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I. INTRODUCCION




I. MARCADORES TUMORALES.

Se han descrito un gran numero de marcadores bioldgicos del
Cancer, que junto con otros son objeto de la mayoria de las in-/
vestigaciones actuales, las cuales han permitido obtener marcado
res mas especificos y han producido técnicas de facil estandari-

zacidn.

Las células de los tumores malignos producen y liberan con
frecuencia diversas sustancias tales como antigenos, hormonas, /
enzimas, poliaminas, etc., cuya presencia en el organismo puede
ponerse de manifiesto mediante test de laboratorios adecuados.
Los compuestos generados por el tumorpropiamente dichos o por [/
las reacciones del organismo ante la neoformacién se denominan /
"marcadores tumorales" & "marcadores bioldégicos del cancer". Aun
que tal denominacidén data ya de algunos afios, su empleo se ha ge
neralizado a partir del XII Congresos Internacional del Cancer,

celebrado en Buenos Aires en 1.978 (1).

La mayoria de los marcadores tumorales suelen dosificarse /
’

‘en suero, aunque pueden evaluarse también en tejidosu otros 1i-/
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gquidos biolégicos.\ En general, no son especificos de cancer, de
tectandose su presencia en otras situaciones no neopldsicas. La
diferencia entre patologia tumoral y benigna, suelen ser de ca-
racter cuantitativo, intimamente relacionadas al tamafio del tu-
mor. El marcador tumoral es sintetizado por la célula neoplasi-
ca, de ahi que a mayor nimero de ellas, mayor sea la concentra-
cioén que podemos detectar (2). Algunos marcadores tumorales, en
estadios iniciales del tumor suelen ser normales o indistingui-
bles de los detectados en otras situaciones no neoplasicas, por
lo que su utilidad diagnéstica es escasa, de ahi el interés de -
algunos investigadores en encontrar otros marcadores mas efica-
ces. Sus principales aplicaciones radican en el control evoluti

vo de la neoplasia, una vez ha sido esta diagnosticada (3).

El marcador tumoral suele ser un reflejo de la masa y/o ac-
tividad tumoral, dependiendo del numero de células productoras.
De ahi puede deducirse que las modificaciones provocadas por el
tratamiento antineoplasico sean reflejadas por él, con disminu-
cién en caso de mejoria (menor nimero de células) o incremento -
en casos de resistencia (aumento del nimero de células). Ademas
de esta aplicacién de los marcadores tumorales, existen algunos
con sensibilidad y/o especificidad suficiente, como para su apli
cacién en el diagnéstico o deteccidén de recidiva local o a dis-

tancia (4).

Ya que después de las enfermedades cardiacas y circulato--
rias, el cancer constituye la causa mids frecuente de muerte, de-
be destacarse la importancia de los marcadores tumorales para el

diagnéstico in vitro de la enfermedad.

Fl objetivo del diagndéstico tumoral seria el reconocimiento
precoz y en la medida de lo posible inequivoco de los tumores, -

incluyendo el deseo de que existiera un "test tumoral universal'.

A pesar de los conocimientos ya amplios que se tienen acer-
ca de tumores y su diagndstico, desgraciadamente, ain no es posi
ble el reconocimiento precoz de un proceso maligno. No obstante
el empleo correcto de los marcadores tumorales en el control evo
lutivo contribuye decisivamente al éxito terapéutico, y con ello
a aumentar las posibilidades de supervivencia de los pacientes -

que padecen tumores malignos.



I-1. Desarrollo tumoral.

En el inicio de todo proceso tumoral se encuentra la trans-
formacién de una célula diferenciada normal en células que esca-
pan a los mecanismos de control en 1o que respecta a diferencia-
cién y crecimiento. Aunque se conocen las diferencias entre cé-
lulas malignas y normales, no pueden indicarse las causas exac-
tas de las informaciones bioquimicas que una célula debe perder
o adquirir para poder degenerar transformdndose en una célula -

cancerosa.

Para que se produzca esta transformacidén posiblemente deben
darse varios factores, como por ejemplo factores genéticos, no-
xas quimicas 6 fisicas, o también trastornos del sistema inmuni-

tario.

El cancer es un proceso a largo plazo y progresa a través -
de cuatro fases obligadas: de induccidén, de localizacidén in situ,
de invasidén y de diseminacién. Durante la fase de induccidn, la
cual puede durar hasta 30 afios, las células estan expuestas a -
uno & mas carcinégenos. Estos carcindégenos ambientales pueden -
incluir radiacién 6 diversas toxinas. Se ha estimado que aproxi
madamente las tres cuartas partes de los canceres humanos pueden

deberse a estos factores ambientales.

Actualmente se creen que son necesarios muchos afios de expo
sicidén antes que un carcinégeno sea capaz de ejercer su efecto -
sobre el huésped. Las alteraciones histoldgicas comienzan con -
una severa displasia y con el tiempo se transforman en un cancer
definitivo. Es obvio que no todos los individuos expuestos al -
mismo carcinogeno desarrollaran un cancer. Adicionalmente exis-
ten otros factores que pueden desempefiar un papel en determinar
que individuo va a desarrollar un cancer. Estos factores inclu-
yen la susceptibilidad individual o tisular, la presencia de -
otros carcindégenos o cocarcinégenos, el sitio en el que el carci
négeno puede actuar, la duracién de la exposicién y, obviamente,
la naturaleza, cantidad y concentracién del carcindégeno en cues-
tién. A menudo, el tiempo transcurrido entre la fase de induc-

cion y el céancer clinicamente aparente puede ser de hasta 20 afios.



Después de la induccién sigue la fase in situ. Esta repre-
senta el tiempo durante el cual la célula se transforma en una cé
lula cancerosa, pero en el que alin permanece localizada en el sitio

original y no invade otros tejidos del organismo.

La tercera fase es denominada fase de invasién. En esta fa
se las células malignas se multiplican e invaden los tejidos mas
profundos a través de la membrana basal, lo que determina el pa-

saje de estas células a la circulacién sanguinea y linfatica.

La cuarta fase es la fase de diseminacién. Durante esta fa
se, que dura entre 1 y 5 afios, el cancer invasor se disemina ha-

cia diferentes partes del cuerpo distantesdel sitio de origen -

(5).

Es fundamental la deteccién temprana del cancer, antes de -
la diseminacidén metastdasica. Ideélmente, el cancer deberia ser
detectado durante la fase de induccidén. Esto es imposible debi-
do a que antes de la fase in situ no es posible saber si se desa
rrollaria realmente un cancer en el individuo. El enfoque siguien
te consiste en detectar el cancer en la fase in situ. Esto ha -
podido llevarse a cabo con gran éxito en pacientes con cancer -
del cuello uterino por ejemplo. En estos casos, la técnica de -
frotis Pap (Papanicolau) ha sido sumamente importante. Cuando -
es posible detectar la presencia de un cancer in situ del cuello
uterino, el prondstico es excelente. La mayoria de los tumores
malignos son dete¢tados durante la fase de invasion. Si ain no
se ha producido la diseminacién, el prondstico es razonablemente
favorable. La deteccidén de diseminacidén local con o sin compro-
miso de los ndédulos linfaticos a menudo posibilita la cura del -
tumor. Por el contrario, si ya se ha producido una diseminacién

el prondstico es ominoso.

Varios factores desempefian un papel en determinar la capaci
dad del cancer para invadir el tejido vecino. Estos factores in
cluyen el aumento de movilidad de las células, el incremento de
la presién intratumoral como consecuencia de la multiplicacidén -
celular activa, la elaboracién por el cancer de sustancias liti-
cas, ausencia de puentes intercelulares hallados entre las célu-

las normales, disminucién de la cohesidén entre las células y -



eventual diseminacién de las células tumorales hacia los nédulos
linfaticos regionales. Actualmente se destinan importantes es-
fuerzos a la evaluacién de estos factores criticos que determi-
nan el grado de invasividad de las células tumorales. Sin embar
go, cuando las metistasis son aun microscépicas (micrometdsta--
sis), la posibilidad de ser detectadas clinicamente es muy esca-
sa. Se ha estimado que aproximadamente la mitad de los pacien--
tes que parecen estar clinicamente libres de metastasis, en rea-
lidad poseen micrometastasis distantes no identificadas en el mo

mento del diagndéstico y tratamiento iniciales. /

El cancer a menudo se manifiesta por una alteracidon de la -
velocidad de divisién celular. Aunque la mayor parte de los can
ceres se asocian con una aceleracién de la divisidn celular, --
existen casos en los que no sucede asi, por ejemplo, en el nefro

ma.

Un fendémeno particular del cancer consiste en una desdife--
renciacién, proceso por el cual las células sufren una regresién
desde 1o mas especifico hacia lo mis general. Asi, no es infre-
cuente observar células tumorales que producen diversas protei--
nas que sélamente estin presentes en los estadios embrionarios o
fetales. Por otra parte, a medida que se desdiferencian, las cé
lulas, pueden perder ciertas propiedades celulares especificas,
como la actividad de receptor o una actividad enzimatica. Estas

alteraciones pueden ser empleadas como indicadores de pronéstico

Las alteraciones cromosémicas en el cancer han sido estudia
das principalmente en pacientes con leucemia. FEn realidad, es -
posible confirmar diversos tipos de leucemia, en base a estas al

teraciones cromosémicas.

Fn cuanto a la etiologia del cancer, recientemente, Sager -
(6) presenté un atractivo enfoque del cancer. Lo postula como -
un proceso genético con estadios multiples. Estos estadios son

de tres tipos:

1. Dafio inicial del ADN
2. Ruptura y reordenamiento cromosémico
3. Seleccidén de células mutantes con posibilidades

de desarrollo exitoso.



Las alteraciones initiales del ADN celular pueden ser provo
cadas por radiacidén, sustancias quimicas, virus o agentes desco-
nocidos. FEstos dafios conducen a un descontrol del crecimiento y

a la pérdida de la estabilidad cromosémica.

La ruptura y reorganizacion de los cromosomas se produce en
varias fases continuas. Inicialmente comienza la divisién celu-
lar. Mas tarde esto se manifiesta en términos de transposicio--
nes cromosémicas aberrantes, lo que conduce a reordenamientos ge
némicos. A medida que las aberraciones contindan apareciendo se

produce una cadena de alteraciones genéticas y fenotipicas.

La seleccidén de células mutantes con posibilidad de creci--
miento se relaciona con los siguientes elementos. Los reordena-
mientos gendémicos generan nuevos fenotipos. La seleccién favore
ce los fenotipos de células proliferantes y bien adaptadas. Fi-
nalmente, fenotipos especificos se desarrollan con éxito en los

diferentes tejidos del organismo.

Los carcinégenos se encuentran presentes en el medio ambien
te en cantidades crecientes. Aunque se conocen numerosos carci-
négenos, probablemente existan muchos que aitn no conocemos. Los
virus también son capaces de provocar ciertos tumores malignos.
Algunos de estos canceres, como el linfoma de Burkitt, pueden ob
servarse en los seres humanos. FExiste una base experimental y /
epidemioldgica para postular la existencia de virus hepaticos y
herpesvirus capaces de provocar canceres hepaticos y cervicales,
respectivamente, en los seres humanos. Sin embargo, en este /
punto de la investigacién, los virus no son considerados muy /

probables como agentes causales generales de cancer.

I-2. Papel desempeifiado por el laboratorio en los tumores ,

Dado que la mayoria de los pacientes no mueren por su tumor
primario, sino por las repercusiones de sus metastasis lo desea-
ble es un diagndéstico precoz e inequivoco del tumor primario, /

asi como de su localizacidn organica.

Para ello, podemos contar con las cuatro funciones principa
les existentes, que con las determinaciones del laboratorio pue-

den cumplirse. Estas funciones incluyen: deteccidén o evolucién



de la poblacién, confirmacidén, clasificacidén por estadios y moni

toreo.

En su papel de deteccion, el laboratorio es utilizado para
establecer si un individuo que por otra parte es normal podria /
padecer un cancer. Una prueba de laboratorio utilizada para de-
tectar el céancer debe arrojar un muy bajo indice de resultados /
falsamente negativos; es decir, esta prueba debe aproximarse a /
un 100% de sensibilidad diagnéstica. Idealmente, todos los indi
viduos con cancer deberian arrojar resultados positivos. Si un
individuo exhibiera un resultado negativo deberia ser posible /

afirmar que ese individuo no padece un cancer.

Las pruebas para deteccidén del cancer pueden presentar dos
limitaciones obvias. La primera consiste en que los procesos ma
lignos en una fase muy temprana (in situ) no siempre permite ob-
tener un resultado positivo. Ademas puede haber un elevado por-
centaje de resultados falsamente positivos, lo que puede condu--
cir a una evaluacidon diagnéstica mas profunda y a una preocupa--

cidén injustificada del paciente.

