in all groups of extracts studied. Inhibition of proteolytic

activity was always greater than 36% with EDTA and 1,10-Phen in the hide
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powder azure (not shown) and gelatin assays, without significant differences
between the groups. The proteolytic activity of the extracts was not affected
by the metalloproteinase inhibitor Phosphon. Inhibitors of other catalytic
classes diminished activity by less than 19% (with the exception of the Inv
Ca extracts with PHMB in which the inhibition was greater than 27%). The only
statisticall§ significant difference was that of PHMB on the Inv Ca extracts
in comparison with the other groups (p < 0.05). The universal inhibitor @-2m
produced an inhibition between 67.84% and 73.80%, without significant
differences between the groups, with either hide powder azure (not shown) or
gelatin substrates. A mixture of three endopeptidase inhibitors for different
catalytic classes (EDTA, Aprot, PHMB) results in an inhibition of
approximately 85% for each group. Considering the gradual increment in
proteolytic activity for each group together with the relatively uniform
inhibition, our results suggest that the extracts of the diseased tissues had
an overall increase in all catalytic classes of proteinases, with a

predominance of metalloproteinases.

Using substrate gel electrophoresis in presence of 2-ME [Fig. 1], some of the
extracts from normal tissues showed four lysis zones. The two most frequent
and defined bands had apparent molecular masses of 34 kDa and 66 kDa [lanes A
and é] both observed in 50% of the samples at different dilution's.
Proteolytic lysis 2zones only became apparent using different dilution's for
each extract. This could be due to varying concentrations of proteinase

inhibitors in each sample (see Discussion). We also observed other two weak
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bands with M, of 45 kDa and 80 kba (20% of the samples) ([lane A}. In some
extracts no proteolytic activity was detected [lane D}.

The LGSIL showed four lysis zones. Bands of 33 kDa and 45 kDa were the most
frequent activities (50%) [lane B}, followed by one with M, of 66 kDa (30%)
[not shown] and another of 38 kDa (20%) {lane F]. On the o?her hand, the
HGSIL showed six defined activities, for which the most frequent bands were
at 28 kDa (50%) [lanes H and I], 150 kbDa (20%) {lane H], 45 kDa (20%) [lane
I}, 66 kba (20%) [lane I}, 87 kba (10%) [lane H] and 98 kba (10%) [lane I].
Finally, the Inv Ca extracts showed at least ten well defined bands with
proteolytic activity, these were at 45 kba (50%) {lane G}, 28 kDa (30%) [lane
G], 34 kDa (30%) [lane L}, 38 KDa (30%) {lanes J and K], 52 kDa (30%) [lane
L], 66 kbDa (30%) [lane J}, 72 kba (30%) {lane G], 105 kba (20%) [lane G], 150
kDa (20%) [lane G}, 1B kDa (10%) [lane G] and 59 kDa (10%) [lane J]. In
general, the proteolytic bands of Inv Ca and HGSIL extracts, were more

defined and prominent than those of LGSIL and normal tissue extracts.
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DISCUSSION

Our preliminary data show that the proteolytic activity in the extracts of
the studied tissues increases correlating with the progression from normal
tissues, to LGSIL, HGSIL and finally to Inv Ca. The results was consistent
with all substrates tested. Inhibitor assays indicated that the predominant
catalytic class of proteinases in the extracts of all groups were the
metalloproteinases. This finding is not surprising, since matrix
metalloproteinases are important in remodeling processes such as post-partum
involution of the uterus, menstruation and other physiological responses in
this organ (21, 22). Although Phosphon did not inhibit proteolytic activity,
this could be due to the fact that this agent is an inhibitor of many
bacterial-endopeptidases, but few of mammalian origin (23). We also observed
inhibition of proteolytic activity with inhibitors of other catalytic classes
without significant differences between the groups, except a greater
inhibition with PHMB of Inv Ca extracts than those of other groups. Assays
with metalloproteinase activators, reveal that proteolytic activity can be
enhanced (25%-55%) with aminophenylmercuric acetate, without significant
differences between the groups (data not shown). The finding that
metalloproteinases are the main catalytic class of endopeptidases in cervical
carcinoma contrasts with the results published by Benitez -~Bribiesca et al.
This is probably due to the fact that these authors studied "substrate
specific" proteolytic activity in serum and vaginal fluid only, and did not

look for other catalytic classes of proteinases. As stated before, this
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method may give ambiguous results and besides, the proteinase content of
these two fluids may not reflect the composition of invasive tissue, since
relevant proteinases may not be secreted.

Oour initial observations were also supported by our results with the
substrate gel electrophoresis, that showed an increase in thg number of
proteolytic bands that was proportional to the progress in the natural
history of cervical cancer. It attractive to point out the potential
association of papillomavirus infection and proteolytic activity at each step
of the natural history of cervical cancer. In this respect, we are currently
working on the relation between the expression of human papillomavirus type
16 and 18 and proteolytic activity in cervical carcinoma and precursor
lesions. An important point in our work is the appearance of certain bands of
proteolytic activity in extracts of invasive tumors, like the 72 kDa and 52
kDa bands that were present exclusively in 30% of the samples in this group
[Fig. 1 lanes G and L] and the 150 kDa band {Fig. 1 lane G], also present in
HGSIL [Fig. 1 lane H]. We do not know the role of these bands, but we
speculate they may be involved in invasion mechanisms of the tumors. We are
working with immunological methods to resolve the questions about the
identity and expression of these proteinases in tumoral tissue.