La evaluacién de una poblacidén para deteccidén del cancer pa
rece ser extremadamente dificil, y existen discusiones acerca /
del valor de casi cualquier programa de deteccién masiva. Un /
elemento esencial de cualquier programa de evaluacidén masiva es

la prueba de deteccién.

La calidad de la prueba de deteccidén usualmente se expresa
mediante el grado de sensibilidad y especificidad de dicho méto-
do. Las observaciones provenientes de las pruebas de deteccién

se dividen en resultados positivos y negativos.

La divisién estricta de los resultados obtenidos en positi-
vos y negativos a veces puede ser demasiado simplista. Los re-
sultados de las pruebas de deteccién usualmente pueden ser in--
formados desde muy negativos hasta muy positivos. Este ultimo /
enfoque permite una interpretacidén mas compleja de los programas
actuales de deteccién. Un ejemplo esti dado por la repeticién /
de la prueba en pacientes cuyos resultados no son negativos pero

tampoco son suficientemente alarmantes como para justificar una



accién diagndstica inmediata. Otro ejemplo es la politica de /
evaluacién progresiva en la que solamente los resultados positi-
vos en la primera evaluacidén son sometidos a una evaluacién ulte

rior mas profunda (7).

En ocasiones, el empleo de mis de una prueba de deteccién /
puede parecer ventajoso. Sin embargo, la evaluacién de la sensi
bilidad y la especificidad de una combinacidén de métodos de de-
teccién en base a los datos disponibles acerca del método indivi
dual se ve complicada por el hecho de que usualmente estos méto-
dos no son independientes en un sentido estadistico. En general
es mas efectivo combinar dos métodos que son complementarios en-
tre si, es decir, dirigidos a evaluar diferentes rasgos, anatémi
cos u otros, del tumor, que combinar dos métodos destinados a /

evaluar el mismo tipo de caracteristicas.

Entre los métodos utilizados para la deteccidén temprana del
tumor podemos enumerar: Analisis citolégico de la orina, mamogra
fias, Papanicolau, sigmoidoscopia, exdmen citolégico de esputo,
examen fisico, etc... Pero hoy dia, existen numerosas investiga-
ciones sobre la correcta utilizacidén de los marcadores tumorales
en la deteccidén y control evolutivo de los pacientes portadores

de neoplasias.

Estas ultimas investigaciones, se basan en que si, mediante
los métodos fisicos de diagnéstico, como por ejemplo radiologia,
tomografia computerizada y ultrasonidos, pueden detectarse tumo-
res tan solo a partir de mil millones de células, con la utiliza
cién de métodos inmunoldgicos in vitro puede comprobarse la exis
tencia de un tumor ya a partir de aproximadamente un millén de /
células. FEn este largo estadio previo invisible de crecimiento

tumoral pueden no obstante desarrollarse ya metastasis (8).

. A fin de Confirmar la sospecha de la presencia de cancer ba-

’, - L4 - 3 -
sada en sintomas o signos clinicos se emplean pruebas adicio

nales.

Las pruebas tendentes a confirmar la presencia de un cancer
incluyen por ejemplo; examen de médula ésea, catecolaminas,y los

distintos marcadores tumorales conocidos. Los resultados confir
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matorios deben estar por encima de un cierto nivel de decisidn.

Para que el resultado de una determinacién de laboratorio sea /
confirmatorio es necesario que posea un 100% de especificidad /
diagnéstica, es decir, que no pueda arrojar resultados falsamen-

te positivos,

I-3. Clasificacién y estadios.

A partir de las observaciones clinicas y patoldgicas sobre
el crecimiento y metastasis del cancer humano, los anatomopatdlo
gos han desarrollado diversos enfoques para clasificar los tumo-
res en base al tamafio de la neoplasia y al grado de invasién de
los tejidos circundantes, la cantidad de nédulos linfaticos posi
tivos y la presencia o la ausencia de metistasis. Este método /
de clasificacién ha sido denominado TNM (tumor, nédulos, metasta
sis) bropuesto por la American Joint Committe for Cancer Staging

and End-Result Reporting (9).

La finalidad de dicha clasificacion es el de poder ofrecer
un pronéstico aproximado, es decir, anticipar una probabilidad /
de recurrencia cancerosa, apropiada respuesta a la terapéutica o
al curso mas probable de la enfermedad. Ademas de la Clasifica-
cidén basada en los datos patoldégicos macroscépicos o microscépi-
cos serian de gran importancia poseer determinaciones bioquimi--

cas que permitiesen una clasificacidén adecuada del Cancer.

Segin este sistema TNM los tumores humanos se clasificarian
segun las caracteristicas del tumor primario (T), nédulos linfa-
ticos afectados (N) y metdstasis a distancia (M). A continuacién

expondremos las caracteristicas de este sistema de clasificacién:

. Clasificacién del tumor primario (T):

El tamafio fisico del tumor primario, la extension de la in-
vasién regional histopatolégica o clinica y otras caracteristi-
cas biolégicas del tumor primario afectan el pronéstico, la ca-
racterizacién de un estadio primario (designado como estadio T)
ha levantado controversias y compromisos en el sistema TNM. Por
ejemplo, en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello el esta-

dio T se determina casi exclusivamente por la medida del tamafio
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del tumor primario, es decir, sus dimensiones externas. En los
carcinomas de estémago, colon, vejiga y melanoma maligno es la /
extensién de la invasidén local lo que esta incluido en la clasi-
ficacién T. En el pulmén y eséfago una férmula muy compleja com
bina el tamafio y grado de la invasién y la afectacion de las es-—
tructuras regionales. Para los sarcomas de tejidos blandos, el
grado histolégico del tumor primario (caracteristica biolégica)
es el mayor determinante del pronéstico en los estadios I a III.
El estadio T para los sarcomas de tejidos blandos tiene poca im-
portancia, excepto cuando hay una intensa invasidn é6sea, nervio-
sa o de las estructuras regionales que pudieran provocar su paso.
al estadio IV. Aunque el sistema TNM ha definido la importancia
pronéstica de las caracteristicas T se puede observar variaciones
significativas en el modo en que las varias caracteristicas T se
han conjuntado en las distintas clasificaciones TNM. FEl hecho /
de que el prdnéético del ToNOMO (Duke's B) Carcinoma de Colon se
calcula igualmente bien a cara o cruz que con la actual clasifi-
cacién T demuestra la imperfeccién actual de la clasificacién de
los tumores primarios. Esto prueba que el parametro mas impor--
tante para predecir el pronéstico antes de que un tumor haya da-
do muestras de diseminacion es la variable que hasta nuestros /
dias ha sido peor identificada. En las neoplasias mas comunes del
adulto el estadio del tumor primario parece que espera aun para-
metros bioldgicos mas precisos para poder aéegurar su potencial

metastasico (10).

. Estadios de los ganglios linfaticos regionalés (N):

Se ha observado al relacionar los resultados de los anali-
sis de las piezas quirirgicas con el prondstico final de los pa-
cientes que las diversas caracteristicas de los ganglios linfati
cos regionales predicirian el desarrollo de metastasis a distan-

cia. Estas comprenden:

1. Tamafio de los ganglios afectos, para aquellos de exten-
sién microscépica, el pronéstico es mejor tanto en el /
Cancer de mama como en el melanoma maligno y otros tumo

res.
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2. La localizacién‘y nimero de los ganglios en relacién /
con el tumor primario tiene también importancia pronéds-

tica.

3. La extensidon de la invasion ganglionar valorada median-
te criterios clinicos y anatomopatolégicos es asimismo

importante en el pronéstico final.

4. Otros parametros bioldgicos, como la velocidad de creci
miento y si la afectacién ganglionar es sincrénica o me
tacrénica al tumor maligno, han demostrado también su /

relacién con el pronéstico.

. Metistasis a érganos distantes (M):

Aunque la enfermedad haya afectado a 4rganos distantes, /
existen ciertas caracteristicas de estas metastasis que tienen /
importancia en la prediccién prondstica. Asi, la afectacién de
la piel o de ganglios linfaticos significa un mejor pronéstico /
que la invasién de 6rganos viscerales para la mayoria de neopla-
sias metastasicas. Es también evidente que las metastasis soli-
tarias tienen mejor pronéstico que las miltiples. Las metasta-
sis en la red capilar inmediata al tumor pueden resecarse con in
tento curativo mientras que las sistémicas no. A mayor velocidad
de crecimiento del foco metastisico, peor prondstico, por lo /
cual la medicién del tiempo de doblamiento es importante en la /

clasificacién de las enfermedades sistémicas metastasicas.

En la Tabla I exponemos de forma generalizada esta clasifi-

caciédn.

El sistema de estadios TNM ha reunido caracteristicas clini
cas y morfoldégicas de los tumores primarios, sus ganglios regio-
nales y metastasis a distancia, ofreciendo una importante contri
bucién a la normalizacién de las clasificaciones morfolégicas de
las neoplasias. Sin embargo para la mayoria de las neoplasias /
este sistema es insuficiente para afinar en el pronédstico del pa
éiente individual. Por ello para hacer una valoracidén en cuanto

al pronéstico de un paciente en concreto, se utiliza en la prac-



TUMOR PRIMARIO

Tx

T1

T2

T3
T4

Tumor no evaluable

Sin evidencia de tumor primitivo

Tumor in situ 6 pequefio, ausencia de adherencia en la -

vecindad.

Tumor de mediano tamafio, pocas adherencias en la vecindad
Tumor de gran tamafio, grandes adherencias en la vecindad

Tumor de tamafio muy grande, extensas adherencias a la ve

cindad.

GANGLIOS LINFATICOS

Nx
N1

N2
N3

Ganglios no evaluables

Sin evidencia clinica de afectacidon ganglionar

Ganglios regionales afectados, no adheridos, limitados a
las inmediaciones

Ganglios regionales afectados, adherencias

Diseminacién ganglionar difusas, adherencias

METASTASIS A DISTANCIA

Mo
M1

Metastasis no evaluables
Sin evidencia clinica de metastasis

Demostracidén de metastasis organicas

TABLA 1. CLASIFICACION DE TUMORES SEGUN EL SISTEMA TXNM
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tica clinica el sistema de estadios.

Es importante conocer los estadios para una mejor clasifica
cién del cancer. Los estadios sirven para definir la verdadera
extensién del cancer. Una clasificacién es una forma multidimen
sional y multitemporal para incluir todas las posibilidades de /
presentarse un cancer y la extensidén a un Organo local. Los es-
tadios no implican un pronéstico regular y progresivo. Aunque /
algunos canceres siguen su curso tipico, avanzan de un tumor pri
mario a enfermedad nodal secundaria y finalmente a metastasis le
janas, pueden existir muchas variaciones. Las metastasis, de he
cho, pueden ser el primer signo del cdncer siendo la lesidén pri-
maria menor, hasta de tamafio microscépico. Los estadios son ar-
bitrarios y su eficacia es determinada mediante una terminologia
estandar para seleccionar el tratamiento y conocer el estadio f£i
nal. A continuacién expondremos los diferentes estadios. /l

- Estadio I (TZ’ N Mo) .- Fl exdmen clinico revela una

1)
masa limitada al érgano de origen. La lesién es operable y rese
cable con solo involucracién local y no hay diseminacién a nédu-
los linfaticos ni diseminacidén vascular. Este estadio ofrece la

mejor probabilidad de supervivencia (70-90%).

- Estadio II (T2, N Mo).- El exdmen clinico muestra la

1)
evidencia de diseminacion local en los tejidos circundantes y 1la
primera afectacién de nédulos linfaticos. La lesidén es operable
y resecable, pero debido a la mayor extensién local hay dudas /
acerca de la eliminacidén total. La muestra indica evidencia de

microinvasién en cdpsula y linfitico. Este estadio ofrece una /

buena probabilidad de supervivencia (alrededor del 50% I 59).

- Estadio III (T3, N Mo).- La examinacién clinica reve-

27
la un tumor primario extenso con fijacién a estructuras profun-
das, invasidén 6sea y a nédulos linfaticos de igual naturaleza.

La lesidén es operable y no resecable.

Este estadio ofrece alguna probabilidad de supervivencia

(20% % 50%).
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- Estadio IV (T4, N3, Mx).- La evidencia de metaistasis a
distancia fuera del emplazamiento local u érgano. -La lesién pri
maria es inoperable. Hay poca o no hay probabilidad de supervi-

vencia en muchas situaciones (< 5%).

Con respecto a estos grupos de estadios hay dos posturas.

La UICC, con algunas excepciones, no apoya estos grupos de esta-
diaje pero da importancia a una definicidén cuidadosa de las ca-

racteristicas T, N y M. La AJC apoya los grupos de estadiaje en
los 4 estadios ya que contribuye a regularizar los resultados fi
nales manifestados, los cuales si provienen de un cuidadoso pro-
tocolo realizado, producen excelentes resultados relacionados /
con el prondéstico. Los criterios exactos para agruparlos varian
con cada situacidén. Un sistema vadlido se basa sobre el conoci-

miento de 1la diseminacién y la evolucién clinica de un cancer es
pecifico y diferiran de cada situacidén anatdémica, dependiendo de

la equivalencia de T y N en relacidén al pronédstico.

La cuarta funcién de las pruebas de laboratorio consiste en
el monitoreo de la evolucidon de la enfermedad o de la respuesta
terapéutica. Por ejemplo, recientemente, Winkel y cols. (12), /
han desarrollado diversas estrategias con el objeto de seguir la.
evolucién de pacientes con cancer de mama. El principal proble-
ma consistia en poder anticipar la recurrencia o la no recurren-
cia de la enfermedad en base a los valores secuenciales. Se han
empleado otros enfoques para monitorear pacientes con cancer de
colon en base a la determinacién del antigeno carcinoembrionario
(13). También se han utilizado otros marcadores tumorales para

la monitorizacién de enfermos neoplasicos.

I-4. Bioquimica de las Células tumorales.

Para comprender los hechos que experimentan las células tu-
morales asi como la diversidad bioquimica de los marcadores neo-
plasicos, deben seflalarse posibles diferencias entre células ma-

lignas y benignas.

Las células tumorales pueden producir y lanzar hacia la cir

culacién sustancias caracteristicas segin su fenotipo maligno.
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La presencia de estas sustancias, denominadas de manera simplifi
cadas "marcadores tumorales'", puede demostrarse mediante métodos

inmunoldégicos (8).

En la figura 1, se muestra esquemidticamente y de manera sim
plificada las modificaciones que experimentan una de estas célu-
las tumorales. Estas diferencias entre células tumorales y célg
las normales son muy variadas y pueden presentarse en el nicleo
celular, en el citoplasma, asi como también la superficie de la

célula.

El nicleo celular presenta modificaciones de las proteinas
asociadas con el acido desoxirribonucléico, una modificacion del

D-RUA, asi como también un patrén enzimidtico diferenciado.

En el interior de las células tumorales se sintetizan por /
ejemplo antigenos oncofetales, cuya sintesis s6lo era funcional-
mente importante durante el periodo de la embriogénesis. De ahi
que su secrecién hacia la circulacién indica la existencia de /

grandes diferencias respecto al comportamiento celular normal.

También en la superficie celular se comprueban con frecuen-
cia alteraciones que diferencian a una célula maligna de una cé-
lula normalmente diferenciada. Asi por ejemplo pueden sinteti-
zarse nuevos antigenos, mientras que por otra parte se pierden /

otros antigenos de superficie.

Pueden producirse modificaciones de la estructura glucopro-
téica de la membrana celular. Debido a la modificacién de las /
glucoproteinas o a la pérdida de estas sustancias se producen [/
forzosamente modificaciones en el transporte hacia el interior y
el exterior de la célula y con ello una modificacién de la per--
meabilidad celular. En comparacién con una asociacién normal, /
la comunicacién intercelular de las células tumorales se encuen-
tra disminuida. De ello resulta una modificacidén de la adhesidn

y de la inhibicidn de contacto.

Existe un amplio espectro de posibles combinaciones de la /
expresién genética en las células humanas. FEste espectro va des

de las células normales hasta las células cancerosas mas atipi-
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cas. La variacién fenotipica no solamente se produce desde las
células cancerosas hacia las células normales o de un tipo de /
cancer a otro tipo de cancer, sino también dentro de tipos par-
ticulares de cincer. Por ejemplo, en pacientes con cancer de /
mama es posible observar una heterogeneidad de los genes expre-
sados por diversas células; es decir, no todas las células ex-

presan los mismos genes.

La variabilidad de la expresioén genética conduce a una di-
versidad bioldégica y bioquimica de las células cancerosas; en /
consecuencia, los diversos marcadores tumorales no son necesa-/
riamente producidos por todas las células tumorales del mismo /
tipo de cancer o incluso de un cdncer unico en un periodo deter
minado. Este fenémeno es muy importante desde un punto de vis-
ta clinico cuando se trata de decidir qué proteina seguir en el

monitoreo de pacientes con cancer conocido (5).

I-5. Definicién de marcador tumoral ideal.

El marcador tumoral ideal es positivo en todos los casos /
de cincer y negativo en ausencia de cancer. Es dificil saber /
si un marcador tumoral es tan adecuado como lo sostienen sus se
guidores iniciales. La mayoria de los marcadores tumorales /
atraviesan por las tres fases siguientes. Primero, el marcador
tumoral es considerado-perfecto. Sus descubridores postulan una
sensibilidad y una especifidad del 100%. La segunda fase se ca
racteriza por la desconfianza. Se estudian poblaciones adicio-
nales y se observa que el marcador falla en muchos casos de pa-
cientes que no padecen cincer (es decir, falsamente positivos)
y de pacientes que si padecen cdncer (falsamente negativos). /
Los investigadores que estudian ese marcador aseguran muchas ve
ces que carece de utilidad. La tercera fase consiste en una /
transaccién. Se acepta entonces que el marcador tumoral no es
en realidad tan bueno como se postulé originalmente pero que [/
ain posee sus méritos en algunos casos selectos o en ciertas /

circunstancias.

Un ejemplo de este fendmeno es el antigeno carcinoembriona
rio (CEA). Inicialmente se considerd el marcador tumoral ideal.
Posteriormente, los criticos afirmaron que el CEA no poseia un

valor importante dado que era positivo en pacientes fumadores /
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que no padecian cancer y era negativo en pacientes con diversos

tipos de canceres. Ademds, los detractores sostuvieron que no /
podia ser utilizado en la evaluacién de poblaciones masivas. Ac
tualmente se ha llegado a 1la conclusién de que el CEA no puede /
ser empleado como un marcador tumoral general. Sin embargo, el

CEA desempefila un papel importante en el monitoreo del paciente /
que se sabe padece un cancer productor de CEA. Un ejemplo de di

cho cancer es el carcinoma de colon.

Coombes y Neville (14) han propuesto que el marcador tumo-

ral ideal debe cumplir los siguientes requisitos:

1. Su determinacidén debe ser sencilla y de bajo costo.

2. El método debe ser especifico para el tumor estudia-
do y comiinmente asociado con dicho tumor.

3. Debe existir una felacién estequiométrica entre el /
nivel plasmatico del marcador y el nimero de células
tumorales.

4. Debe mostrar un nivel plasmitico, urinario o ambos /
niveles anormales en presencia de micrometistasis, /
es decir, un estadio en el cual no existen métodos /
clinicos actualmente disponibles que permitan diag-

“nosticar la presencia del tumer.

5. Presentar niveles plasmaticos y/o urinarios, que /
sean estables y no estén sujetos a fluctuaciones im-
portantes.

6. Si el marcador se encuentra presente en el plasma /
normal, debe existir en concentraciones muy inferio-
res a las detectadas en asociacidén con cualquier es-

tadio de cancer.

Es necesario profundizar las investigaciones antes de poder
hallar el marcador tumoral ideal. Sin embargo, es importante te
ner en cuenta que la evaluacidén de un marcador tumoral ideal de-
be relacionarse con el contexto clinico. Con el objeto de lograr
este objetivo se ha sugerido que todos los marcadores tumorales

deberian cubrir los siguientes requisitos importantes (15,16):

1. Debe permitir pronosticar un riesgo mayor o menor de

recurrencia tumoral eventual.
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2. Deben modificarse a medida que el estado del tumor /

varia con el correr del tiempo.

3. Deben proceder y anticipar las recurrencias tumora-

les antes de que sean clinicamente detectables.

Para que un marcador tumoral posea un valor destacable debe
proporcionar informacién adicional a la que pueden obtenerse con
la historia clinica o con el examen fisico del paciente, y esta
informacién debe ser proporcionada con un tiempo suficiente como
para que sea posible establecer medidas terapéuticas apropiadas.
Este tiempo de avance significa el tiempo transcurrido entre la
positividad de una prueba y el momento en que la enfermedad es /

clinicamente evidente.

I-6. Clasificacién de marcadores tumorales.

A continuacidén enumeraremos las diferentes determinaciones
bioquimicas que han sido utilizadas ya sea como marcadores tumo-
rales primarios o como pruebas secundarias para determinar la in
vasién o diseminacidén cancerosa. En la Tabla II se enumeran al-
gunos de ellos, su utilidad y aplicacién clinica. En este apar-
tado no vamos a abarcar todas las pruebas que han sido sugeridas
como marcadores tumorales, sino que se discutira en especial los
ensayos que se utilizan cominmente o que parecen poseer un valor
potencial; de forma generalizada, ya que nuestro propésito es es
tudiar en detalle dos marcadores tumorales: el acido sialico uni
do a lipidos del plasma (LSA) y la Beta-2 microglobulina (B2m) /
sobre las que en otro lugar de la introduccidén entraremos en un

estudio mas profundo.

Los marcadores tumorales hasta ahora identificados pueden /

clasificarse segun su naturaleza y procedencia en:
1. MARCADORES INMUNOLOGICOS.

a) Antigeno carcinoembrionario (CEA)
b) Alfafetoproteina (AFP) y Gonadotrofina
c) Antigeno polipéptido tisular (APT)

d) Antigeno Tennesse (Tenagen)
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Elementos Bioquimicos

Ejemplos Empleo

Produccién aumentada de
- 4 .
compuestos bioquimicos

enddgenos.

Sintesis de Compuestos
bioquimicos de genes /

previamente latentes.

Receptores.

Modificacién de la fun-

cién celular u organica

Hormonas, Enzi Confirmacién, diagnés
mas,poliaminas tico, monitoreo.

etc.

Proteinas Onco

fetales, anti- )
Monitoreo,Pronodostico

genos celulares

de superficie,

enzimas.

Receptores para

el estriol (can o )
Pronostico,tratamien

cer de mama), / to

receptores para
. .
andrégenos (can

cer de préstata).

Gamma-Glutamil-/

transferasa o [/ Diagnéstico.

usuales. (GGT) o 5'-nucleo
tidasa.
TABLA IT. ELEMENTOS BIOQUIMICOS UTILIZADOS COMO MARCADORES /

TUMORALES.
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e) Sulfoglucoproteina fetal (SGF)

f) Antigeno oncofetal panc¢reatico (AOP)

g) Marcadores asociados con el cancer de mama
h) Otros

ENZIMAS.

a) Fosfatasa Aacida (ACP)

b) Fosfatasa alcalina (ALP)

c) Creatin-quinasa (CK)

d) Gammaglutamil transferasa (GGT)

e) Glucosil transferasa

f) Lactato deshidrogenasa (LDH)

g) Lisozima (muramidasa)

h) 5-nucleotidasa

i) Enzimas pancredticas

j) Fosfohexosa isomerasa (PHI)

k) Desoxinucleotidil transferasa terminal (DTT)

PROTEINAS SERICAS.

a)
b)
c)

d)

Ferritina
Caseina
Glucoproteinas

Beta-2-microglobulina (B2m)

HORMONAS ECTOPICAS.

a)
b)
c)
d)

e)

A.C.T.H.
A.D.H.
Insulina
Calcitonina

Otras

OTROS MARCADORES MAS RECIENTES.

a)
b)
c)
d)
e)

£)

Productor de degradacién del colageno
Poliaminas

Nucleosidos

Marcadores celulares

Factores relacionados con la Hemostasis

Acido sialico unido a los lipidos (LSA)



Segin R-Ziegenbein (17) para una caracterizacién mds deta-
llada de los marcadores tumorales puede utilizarse ademas, la si

guiente clasificacidén que exponemos en la figura 2.

Como ya hemos mencionado todavia no se ha encontrado un mar
cador tumoral ideal. Los marcadores tumorales actuales no tie-=
nen alta sensibilidad ni son tumor especificos, ni siquiera de /
enfermedad cancerosa, pudiendo encontrarse en enfermedades no tu

morales (18).