New concepts on the role of proteinases in tumor invasion established that
the degradation of the extracellular matrix requires a complex array of lytic
enzymes, in which plasminogen activators and matrix metalloproteinases appear
to be involved in tumor invasion in most in vitro and in vivo experimental

models, as well in some human tumors (24). Different molecular weights have
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been reported for plasminogen activators, such as the tissue type (70 kDa),
the urinary type that ranges between 40 kDa and 70 kDa in normal tissues and
tumors (25, 26). On the other hand the most notable metalloproteinases in
tumor invasion are the 72 kDa and 92 kDa type IV collagenases, that for
activation require the release of 6 to 10 kDa fragments (27, 28). However, a
high molecular weight type IV collagenase from human carcinoma tissue has
been reported (29), as well as stromelysins and other metalloproteinaseé of
different molecular weights that participate in tumor invasion (30). The
relationship of the bands we have observed to these proteinases still has to
be determined.

The picture is complicated due to the presence of inhibitors, 1like
plasminogen activator inhibitors (PAI-1 and PAI-2), metalloproteinase
inhibitors (TIMP-1, TIMP-2) and other inhibitors that have been frequently
found associated with proteolytic enzymes forming complexes of different
molecular weights (31). Qur results are consistent with the formation of such
complexes in the extracts, because of the necessity to make dilution's to
detect the proteolysis zones with substrate gel electrophoresis {Fig. 1].

In conclusion we found a direct correlation between the natural history of
cervical carcinoma and the degree of proteolytic activity present in the
respective samples. These findings were not previously reported in samples of
cervical cancer and precursor lesions. A profound study of this field,
particularly about the proteolytic bands that are exclusively present in

invasive carcinoma, may has important clinical applications.
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TABLE I

Proteolytic activity of invasive cervical carcinomas and precursor

lesions on three different substrates.

- S G Em WP Gy Wy Il W WD AR W AN Mg SES G G M SRS gy e ) G S W WD NI WD NS LSRG W SN o A M e R S M S G Vel S W S Sur WD W G W W IR WP W e R AN e e

Group hide powder azure gelatin DNP-IIl-peptide
Normal (1) 9.91 + 2.42 64.91 * 1.17 5.80 = 1.72
LGSIL (2) 20.40 t 1.97 89.86 t 1.60 11.90 + 1.47
HGSIL (3) 34.52 + 4.18 84.17  4.90 13.09 £ 2.23
Inv Ca (4) 65.52 * 4.33 133.33 = 3.74 16.91 = 2.13

Proteolytic activity was expressed as mean % SEM activity units (absorbance -~
g of protein of the extracts). Statistical analysis: a) hide powder azure: 4
ve 3 p < 0.050, 4 vse 2 p < 0.010, 4 vse 1 p < 0.007, 3 va 1 p < 0.010; b)
gelatin: 4 vs 2 and 3 p < 0.015, 4 va 1 P < 0.010; c) DNP-IIl-peptide: 4 vs

J N.S., 4 v 2 p < 0.050, 4 va 1 p < 0.010.
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TABLE 1II
Effect of endopeptidase catalytic class inhibitors on proteolytic

activity of invasive cervical carcinomas and precursor Jlesion

extracts.

Normal LGSIL HGSIL Inv Ca
EDTA (2 =mM) 47.4 = 3.6 54.2 £ 3.9 42.1 = 2.8 41,3 ¢ 3.0
1-10-Phen (2 mM) 41.5 t 4.1 55.7 £ 3.7 40.2 = 3.3 Jé6.4 ¢ 3.1
Phosphon (5 uM) 2.9 £ 2.3 -7.0 £ 3.8 -7.2 £ 4.1 -9.9 = 4.4
PMSF (1 mM) 5.0 £ 2.3 13.1 = 2.2 10.2 £ 2.0 12.8 £ 2.7
Aprot (100 ug/ml) 1.8 * 1.8 18.2 * 3.2 13.4 = 2.8 20.8 * 3.3
E-64 (2 pum) 6.9 t 1.8 14.9 3.7 10.3 + 1.8 13.1 £ 2.0
PHMB (1 mM) 9.5 =+ 2.5 14.8 £ 2.8 18.0 = 3.0 27.5 £ 3.7
Pep-A (1 uMl) 7.3 £ 3.3 7.4 £ 2.3 8.8 £ 2.1 9.0 £ 2.5
@*2m (0.8 mg/ml) 72.2 ¢ 3.3 67.8 £ 2.3 73.8 = 1.3 71.1 £ 3.1
EDTA, Aprot, PHMB 85.8 + 2.9 86.6 + 3.1 83.6 + 2.8 89.7 £ 3.2

Inhibitors were pre incubated with extracts at 4° C during 1 h, followed by
an incubation during 22 h at 25° C with gelatin as substrate. Afterwards the
reaction was stopped at 4°C by centrifugation at 6000 X g and the supernatant

was reacted with the ninhydrin reagent and the 0.D. determined at a 440 nm.
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Fig. 1. Representative zymograms of gels on which extracts of
normal and cancerous cervical tissues were analyzed. Lanes A, C
and D, normal tissue; lanes B, E and F, LGSIL; lanes H and I,
HGSIL; lanes G, J, K and L, Inv Ca. Lanes marked with an * were
made in a different electrophoresis chamber. Numbers to the right
indicate th; My in kDa. F is the dye front. The dilution of the

sample is indicated at the bottom of each lane.
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