Ademas, desgraciadamente, la especificidad de todos los mar
cadores tumorales, descritos hasta ahora es bastante deficiente,
ya que las propiedades metabdlicas e inmunolégicas de las célu-
las tumorales se parece a las de las células normales. Hay un /
gran numero de individuos que tienen pruebas anormales por causa
de un marcador tumoral producido por condiciones no malignas.
Asimismo la sensibilidad de estas pruebas a la presencia de ma-
lignidad es a menudo inexistente. El pequefio volumen de un tu-
mor presente en el momento del diagnéstico y la produccidn incon
sistente de marcadores por el mismo tipo de tumor en individuos
diferentes ocasiona una gran proporcién de pruebas negativas. La
frecuencia de pruebas positivas y negativas falsas es la causa /
del uso muy limitado de los marcadores tumorales. No obstante /
en una poblacién de pacientes con cdncer han impactado favorable

mente en el control de pacientes con varios tipos de tumores.

Generalmente, la monitorizacidén de la terapia y del diagnés
tico de la progresién del tumor se realizan por el seguimiento /
de la concentracidén de los marcadores. Cuando la determinacidn
de marcadores se realiza junto con otras pruebas diagndsticas el
diagnéstico de sensibilidad y especificidad se aumenta; depen--

diendo de una particular combinacion de las pruebas.

La determinaci6n de marcadores tumorales con limitada espe-
cificidad deberia realizarse en grupos de pacientes con alta pre
valencia de la enfermedad p.e. en el seguimiento postoperatorio
de pacientes con alto riesgo de recurrencia del tumor; los marca
dores tumorales con alta especificidad son idtiles también en el

diagnéstico diferencial (19).
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Pero mientras nuevos marcadores tumorales para el cincer se
estan recogiendo frecuentemente pocos han demostrado sensibili-
dad y sensitividad suficiente para el uso clinico rutinario. Una
excepcién a esto parece cumplirlo las pruebaé de determinacidn /
de acido sialico unido a lipidos (LSA) la cual en recientes estu
dios ha demostrado alta especificidad (93%) y sensibilidad (77--
07%) si se compara entre grupos de sujetos portadores de cancer

y enfermedades benignas (20).

Como hemos visto el uso de parametros bioquimicos o de ra--
dioinmunoensayo ha producido un grannumero de marcadores tumora-
les; y éstos en circunstancias apropiadas puede guiar al diagnés

tico, prondéstico y la iniciacién y cambio en la terapia.

Nosotros siguiendo esta linea de investigacién, hemos compa
rado la utilidad del 4cido sidlico unido a lipidos del plasma /
y/o suero (LSA), uno de los marcadores desarrollado mas reciente
mente, con la Beta-2-microglobulina, marcador tumoral mas conoci
do. A continuacién expondremos ampliamente el estudio detallado

de estos dos marcadores.
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II. ACIDO SIALICO UNIDO A LIPIDOS DEL PLASMA Y/0 SUFERO (LSA) /

COMO MARCADOR TUMORAL .

Como hemos mencionado anteriormente, dentro de nuestra 1i-

nea de investigacion, se trata de averiguar, el papel que como /

posible marcador tumoral, presenta el Adcido sialico unido a lipi

dos del plasma y/o suero, el cual es un resto glucidico de la mo

lécula de gangliosido, esfingolipido componente de la membrana /

celular.

II-1. Introduccién al estudio de los ganglidsidos.

Los lipidos son sustancias organicas que se agrupan por pre

sentar las siguientes propiedades comunes:

a)
b)

O
—

Insolubilidad en agua

Solubilidad en los llamados disolventes de las gra-
sas como éter, benzeno, cloroformo, etc.

En general son esteres o amidas de acidos grasos su-
periores con distintos alcoholes o aminoalcoholes. /
Son componentes importantes de la dieta, y tienen un
notable poder calorifico. FEn los mamiferos forman /
la sustancia de reserva al acumularse en el paniculo
adiposo. Algunos lipidos complejos forman parte de
las complicadas estructuras del tejido nervioso. Los
lipidos forman parte también de las membranas celula
res; los lipidos de membrana mas abundantes son los
fosfolipidos, cuyo papel primordial, es el de ser /
elemento estructural de las membranas. Otros lipi-
dos importantes componentes de membrana, son los es-

fingolipidos (21).

Los lipidos se pueden clasificar en:

1.

2.

Lipidos simples que poseen acido grasos y un alcohol
Lipidos complejos, los cuales ademas de un alcohol y
dcidos grasos contienen otros grupos quimicos como /

p.e. el 4cido fosférico o moléculas glucidicas.
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Dentro de los lipidos complejos, nos vamos a limitar a estu
diar el grupo de los esfingolipidos, los cuales se caracterizan
por poseer una base de larga cadena parafinica de 18 carbonos /
con un doble enlace, dos grupos hidréxilos y un grupo aminico, /
la esfingosina. Las multiples combinaciones posibles entre los
diferentes tipos de acidos grasos y de esfingosina son a menudo
caracteristicas para un determinado esgingolipido. El grupo hi-

droxilo, servira para el enlace con otros compuestos.
Los esfingolipidos se dividen en tres clases:

a) Ceramidas, resultan de la unién de la esfingosina /
con un acido graso mediante un enlace tipo amidico;
son pues, esfingoides N-acilados.

b) Esfingomielinas, en este grupo, se une un componente

de fosfocolina al esfingoide N-acilado, resultando /
la ceramida -1-fosfo-colina. Son insolubles en éter
y se diferencian de los demas esfingolipidos por con
tener fésforo. Se encuentran en su mayor parte en /
los tejidos organicos y especialmente en el tejido /
nervioso.

c) Los Glicoesfingolipidos que son lipidos compuestos /

por un esfingoide y, por lo menos, un monosacarido.
Se encuentran en muchos otros tejidos ademas del ce-

rebro.

Los glicoesfingolipidos, pueden dividirse en dos grandes /
grupos: Neutros y acidos. FEl grupo de los neutros, lo constitu-
yen los cerebrosidos que se caracterizan por tener una molécula
de galactosa, unida por un enlace glucosidico al hidroxilo termi
nal, en la esfingosina de la ceramida. Los cerebrosidos se dis-
tinguen entre si por el 4cido graso que existe en sus moléculas.
El grupo de los Aacidos esta constituido por los sulfoglicoesfin-
golipidos y los gangliosidos, se cracterizan por poseer en sus /
cadenas de carbohidratos un azicar acidico, el acido sialico, fa

milia de compuestos derivados del 4cido neuraminico (22).

En esta pequeiia introduccidn, nos parece obligatorio, hacer

alusidén a las ultimas investigaciones (23) que sobre el grupo de
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glicoesfingolipidos, se han llevado a cabo por prestigiosos in-
vestigadores, que estudian los origenes del cancer y por consti-
tuir la base sobre la que asienta parte de nuestro trabajo de in

vestigacidn.

Asi, se sabe desde hace algiin tiempo que las células anima-
les y algunas vegetales poseen glicoesfingolipidos, pero apenas
se habia prestado atencién a esas moléculas, cuya funcidén biold-
gica estaba lejos de conocerse. En los tltimos afios, numerosos
estudios, han establecido que los antigenos de los grupos sangui
neos y otros muchos que se modifican o expresan de manera anéma-
la durante el desarrollo de los tumores malignos, son glicoesfin
golipidos, lo que ha suscitado el interés de muchos inmanologos
y. a su vez, ha generado gran cantidad de informacién sobre la /
funcidén que desempefian, en la vida de las células, en el cancer

y en otras enfermedades.

Por encontrarse dispuestos sobre la membrana celular, los /
glicoesfingolipidos participan activamente en la regulacién de /
las interacciones que suelen establecer las células normales con
su medio ambiente. Ademds, la expresién de los glicoesfingolipi
dos sobre la superficie celular cambia a medida que la célula se
divide y diferencia; resultan, pues, esenciales para que el orga
nismo crezca y se desarrolle acordemente. Segin se sabe la regu

lacidén del crecimiento la realizan al menos de dos maneras:

. Detectando la densidad de células similares en su ve-
cindad, estimulan o inhiben la divisién celular.

. Por su interaccidén con proteinas receptoras, de la su
perficie celular, bloquean la respuesta celular, a /
los factores de crecimiento que se encuentran en el /

medio que rodea las células.

Dada la omnipresencia e importancia de las funciones regula
doras de los glicoesfingolipidos, no sorprende su implicacién en
numerosas enfermedades graves y parece que constituyen el lugar

de infeccidén de varios tipos de virus y bacterias.

Su papel en el cancer, se relaciona con la reciente compro-

bacién de la naturaleza glicoesfingolipidica de los antigenos de
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grupos sanguineos, no obstante, hay que tener en cuenta, que no
es del todo correcto hablar de antigenos de grupos sanguineos, /
ya que tales antigenos no solo se encuentran en la sangre, sino
también en muchos tejidos. Ademds alcanzan altas concentraciones
en la superficie de todos los tipos de células epiteliales, que
forman el revestimiento mucoso de numerosos érganos. Mas del [/
90% de todos los canceres humanos, derivan de células epitelia-

les.

Todo esto ha permitido establecer un nexo de unién, entre /
la poderosa metodologia inmunolégica y un conjunto importante y
diverso de conocimientos bioquimicos. Consecuencia de esas inte
racciones es la verificacién de que los cambios de antigenos, de
grupos sanguineos observados cuando se origina un cancer puede -
géneralizarse a otro tipo de moléculas. Los bioquimicos han /
identificado otros glicoesfingolipidos no relacionados con los /
antigenos de grupos sanguineos, cuya composicién y metabolismo /
se alteran espectacularmente, cuando una célula normal se trans-
forma en cancerosa por distintos agentes viricos y quimicos.
Los analisis inmunoquimicos de los glicoesfingolipidos tumorales,
demuestran que muchos antigenos asociados a procesos cancerosos,
son formas de. antigenos de grupos sanguineos, modificados quimi-

camente.

IT1-2. Estructura quimica de la glicoesfingolipidos: Gangliésidos.

Esos importantes descubrimientos experimentales, han aviva-
do el interés por conocer la estructura fundamental de los glico
esfingolipidos y su papel en la vida de la célula. FE1l primero /
de estos lo hallé, en 1874, Johann Ludwing W. Thudichum (24), en
el cerebro. Thudichum lo denomindé cerebrosidos. Investigadores
posteriores encontraron que el cerebro y los tejidos nerviosos /

son ricos en glicoesfingolipidos (25).

Desde hace tiempo, se conoce, la estructura molecular de los
glicoesfingolipidos. La morfologia de la molécula recuerda una
L: uno de los brazos la forma una cadena carbohidrato, esto es /
de residuos de azicar. El otro es un lipido denominado ceramida.

La cadena de carbohidrato es hidréfila, e interactua con el me-
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dio acuoso que rodea a la célula. E1 segundo componente, es hi-
dréofobo y tiende por tanto a repeler las moléculas de agua de la

vecindad. Ambas cadenas presentan gran variabilidad.

Se conocen hasta 130 variedades de glicoesfingolipidos, de
ellas unos 40 corresponden a la estructura denominada globo y 60
a la denominada lacto, segun la secuencia de azucares que‘compOE
gan la cadena de carbohidrato y la naturaleza de los enlaces que
unan los azucares (figuras 3,4,5). El resto de los glicoesfingo
lipidos permanece sin clasificar. Es limitado el nimero de com-
binaciones que se pueden dar entre los componentes de un glicoes
fingolipido, pues ciertas estructuras de carbohidratos, se unen
preferentemente a determinadas ceramidas, segun se encuentren en

unas células y tejidos u otros.

A menudo, la misma secuencia de aziicares, que hay en la es-
tructura lacto (pero no en las ganglio o globo) aparece unida a
proteinas. Dado que la especificidad antigénica suele depender
de la secuencia del azicar, y no del substrato de cerdmida o pro
téina al que vaya unido, los anticuerpos de los antigenos que [/
constituyen los grupos sanguineos pueden reconocer también cier-
tas glicoproteinas. El reconocimiento de las cadenas de azica-
res, presentes en la glicoproteinas, explica, la presencia de an
tigenos de los grupos sanguineos en los revestimientos mucosos,

asi como en las secreciones.

Los gangliosidos o sialoglicoesfingolipidos, grupo importan
te de los glicoesfingolipidos, fueron descubiertos por Ernst /
Klenk (26) en 1.936, el cual pensé inicialmente que se trataba /
de un Unico gangliosido y lo denominé "Gangliosid", por haberlo
extraido de células ganglionares (células nerviosas grandes) y /
contener moléculas glucidicas (osas). Actualmente se conocen al

menos parcialmente la estructura de unos 40 gangliésidos.

Los gangliésidos se caracterizan por contener 4cido N-ace-/
tilneurominico (NANA), también denominado 4cido sidlico, acidos
grasos, esfingosina y tres moléculas de hexosa (glucosa y galac-
tosa). La hexosamina es un constituyente comin, de todos los /
gangliésidos naturales, el contenido de dcido N-acetil neuromi-

nico (NANA) varia entre 1 y 5 moléculas por moléculas de ganglié
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Modelos moleculares correspondientes a las cuatro es-

tructuras nucleares basicas de los glicoesfingolipidos.






Glicoesfingolipidos de la serie lacto. Segin la posi-

cion que adopte el ultimo enlace, las moléculas de es

ta serie se subdesifican en moléculas de tipo I (arri

ba) v de tipo II (abajo).




sidos (27).

El acido N-acetilneuraminico es importante por que debido a
su grupo carboxilico es responsable de la mayor parte de la car-
ga negativa a pH 7 de la superficie externa de la membrana celu-

lar.

Los ganglidésidos mis sencillos son los formados por cerami-
da-glucosa-Acido N-acetilneuraminico (Cer-Glu-NeuAc) 6 por cera-
mida-galactosa-Acido N-acetilneuraminico (Cer-Gal-NeuAc). Para
el dcido sidlico es @ ; mientras que la N-acetilhexosamina y la /
glucosa es B; para la galactosa, suele ser también B, pero se /
conocen algunos gangliésidos con configuracidén @ . Aun tomando /
en consideracién solamente la porcidén oligosacaridica, la comple
jidad de algunos gangliésidos es considerable. En lo que se re-
fiere a la naturaleza de los acidos grasos que integran los dis-
tintos ganglidésidos predominan los de C a C18 en ciertos mate-

14

riales, y los de C20 a C26 en otros.

La estructura de los gangliésidos es bastante compleja, de-
bido a su gran nimero. En la figura 6, exponemos.de manera sim-
- plificada la estructura de un ganglidésido en general y la de un

ganglidésido desarrollado.

Asi como Klenk (26) solo encontrdé ganglidésidos en el cere-
bro, posteriormente se ha hallado también en las membranas celu-
lares de todos los tejidos. Se ha calculado que aproximadamente
un 6% de los lipidos de la sustancia gris cerebral corresponde a
gangliésidos; esto es diez veces mds que la sustancia blanca. Se
ha medido asimismo, su concentracién en la médula y corteza adre
nales, bazo, placenta, higado, rifiones, pulmén, intestino, plas-
ma sanguineo, eritrocitos y liquido cefalorraquideo. No se han

encontrado en el reino vegetal.

Acerca de la distribucién subcelular de los gangliésidos, /
seflalamos, que se hallan en la capa externa de todas las membra-
nas plasmdticas, con la porcién glucidica, hidréfila orientada /
al exterior. Elevadas concentraciones de ganglidsidos se alber-
gan en las fracciones microsémicas y sinaptosémicas; en menor /

‘proporcidén en el aparato de Golgi.
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Ciertas membranas de las neuronas, son particularmente ri-

cas en gangliésidos, que contienen mds de un tipo de acido siali

co, en sus cadenas de carbohidratos. Sus patrones de distribu--
cién, difieren de unas células a otras, y de unas especies a /
otras.

La inclusién de las moléculas de glicoesfingolipidos, en /
las membranas celulares, resulta favorecida desde el punto de /
vista energético. La membrana celular viene a ser, segiin un mo-
delo simple, una bicapa, formada principalmente por fosfolipidos
y colesterol. La molécula de fosfolipido, como el glicoesfingo-
lipido, posee una cabeza hidréfila y dos colas hidréfobas com--
puestas por hidrocarburos. En un recipiente lleno de agua, las
moléculas de fosfolipidos y colesterol forman espontineamente una
vesicula esférica cuyo espesor equivale a dos capas de moléculas.
Los grupos hidréfilos, de la capa interna se disponen mirando ha
cia el agua del interior de la vesicula y, los de la capa exter-
na hacia el agua situada fuera de la vesicula. Las colas hidrd-
fobas de las dos capas de moléculas que forman la superficie de

la vesicula no quedan, por tanto, en contacto con el agua.

Las membranas celulares presentan ese mismo tipo de organi-
zacidén general que las moléculas de fosfolipidos. La matriz de
fosfolipidos y colesterol puede, no obstante, contener otras mu-
chas sustancias, fundamentalmente moléculas de proteina y glico-
esfingolipidos. FEn general, la membrana plasmiatica que reviste
la superficie celular, es mucho mas rica en glicoesfingolipidos,
que las membranas de los orgdnulos intracelulares. Ademis los /
glicoesfingolipidos de las membranas plasmaticas, parecen loca-
lizarse exclusivamente en la parte externa de la bicapa. Las /
dos colas de hidrocarburos de la ceramida, se anclan en el inte-
rior hidr6fobo de la membrana y le confieren rigidez estructural.
La cadena de carbohidrato, se situa en el exterior de la superfi
cie celular, casi en perpendicular a las colas de hidrocarburos,
tal disposicidén expone las moléculas, a las sustancias extracelu
lares, a menos que las oculten proteinas u otros glicoesfingoli-

pidos alojados en las inmediaciones.
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IT-3. Nomenclatura de los ganglidsidos.

Esta nomenclatura es muy confusa, ya que el descubrimiento
de nuevos gangliésidos se emplearan distintas denominaciones Yy,
asi, cada autor que ha estudiado el problema tiene la suya pro-
pia, lo cual ha ocasionado la natural confusién cuando se compa-
ran resultados; entre estos autores podemos enumerar a Klenk, Ko
rey, Gonatas, Khun, Wieganolt y Svennerholm (21). Pero de todas
ellas la que ha tenido mas aceptacién es la de Svennerholm (28),
modificada mis tarde por el mismo (29), es la que se ha impuesto
por su triple ventaja: es sencilla, omnemotécnica y racional. Fm
plea la letra G como designador comiin de todos los ganglidsidos,
seguida de M, D, T 6 Q, segin sean uno (mono), dos (di), tres /
(tri) 6 cuatro (tetra), respectivamente los restos de acido sia-
lico; ‘asi, se denominan monosialogangliésidos, disialogangliési—
dos, etc., los compuestos correspondientes. Aflade como subindi-
ce el numero 1 cuando la cadena de osas-osamina es larga, o sea,
de cuatro restos, el numero 2 cuando esta cadena carece de galac
tosa; el 3 cuando falta la galactosa y la N-acetilgalactosamina.
Finalmente se ponen a veces las letras a 6 b para distinguir en-
tré si aquellos ganglidésidos que solo difieren por las posicio-
nes de los Aacidos sidlicos (Tabla III y IV).

Con el paso del tiempo, esta nomenclatura resultaba insufi
ciente, al irse estableciendo las estructuras de otros gangliési
dos. La cuarentena de gangliésidos hasta ahora conocidos difie-

ren entre si por varios motivos:

a) El tipo de 4cido sidlico (siendo frecuentemente el
N-acetilneuraminico, pero pudiendo ser el N-glicolil
neuraminico u otros.

b) El ntmero de restos o residuos de acidos sialicos, /
desde uno hasta siete.

¢) Las posiciones de dichos residuos de acidos sialicos
en la molécula de ganglidésidos, cuando éstos son dos
6 mas de dos.

d) El tipo de acetilhexosamina (generalmente N-acetilga
lactosamina, aunque en ciertos casos N-acetilglucosa
mina).

e) La longitud de la cadena oligosacaridica restante.
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NANA-NANA
Tri - sialo - ganglidsidos
T - Glu -
G, (Gle) _ R u Gal Nac gal
NANA-NANA
R = Ceramida; Nac gal = N-acetil galactosamina; Glu = Glucosa; Gal = Galactosa; NANA =

neuraminico.

TABLA TIIT.
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ESTRUCTURA SUENNERHOLM
Ceramida - glc - gal - NANA GM3
Ceramida - glc -~ gal - gal Nac GM2

AN
Ceramida - glc - gal - gal Nac - gal GM,
NANA

gal - NANA GD

Ceramida - glc - ga% - gal Nac la
NANA

Ceramida - glc - gal - gal Nac - gal Gle
NANA- NANA

Ceramida - glc - gal - gal Nac - gal - NANA GT1
NANA-NANA

Abreviaturas: NANA = 4cido N-acetilneuraminico; glc = glucosa

gal = galactosa; gal Nac = N-acetilgalactosami-

na.

TABLA 1IV. NOMENCLATURA DE SVENNERHOLM.
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SVENNERHOLM
GM4 I3 a Neu Ac - Gal Cer
GM4 13 a Neu Ac - Glc Cer
GM3 II3 a Neu Ac - Lac Cer
GM3 I13 a Neu Ac G6¢c - Lac Cer
GD3 113 a (Neu Ac)2 - Lac Cer
GD3 113 a (Neu Gc)2 - Lac Cer
Gb3 113 a (Neu Ac, Neu GC) - Lac Cer
GM2 II3 a Neu Ac - Gg Osa3 Cer
GDZ II3 a (Neu AC)2 - Gg’— Osa3 Cer
GMI- I13 a Neu Ac - Gg Osa4vCer
LM1 IV3 a Neu Ac - nlLc Osa4 Cer
- IV3 a Neu Gc - nlc Osa4 Cer
GD1a II3 a Neu Ac IV3 a Neu Ac - Gg Osa4 Cer
Gle 113 a (Neu Ac)2 - Gg Osa4 Cer
LD1 IV3 a (Neu Ac)2 - nLc Osa4.Cer
GT, v3 (Neu Ac)2 Neu Ac - Gg Osa4 Cer
Gle IV3 Neu Ac, II3 (Neu AC)2 - Gg Osa4 Cer
GTlc II3 (Neu Ac)3 - Gg Osa4 Cer
GO,y v? (Neu Ac)2 s I1° (Neu Ac)2 - Gg Osa4 Cer
GQ, . V3 Neu Ac, 173 (Neu Ac)2 - Gg Osa4 Cer
GPlb IV3 (Neu Ac)3 II3 (Neu Ac)2 - Gg Osa4 Cer
GPIC VI3 a Neu Ac - nlc Osa6 Cer
TABLA V; NOMENCLATURAS ACTUALES DE ALGUNOS GANGLIOSIDOS.
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La IUPAC-IUB (30) (1nternatioﬁal Union of Pure and Applied
Chemistry, International Union of Biochemistry) en 1.976, intro-
dujo una terminologia mas detallada y precisa, pero menos facil
de retener. Habida cuenta, de que los glicoesfingolipidos neu-
tros, precursores estructurales de los gangliésidos pueden ser /
adscritos a varias series o familias se ha establecido que los
gangliésidos que posean glucosa queden adscritos a las familias
"lacto", "neolacto" y ganglio, el ganglidésido que posea galacto-
sa en vez de glucosa se inscribe en la serie "gala". Se acepta,
asimismo, la simplificacidén de los nombres de la cadena oligosa-

caridica.

La posicién del resto glucidico, respecto al extremo de 1la
ceramida se sefiala con numeros romanos: I remite al constituyen-
te inmediato; II, III 6 IV designara dicha posicidén para los si-
gﬁieﬁtes. Por dltimo, la posicidén del enlace correspondiente a
cada resto respecto a la que se une del otro residuo se marca /
con un numero arabigo, a modo de exponente del numero romano an-
tes mencionado. De forma esquematica, se representa mediante pe
queilas figuras geométricas (p.e. con cuadrados para la galacto-

sa, triangulos para los Aacidos sialicos....) la naturaleza de [/

los constituyentes glucidicos (Tabla V).

IT-4. Métodos para la determinacidén de ganglidsidos.

Los métodos clasicos utilizados por Klenk (31) para la sepa
racidén y caracterizacién de glicoesfingolipidos y por tanto de /
ganglidésidos son los propios, de la quimica organica; Folch-Pi /
(32) extraia los lipidos de un tejido mediante mezclas de cloro-
formo metanol, en una proporcién de 2 a 1, y luego disolvia los
ganglidésidos en agua. FEsos métodos clasicos se han complementa-
do con las técnicas de cromatografia. Por su sencillez y rapi-
dez, la cromatografia en capa fina, mono o bidimensional, usando
diferentes liquidos de desarrollo, es de gran utilidad. No obs-
tante, la identificacién de un gangliésido solamente por esta /
técnica se considera insuficiente, sobre todo para tejidos extra
neurales, dada la escasa concentracidén de ganglidsidos en ellos
y la posible coincidencia en el desplazamiento de varios ganglid
sidos. Asimismo, la separacién de distintos ganglidésidos, dada

su mayor o menor polaridad, se ha logrado mediante cromatografia
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con derivados de cambio idnico débiles.

Para la caracterizacidén de un ganglidésido se acude a técni-
cas que por su especificidad y sensibilidad permiten identificar
la naturaleza o la determinacién cuantitativa de los constituyen
tes: acidos grasos, esfingoides y restos glucidicos; ademids de./
establecer, generalmente, la posicién del enlace y la forma ano-
mérica. Las hidrdélisis secuenciales mediante reactivos adecua-
dos vy, especialmente, las llevadas a cabo con la participacidn /
de hidrolosas especificas han resultado Gtiles. Las técnicas de
permetilacidén, reduccién con tetrahidruro de boro y sodio se em-
plean también con este fin. Desde hace algin tiempo, se aprove-
.cha el desarrollo de otras técnicas: cromatografia de masas y re

sonancia magnética nuclear (33).

Fn cuanto a ensayos cuantitativos los métodos espectofotomé
tricos para determinar los constituyentes glucidicos, y de modo
especial la concentracién en acidos sidlicos por ser un componen
te caracteristico de los ganglidésidos, resultan imprescindibles.
Mas, a pesar de existir varios métodos para valorar este compues
to, la determinacién exacta del mismo no es tarea facil, dada /
las interferencias ocasionadas por otros glicidos, pérdidas du-
rante las hidrélisis y otros obstdculos. Recientemente se han /
introducido las técnicas destinadas a 1la preparacién de anticuer
pos monoclonales (34) frente a monosialiganglidsidos, entre otros
motivos por el interés que presentan algunos fucoganglidésidos co

mo antigenos hallados en cancer gastrointestinal.

Mediante la utilizacién de cromatografia de intercambio id-
nico con dietylaminoetil Sephadex (33) &6 esfuosil-dietylaminoe-
til dextrato y con el uso de gelde silice homogéneo poroso, los
glicoesfingolipidos se han separado con gran eficacia (35). Me-
diante los procedimientos combinados de la cromatografia de in-
tercambio idnico y la cromatografia en capa fina con gel de sili
ce se detectaron y definieron los nuevos gangliésidos. La croma
tografia liquida de alta resolucién se ha utilizado en la separa
cién y cuantificacién de los glicoesfingolipidos. Los glicoes-
fingolipidos se han analizado como derivados de perbenzoylatos,
N-benzoylatos y O-acetilados, y O-benzoylatos. La ultima deriva

cién con benzoilanhidrida y 4-metilamino-piridina, esto permite



que se pueda reconstruir el glicoesfingolipido original mediante
hidrolisis. Tres procedimientos se han introduciso en la carac-

terizacién de glicoesfingolipidos:

1. Analisis de metilacién perfeccionado.
2. Espectrometria de masa directa sobre los compuestos
permetilados o permetilado reducidos.

3. Degradacién enzimatica por exo y endo B-glycosidasas

(36).

ITI-5. Patrdn .y concentracidén de gangliésidos.

Se conoce por'"patrén de gangliésidos", el conjunto de los /
porcentajes de gangliésidos determinados cualitativa y cuantita-
tivamente en un material. Puede referirse a los que se hallan /
en mayor proporcién. Estos gangliééjdos mayoritarios, para 6rga
nos neurales de mamiferos, son el GMP GDHVGDH)Y Gﬁbque pueden al
canzar del 65 al 85 por ciento del contenido total del cerebro /
de mamiferos. O puede referirse dicho patrén conjuntamente a /

los porcentajes de ganglidésidos mayoritarios y minoritarios.

Fl patrén de gangliésidos depende de varios factores. En /
primer lugarhde la especie animal y la edad del individuo. Tam-
bién depende del 6rgano o tejido analizado. Incluso para un mis
mo 46rgano o tejido se han encontrado diferencias, segiin la frac-
cidén subcelular analizada. Por dltimo, el patrén queda condicio
nado a circunstancias diversas, patoldgicas o no. El patrdn pa-
ra un material dado es el reflejo de los mecanismos de biosinte-

sis y de degradacidén de ganglidésidos alli confluyentes.

El patrén de ganglidésidos, de las especies de mamiferos pre
sente, para los cuatro ganglidésidos mayoritarios, y en condicio-
nes normales, valores similares, lo que podria explicarse, como
motivado, por el desempefio de unas mismas funciones. Por el con
tario, el patrdn gangliésidos de peces, anfibios y reptiles es /
mids heterogéneo, debido quizids a que el mismo refleja no solo as
pectos filogenéticos de organizacién del sistema nervioso, sino
también su participacién en funciones de adaptacidén a distintas
temperaturas. La existencia de ganglidésidos, con numerosos res-

tos de acidos sidlicos, estudiados en peces, y de gangliésidos /
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de estructura inhabitual son ejemplos que confirman esta diversi
dad. E1l patrdén de ganglidésidos puede modificarse independiente-
mente de la concentracidén de los mismos; ésto suele expresarse,

en microgramos o en nanomoles, de acido sialico por gramo de pe-

so de tejido (22).

IT-6. Biosintesis de ganglidsidos.

El metabolismo de los glicoesfingolipidos no esta totalmen-
te aclarado. Los productos basicos para la sintesis son: esfin-
gosina, glucosa, galactosa y N-acetilgalactosa en forma de deri-

vado VDP y el &cido sidlico, en forma de CMP-N acetilneurominico.

Desde el descubrimiento de los ganglidésidos, se han llevado
a cabo numerosas investigaciones para el descubrimiento de las /
rutas metabdlicas de la biosintesis de ganglidsidos y, asi, cabe
destacar a Brady y cols. (37), los cuales en 1.958 dieron un /
gran paso adelante, sobre el conocimiento de estas rutas metabdo-
licas, con su trabajo sobre la transferencia de un resto de ga-
lactosa, desde el derivado nucleotidico: uridin-difosfato-galac
tosa (UDP-gal), a un aceptor; este proceso tenia lugar en la /
fraccién microsémica de rata joven. Esto suponia la confirma--
cién de la existencia de unos mecanismos comunes con los de la /

biosintesis de oligosacaridos.

Desde comienzos de la década de 1.970, varios equipos han /
tratado de esclarecer el mecanismo o mecanismos referentes a la
biosintesis de tales compuestos. El grupo norteamericano de S.
Roseman (38) que habia establecido ya la biosintesis del &cido /
N-acetil-neuraminico al igual que lo habia hecho L. Warren (39)
logrdé inicialmente importantes resultadbs. En Argentina R. Capu
tto y cols. (40) han establecido las rutas de biosintesis de los
ganglidésidos hoy admitidas y la localizacidén subcelular de tales
procesos. En Italia G.Tettamanti y cols. (41) han dedicado su /
atencidén también a este tema. Complementarios de estos trabajos
son otros sobre aislamiento y caracterizacidén de diversos gan--

glidésidos, con los que han destacado R.W. Ledeen y R.K. Yu (33).

Este conocimiento incompleto es debido a la enorme diversi-
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dad y complejidad estructural de los mismos, la dificultad y 1li-
mitacién de las técnicas,Ala existencia de varias vias hipotéti-
camente validas para explicar la biosintesis de un mismo ganglid
sido, y por ultimo, al error en que cayeron inicialmente diferen
tes equipos de investigacidon al considerar que los ganglidsidos

se biosintetizarian donde se localizan.

Los gangliésidos son sintetizados a partir de las cerdmidas
(acilesfingosina) por la adicién secuencial de los azicares acti
vados, como son: La UDP-glucosa, UDP-galactosa, UDP-N acetil ga-
1actdsamina, CMP-4cido sidlico y excepcionalmente guanosindifos-
fato-L-fucosa (GDP-fucosa); estas reacciones las catalizan unas
15 6 20 glicosiltransferasas, enzimas integradas en lo que Rosse
man (42) ha denominado "complejo de la multiglicosiltransferasa".
(38). :

La porcién glucidica de los sialoglicoesfingolipidos se for
ma en el aparato de Golgi. Algunos sostienen la posibilidad de
que ocurra también en el reticulo endoplasmico y en la membrana

citoplasmatica.

En este proceso de sintesis, la doble especificidad de cada
enzima respecto al monosacarido-nucledtido y al aceptor garanti-
za una gran constancia en la composicidén de los ganglidsidos de
un materiél dado; no obstante, pueden biosintetizarse ganglidsi-
dos mis 6 menos complejos. Una confirmacién indirecta de la in-
tervencion de mecanismos de especificidad de especie, o sea, ca-
racteristicas de cada especie, en la biosintesis de ganglidsidos
ha sido apreciada por algunos autores como J.A. Cabezas (32) al
obtener el patrén de ganglidésidos de distintas partes del encéfa
lo de caballo, asno y mulo, que resulté ser generalmente interme

dio para el hibrido mular respecto a los de caballo y asno.

El uso de aceptores exdégenos o de aceptores endégenos en /
los ensayos experimentales ha conducido a algunas diferencias /
parciales del esquema aqui esbozado: ganglidésido GMl, como pre-
cursor del GDla 6 conjuntamente del GDla y GDlb. Por otro lado,
la biosintesis del gangliésido GTlc no parece poderse explicar a
partir del GD1b (ni menos a partir del GDla), por lo que Yu y An

do (43) han sugerido la existencia de dos rutas confirmadas y /
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otra tercera como muy probable.

También Rahman e Hilgib (44) han aceptado y ampliado recien
temente el esquema de Yu y Ando en relacién con sus estudios fi-
logenéticos. Comprenderia tres vias: a, b y ¢, de las que la a,
seria utilizada por los mamiferos mas evolucionados; b y a, por
reptiles y aves; las b y ¢, por anfibios y peces carbilaginosos

y la ¢, por telebésteos (Figura 7).

Fishman y cols. han realizado trabajos que indican que la /
glicosilacién secuencial de un gangliésido para originar otro /
mas complejo se realiza con la participacién de un pequefio acer-
vo de intermediarios. Los resultados de estos trabajos guardan
analogia con otros realizados por otros autores, segiin los cua-
les existirian dos pequefios acervos en el cerebro, siendo efec-
tuada la biosintesis de cada ganglidsido por un sistema multien-
zimatico, con la intervencién de un acervo limitado de interme-
diarios de transicién que garantizarian la separacién, de los /
formados, de los de igual estructura preexistentes; los primeros
pasarian a otras porciones de la membrana, de las que no podrian
volver para convertirse en sustratos ulteriores biosintesis. En
este sentido los resultados de Fishman ponen de manifiesto que /
la transferencia de ganglidsidos desde el sitio de su biosinte-
sis hasta la superficie celular requeriria unos 20 minutos, sien
do transportados a un ritmo constante hasta la membrana plasmati
ca. FEn el caso de las células nerviosas, los ganglidésidos sinte
tizados del aparato de Golgi son transportadas a lo largo del [/

axon hasta las terminaciones nerviosas. (32)

La sintesis de glicoesfingolipidos esta sujeta a dos tipos
de control. E1l primero es comin a la sintesis de muchas otras /
enzimas, la transcripcién de la secuencia de bases del ADN y su
traduccién en las correspondientes enzimas pueden acelerarse o /
reprimirse activando o inhibiendo secuencias especiales de ADN;
o bien, puede alterarse con gran rapidez la actividad de los gli
cosiltransferasas en las membranas por medio de pequefias modifi-
caciones quimicas de moléculas de enzimas ya existentes. Tales
modificaciones influyen tanto en la distribucidén de las enzimas
por las membranas como en las interacciones que establezcan con

los sustratos alli presentes. FEs mas, la expresion de los gli-
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coesfingolipidos en la superficie de las membranas celulares no
solo dependé de su tasa de sintesis, sino también de su organi-
zacién y de la que adopten otras moléculas de membrana. Su acce
sibilidad a los anticuerpos u otras sustancias externas pueden /
verse afectadas por la proximidad que guarden con otras molécu-

las.

La existencia de mas de un mecanismo de control de la expre
sién de los glicoesfingolipidos determina que su concentracién /
sobre la superficie celular resulte mucho mias sensible a los cam
bios del medio ambiente, por ejemplo, la concentracién de una /
proteina. Los ripidos cambios de la expresién de los glicoesfin
golipidos podrian derivar de una regulacién coordinada de los ge
nes que determinan las enzimas implicadas en su sintesis, de la
competencia entre varias enzimas por su sustrato o de un cambio
de orientacidén y exposicién de los antigenos glicoesfingolipidos
que se hallen ya sobre la superficie celular. Recientemente se
ha comprobado que durante el desarrollo embrionario ciertos gli-
coesfingolipidos se exhiben en algunos tipos celulares durante /
muy breve tiempo. Sugieren estos hallazgos que los glicoesfingo
lipidos guardan una estrecha relacién con los mecanismos de cre-
cimiento celular. A las células, que han de enfrentarse ante los
continuos cambios que se dan durante el desarrollo, les debe re-

sultar mas eficaz alterar glicoesfingolipidos que proteinas.

La biosintesis de ganglidésidos en circunstancias patolégi-
cas muestra que una deficiencia en la UDP-N-acetilgalactosami-
nil: GM_ -transferasa ocasiona un actimulo anormal de ganglidsidos

3

GM?, fenémeno similar al de la simplificacién de ganglidésidos /
que sucede en las membranas de células eucaridticas después de /
la transformacién de éstas por virus oncogénicos, tratamientos /
con agentes carcindgenos etc,. La explicacién légica de estos he
chos radica en el papel crucial de esta enzima en la ruta de bio
sintesis que conduce a otros gangliésidos mas complejos. Segin

‘Dawson y cols, la biosintesis de ganglidésidos puede ser inhibida

por Beta-enddérficas, encefalinas y opidceas.

ITI-7. Degradacién de gangliésidos.

Debido a que se conocia y entendia mejor la naturaleza de /
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las hidrolasas, que las de las glicosiltransferasa, se conoce me
jor y desde hace mas tiempo, los procesos de degradacidén de gan-
gliésidos, que la biosintesis. No obstante, nuevos aspectos sur
gidos ultimamente como el de la intervencidén de factores protéi-
cos, han contribuido a afianzar la idea, de que todavia restan /
importantes areas por esclarecer. El acumulo anormal de ciertos
esfingolipidos, pudo relacionarse, ya, en los primeros afios de /
estas investigaciones con deficiencias en algunas enzimas o iso-
enzimas impiicadas en su catabolismo, al tiempo, que se incremen

ta la actividad de otras glicosidasas o de alguna isoenzima.

La eliminacién del resto terminal, de acido sialico, es la
primera etapa, de la degradacién de los polisialoganglidsidos, /
como ya estableciera Gatt (45) en 1.963. Los esfingolipidos re-
sultantes, van secuencialmente degradandose, merced a la activi-

dad catalitica de las restantes glicohidrolasas.

En el sistema nervioso, los ganglidésidos con mas de un res-
to de acido sidlico, son degradados hasta GM1 en las terminacio-
nes nerviosas, siendo ésta transportada a lo largo del axén, has

ta los lisosomas, donde resultan degradados.

La degradacién de los gangliésidos hasta otros metabolitos
mas sencillos, la comprenderemos mejor, si analizamos algunas in
vestigaciones recientes sobre ella. Asi, algunos autores han /
aislado y caracterizado diversos tipos de neuraminidasa o siali-
dasa de cerebro, que presentan distinta localizacién subcelular
y poseen propiedades muy diferentes. Esto significa que ciertos
compuestos pueden ser, sustratos de unas neuraminidasas y no de
otras. La degradacion artificial de ganglidésidos, como el GD1a
mediante la neuraminidasa de Vibrio Cholerae, empieza por la li-
beracidén del componente dcido sidlico externo, originandose asi,
el ganglidsido GM]. Este producto resultante es insensible a la
actividad de dicha enzima. Solamente después de liberarse la N-
acetil- B - D - galactosamina, por la hexosaminidasa correspon-/
diente, puede actuar la neuraminidasa de V.cholerae, e hidroli-/
zar el derivado del GM]' No obstante, la neuraminidasa proceden
te de Closttridium perfringens, es capaz de actuar directamente

sobre el GM1 e hidrolizarla.
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La localizacién principal de la enzima, que participan en /
los procesos degradativos es lisosémica. Todavia quedan por ave
riguar, algunos aspectos,relacionados con los lisosomas y enzi-
mas lisosémicas, debido a que a veces su complejidad de accién /

es muy elevada.

Para favorecer la hidrolisis de gangliésidos, de forma arti
ficial se utilizan detergentes, in vivo se produce esta degrada-
cién participando factores de activacidén de naturaleza protéica,
con tamafio molecular préximo a 20.000 y localizacién lisosédmica,
para favorecer la actividad de la neuraminidasa, B-N-acetilhexo-

saminidasa, B-D-galactosidasa y otras enzimas relacionadas.

Algunos investigadores, se cuestionaron, si las mismas gli-
cosidasas, que degradan a las‘glicoproteinas, pueden hidrolizar
a’'los gangliésidos. La respuesta a esta cuestidn, es que se co-
nocen glicosidasas, capaces de actuar sobre ambos grupos de gli-
coconjugadas, mientras que otras son exclusivas de cada uno de /
ellos; y, aun para cada grupo, pueden presentarse, en ellas limi
taciones y diferencias muy marcadas. Como era previsible, estas
glicosidasas, muestran una amplia variedad de posibilidades de /

actuacidn.’

En 1.964, Burton y cols. (46), observaron que los gangliési
dos eran de los compuestos mas rapidamente metabolizados en el /
cerebro; calculdé su vida media, de unos 24 dias cuando se sinte-
tizaban utilizando glucosamina, y de unos 10 dias si el precur-
sor era la galactosa. Si se inyectan gangliosidos marcados, de-
saparecen de la circulacidén mids 6 menos rapidamente, segin la na
turaleza; el GDla tiene una vida media de unas cuatro horas y el
GMI’ de 21 horas.

En los Gltimos lustros, se han venido concediendo a las pro
teinas y a los 4cidos nucléicos, un papel decisivo, en la expre-
sién funcional de los seres vivos y se ha considerado a los glia-
cidos, como un material, con misiones eminentementes energéticas
o de sostén, desde la década de los 70 se ha ido abriendo camino
la idea de que ciertos glucidos, a lo menos también tienen fun-
ciones, de significado biolégico, no inferior al de los otros /

grupos mencionados, si estan integrados en glicoconjugados (Figu

ra 8).
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ITI-8. Funcién de los gangliésidos.

En nuestros dias se ha prestado mucha atencién a la bioqui-
mica de los glicoesfingolipidos. Anque son constituyentes de /
las membranas revisten gran importancia en cierto numero de fun-
ciones especializadas. Debido a que los ganglidsidos, son espe-
cialmente abundantes en las extremidades nerviosas, se ha apunta
do la posibilidad, de que actilan en la transmision de los impul-
sos nerviosos a través de las sinapsis. También se hallan pre-/
sentes en los centros receptores, para la acetil-colina y otras
susténcias neurotransmisoras. Algunos glucoesfingolipidos de 1la
superficie celular, se hallan relacionados no solamente con la /
especificidad del grupo sanguineo, sino también, con la de los /
6rganos y de los tejidos. Estos lipidos, estdn también implica-
dos, en la inmunidad de los tejidos y en los centros de reconoci
miento célula-célula que son fundamentales para el desarrollo y
la estructura de los tejidos. Las células cancerosas, por ejem-
plo, poseen glucoesfingolipidos, caracteristicos, que son dife-/

rentes de los de las células normales.

El concepto de que los glicoesfingolipidos son componentes
de las membranas plasmaticas y que presentan patrones células ti
po especificas han podido ser demostrado desde ‘los clasicos estu
dios de glicoesfingolipidos en la membrana de eritrocitos. A /
raiz de esto, se aislaron membranas plasmaticas, de diversas cé-
lulas animales y se observo el alto contenido de glicoesfingoli-
pidos, en las membranas intracelulares. Se ha admitido, que los
glicoesfingolipidos estdn presentes, en la laminilla externa, de

la membrana plasmatica.

El alto contenido de glicoesfingolipidos, en la mitad exter
na de la bicapa lipidica, sugiere dos posibilidades: primero, /
los glicoesfingolipidos pueden contribuir a dar la rigidez es-/
tructural de la lamina superficial. Segundo, los glicoesfingoli
pidos, al estar en la lamina externa de la bicapa, estdn bien si
tuadas para interactuar con elementos exégenos a través de sus /
carbohidratos y regular la funcidén de las proteinas receptoras.
Las variadas funciones de los GSL, en la interaccidén y diferen-/
ciacién celular y su déficit en la transformacién celular, pue-/

den verse desde un mismo punto de vista.



Segin parece, los glicoesfingolipidos influyen sobre la cé-
lula y su crecimiento de dos formas principales. Modulan las fun
ciones de algunas de las proteinas que residen en la membrana /
plasmatica y actuan, junto con las proteinas como marcadores de
superficie, necesarias para mantener una adecuada comunicacién /
intercelular. Los primeros indicios de que los glicoesfingolipi
dos, intervenian, en el funcionamiento de las proteinas de mem-
brana, se obtuvieron, tras comprobarse, que ambos tipos molecu-
lares, se encontraban estrechamente asociados en las membranas.
Caputto y cols. (47) encontraron que los glicoesfingolipidos del
cerebro, activaron la ATPasa proteina que libera la energia nece

saria, para la transmisién de mensajes para los nervios.

El hecho de que los glicoesfingolipidos, en la superficie /
celular puedan ser reconocidos, por otras superficies y vicever-
sa, es una base importante, del reconocimiento celular y diferen

ciacion.

Las proteinas receptoras, incrustadas en las membranas plas
maticas, constituyen a menudo uno de los eslabones fundamentales
de la compleja secuencia de acontecimientosprevios a la mitosis,
que asi se llama el proceso de divisidén de las células somaticas.
Estudios recientes realizados por Eric Bremer (48), indican que
ciertos glicoesfingolipidos pueden romper ese eslabdén e inhibir

el crecimiento celular.

En circunstancias normales, para que las células animales /
sufran mitosis, se requiere de ciertas hormonas extracelulares /
especificas, denominadas factores de crecimiento, que se unen a
proteinas receptoras especificas en determinados puntos de la /
parte externa de la membrana plasmatica. Las proteinas recepto-
ras son macromoléculas alojadas en la membrana; parte de la molé
cula queda en el interior de la célula y parte en el exterior.
La porcidén citoplasmatica es en realidad una enzima, cuya misidn
consiste en catalizar la adicién de grupos fosfatos a diversas /
proteinas del citoplasma incluido el propio receptor. Por lo /
que se ve, cuando el factor de crecimiento se une al receptor, /
la enzima asociada con su porcidén citoplasmatica se activa e in-
duce la incorporacién de un grupo fosfato en el receptor, accién

que parece instaurar un cambio conformacional; este tipo de alte
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raciones permite la agrupacién de los receptores en la superfi-
cie de la membrana. Los receptores y los factores de crecimien-

to que llevan unidos, penetran, a continuacién en la célula.

Cuando se afladen los glicoesfingolipidos GM1 o GM? a célu--
las cultivadas en presencia de factores de crecimiento queda blo
queada la proliferacién celular. Es mas, las proteinas recepto-
ras de las membranas de las células cuya proliferacidén se inhibe

ante GM1 6 GM_ no tienen el grupo fosfato, efecto que parece es-

3

pecifico de GM, y GM Ningin otro glicoesfingolipido provoca /

3
estos resultados. En consencuencia, se supone, que el funciona-
miento del receptor es sensible a los glicoesfingolipidos que le
rodean. Merece sefialarse que, cuando las células sufren trans-

formacién por virus tumorigenos, las correspondientes células tu

morales presentan un contenido mas bajo de GM_, en algunos tipos

3

de tumor de GM] en otros. Las reducciones pueden correlacionar-
se con una pérdida de control sobre el desarrollo celular ejerci

do por los glicoesfingolipidos.

No debe concluirse, sin embargo, que los glicoesfingolipi-
dos estén siempre asociados con la inhibicidon del crecimiento y
la diferenciacién celular. FEstudios realizados por Nagai y cols
(49) indican que la adicidén de otro glicoesfingolipido, el llama
do Gle, a neuronas tumorales embrionarias induce la formacién /
de células nerviosas maduras; ademas de otros muchos cambios. Re
cientemente estos autores, han observado que cuando ciertas célu
las de leucemia de ratén se incuban con GM, se diferencian en ma

3

créfagos.,

Ademas del papel que desempefian en la regulacién de protei-
nas a los GSL, les corresponden ciertas funciones celulares pro-
pias. La mas importante es la de establecer diferencias en el -
nivel celular entre las especies, entre los individuos de una -
misma especie e incluso entre células de un mismo individuo. Los
antigenos de grupos sanguineos constituyen un buen ejemplo de la
variacién de los glicoesfingolipidos entre individuos de pobla-

cién humana.

Gran interés ha despertado en los ultimos afios los cambios

que sufren los marcadores glicoesfingolipidos durante el desarro
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1lo celular normal y durante el canceroso. Desde que se descri-
bi6é por primera vez un cambio en los GSL asociados con la trans
formacién oncogénica, se han realizado muchos estudios emplean-
do las lineas celulares de fibroblastos o cultivos primarios /
transformados por virus DNA, RNA o carcindégenos quimicos. Ade-
mis de la clasica sintesis, que esti ausente en las células ma-
dre, se encontré en células tumorales y tejidos, que este cam--
bio incluye la sintesis del antigeno glicolipido de Forssman /
en tumores derivados de tejido de Forssman negativo, antigenos
semejantes en tumores derivados de grupos sanguineos 0 6 B y ti
pos especificos de sintesis de fucolipidos. Una gran cantidad
de gangliotriosylceramida (asialo GMZ) se encontrdé en sarcomas
de ratones y linfomas que estidn ausentes en las células y teji-
dos normales; este cambio resulta de una induccién de la sinte-
sis de glicolipidos mis que por la acumulacién debida a un blo-
queo de la sintesis de GMl'
Los cambios GSL asociados con la transformacién oncogénica
pueden clasificarse en 7 tipos (Tabla VI). La transformacién /
del 1 al 4 representa: "Sintesis incompleta", de los tipos 5 al
7 representa la sintesis inducida por un nuevo residuo carbohi-
dratado. Una sintesis incompleta a veces produce una acumula-
cién del precursor. Por lo tanto, tante una sintesis nueva co-
mo una sintesis incompleta podrian producir la aparicién de GSL
que esta ausente (6 presente en un pequefio equivalente) en las

células no transformadas.

Mientras que las toxinas y las infecciones viricas o bacte-
rianas se sirven de los glicoesfingolipidos presentes en las cé-
lulas sanas, el crecimiento canceroso esta asociado claramente a
glicoesfingolipidos alterados. Ese cambio expresa una anormali
dad subyacente, cualquiera que sea la causa y la alteracién de
la poblacidén de glicoesfingolipidos podria obstruir, una parte
esencial, de los recursos de que dispone la célula, para mante-
ner su vida social ordenada. No sorprenderiadescubrir que la -
alteracién glicoesfingolipidica fuese una de las causas princi-
pales de las cadticas e indisciplinadas interacciones sociales

que son caracteristicas de las células cancerosas.

Los cambios producidos en los GSL dependen de la célula /



Tipo 1.

Tipo 2.

Tipo 3.

Tipo 4.

Tipo 5.

Tipo 6.

Tipo 7.

TABLA VI.
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Disminucién o deleccidén de GM?, GDS; aumentando en
el estadio siguiente.

Disminucion é deleccidén de GTl’ GDiab’ aumento de /
GM,, GM, & OM,.

Acumulacidén del grupo asialo (Gg Os, Cer, Gg 053 /

4

Cer, Lcn OS4, Cer, etc..) el cual normalmente estd

ausente.

Descenso o deleccién de Gb Os, Cer, Gb 0s, Cer, /

3 4

Gb 0s. Cer (Forssman) ¢ aumento de la cadena de gli

5

coesfingolipidos neutrales.

Disminucién o deleccion de GM,, GM aumento de GD,

3 2’
GT.

Nueva sintesis de Gb Os_ Cer (Forssman-huésped nega

5

tivo).

Nueva sintesis de antigenos de grupos sanguineos in

compatibles extrafios al huésped.

TIPOS DE CAMBIOS GLICOLIPIDOS ASOCIADOS CON LA /
TRANSFORMACION ONCOGENICA.
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huésped y del agente cancerigeno. Algunas células tumorales /
acumulan glicoesfingolipidos simples; quizas esté bloqueada la

sintesis de los mas complejos, derivados de aquellos. Otras cé
lulas tumorales, las procedentes de tumores epiteliales humanos
sintetizan cadenas de carbohidratos pocos usuales y acumulan /

nuevos glicoesfingolipidos: los neoglicolipidos.

Los glicoesfingolipidos precursores y los neoglicolipidos
se identificaron como antigenos asociados a tumores, en estu-/
dios clasicos realizados, con anticuerpos de conejo. Pero esa
comprobacién de que las células tumorales generaban variantes /
glicoesfingolipidicas no pudo explotarse convenientemente, has-
ta el desarrollo de los anticuerpos monoclonales, técnicas que
pusieron a punto en 1.976 George Kéhler y César Milstein (50).
Los anticuerpos monoclonales poseen una alta afinidad especifi-
ca por un solo antigeno. Se identifica répidameqte la presen-/
cia de un antigeno por medio de un anticuerpo monoclonal unido

a una molécula marcada.

Para elaborar una abundante cantidad de anticuerpos mono-/
clonales especificos de antigenos de tumor es preciso inyectar
primero el antigeno en ratones. Se fusionan luego células de\/
bazo del ratén inmunizado con células de tumor de ratén. Las /
células asi obtenidas, denominadas hibridomas, combinan la capa
cidad de crecimiento ilimitado propia de las células tumorales
con la capacidad de las células del bazo para generar anticuer- .
pos. Ya se han identificado y caracterizado quimicamente, en /
razén de su especificidad por anticuerpos monoclonales, mas de

diez tipos de antigenos glicoesfingolipidos asociados a tumores.

Cada hibridoma produce un anticuerpo distinto, lo que obli
ga a seleccionar los adecuados. La mayoria que trabajan con tu
mores se sirven al efecto de la estrategia de la perdigonada:
inyectar en el ratén antigenos sin caracterizar, procedentes /
de tejidos tumorales, y a continuacién, entre los hibridomas /
resultantes, buscan los que reaccionan contra los antigenos es-
pecificamente asociados al tumor Hakomori (51) utiliza un méto-
do menos convencional; el obtiene y caracteriza quimicamente /

un glicoesfingolipido asociado con un tipo especifico de céin-/
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cer. A continuacidén inyectan en el ratén bacterias recubier-
tas con el glicoesfingolipido. Lo que buscan posteriormente
es un hibridoma que reaccione preferentemente con el antigeno

que se habia preparado con anterioridad.

Han aplicado ese procedimiento a la elaboracidén de anti-
cuerpos monoclonales dirigidos contra una amplia variedad de /

nuevas estructuras asociadas con tumores.

Kannagi., Levery y Nudelman (52), en su estudios sobre los
antigenos Le* y Ley, encontraron que muchos tejidos tumorales
poseian gran cantidad de glicoesfingolipidos muy parecidos a /
Le® y Le¥. Entre los nuevos antigenos se contaban formas dimé
ricas y triméricas de Le® y formas que llevaban unidas &acido /
»siélico. Fukushi y Abe (53) han conseguido anticuerpos mono-
clonales capaces de distinguir varios tipos diferentes de Le™.

Uno de esos anticuerpos, denominados FH reacciona espe-

4,
cificamente con el antigeno Le™ dimérico, pero no con su forma
simple. Marcando ese anticuerpo, Fukushi, encontrdé que las cé
lulas epiteliales gastricas de embriones de 35 a 45 dias pre-

sentaban un alto nivel de expresién de la forma dimérica de /
Le®. Fn los fetos de 100 dias el antigeno se expresaba solo /
en las areas mas ocultas y profundas del epitelio gistrico e /
intestinal, desapareciendo en las células del recién nacido y

adulto.

A estos antigenos de superficie, se denominan antigenos /
oncofetales, pues se encuentran en cantidades similares tanto
en células cancerosas como en ciertos momentos del desarrollo
de algunos tipos de células embrionarias. Se conocen ya va--
rios anﬁigenos oncofetales. Vale también de ejemplo un deriva
do sidlico de la forma Le” dimérica, definido antigénicamente
por el anticuerpo FH6. Abundan en los tejidos fetales, pero /
no en el tejido gastrointestinal adulto, aunque si va asociado
con tumores gastrointestinales. Estos hallazgos suponen un a-
poyo a las observaciones, de que las células cancerosas se pa-
recen a las células, relativamente indiferenciadas de los pri-

meros estadios del desarrollo embrionario.
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Ha sido aislado y caracterizado por Magnani y cols., otro

antigeno oncofetal importante que es el derivado siilico de un

glicoesfingolipido llamado antigeno Le?. Koprowski y cols., 1o
graron obtener un anticuerpo monoclonal contra el antigeno /
Le®. Dado que los anticuerpos monoclonales solo se unen a la

cadena de carbohidratos del glicoesfingolipido, también se re-
conocen a esas cadenas, cuando las portan glicoproteinas del /
suero, que no estan unidas a células. Los anticuerpos contra
los derivados sidlicos de los glicoesfingolipidos Le? y Le*, /
por ejemplo, reaccionan con el suero de pacientes que padecen
cancer. Los antigenos circulantes se detectan con facilidad /
por lo que su presencia resulta muy util en el diagndéstico on-
colégico. El estudio de ese tipo de antigenos constituye uno

de los principales objetivos de las investigaciones clinicas /

(54).

Los antigenos glicoesfingolipidos unidos a células consti
tuyen la gran esperanza de la lucha contra el cancer. Le® y /
sus analogos, las formas Le™ y Le¥Y diméricas y triméricaé, por
ejemplo, estan asociadas a células tumorales y no se encuen--
tran libres en el suero. En principio y una vez identificados
los anticuerpos especificos de antigenos asociados a tumores,
podria administrarse a los pacientes tales anticuerpos, que de
tectarian preferentemente las células cancerosas que presentan
poblaciones alteradas de antigenos asociados a tumores y las /
destruccién por medio de complejos mecanismos instados por los
propios anticuérpos.y por ciertos tipos de células especializa

das.

Trabajos inmunolégicos recientes han demostrado que muchos
anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos asociados
a tumores son, en realidad, especificos de glicoesfingolipidos.
Los resultados de al menos dos estudios clinicos parecen justi
ficar algunas de las esperanzas mas optimistas. En uno de esos
estudios, un grupo de investigadores dirigidos por Lloyd JF.01d
y Kenneth O Lloyd, han desarrollado un anticuerpo con alta afi

nidad por el glicoesfingolipido GD Houghton A.N. y cols. /

3.
(55) administraron el anticuerpo a doce pacientes con melanoma,
en tres de los doce pacientes se observd una clara regresién [/

del melanoma y cuatro mostraron una respuesta variada.
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En otro de los estudios Nudelman et al (56), administré an-

ticuerpos anti GD, a doce pacientes con melanoma, el anticuerpo -

3
también resulté eficaz en tres de los doce casos, aunque otros /
tipos de anticuerpos antimelanomas no surtieron efecto. Aunque /
el glicoesfingolipido GD3 se halla en cantidades moderadas en te-
jidos normales del rifién y altas en la retina, ninguno de los pa-
cientes sufrié dafios en esos érganos imputables al tratamiento /
con los anticuerpos. Los tdnicos efectos negativos fueron reaccio
nes inflamatorias de la piel, alrededor del melanoma, observacio-
nes que resultan muy alentadores y sugieren que los glicoesfingo-
lipidos, de las células tumorales son mis susceptibles de ataque.
por parte de los anticuerpos que los mismos antigenos presentes /

en tejidos normales.

‘Se han propuesto varias estrategias para eliminar 6 matar /
las células tumorales, basadas en la especificidad de los anti-/
cuerpos monoclonales.. De utilizarese anticuerpos unidos a isoto-
pos radiactivos, éstos se adheririan a las células tumorales y /
las irradiarian o indicarian con precisidén su posicién en el cuer
po. Todo ello facilitaria el tratamiento radiactivo ulterior 6 /
la extirpacidén quirurgica del tumor. Si los anticuerpos portaran
drogas téxicas se mataria, también de forma selectiva, las célu-/

las tumorales.

Los anticuerpos constituyen el medio natural y mas eficaz -
de que se sirve el organismo para aislar y acabar con las células
enfermas. Un anticuerpo monoclonal, como culaquier otro anticuer
po, no solo se une a las células que posee un determinado antige-
no, sino que también la sefiala para que el sistema inmunolégico /

del organismo la destruya.

Podemos resumir la funcién de los glicoesfingolipidos en [/

los siguientes apartados:
1. Componentes constitutivos de la lamina exterior de /
la bicapa lipidica, lo que confiere rigidez estructu

ral.

2. Marcadores de superficie y antigeno (Tabla VI).

(I8 ]
.

Interaccion celular y reconocimiento.
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4. Marcadores de diferenciaciédn.
5. Regulacién del crecimiento celular y oncogénesis.

6. Interaccién con factores bioactivos: Toxinas bac-
terianas, hormonas glicoprotéicas y virus; impli-

caciones como receptor (Tabla VII).

Con respecto a la funcién de los ganglidésidos; como hemos
mencionado anteriormente hasta los afios 70 no se habian mencio
nado a los glucidos como un grupo con papel decisivo en la ex-
presién funcional de los seres vivos. Especial mencidn al res
pecto fué la declaracién sobre la importancia de algunos gluci
dos que hiciera Nathan Sharon (57) en 1.977, el cual dice: "E1
-comportamiento social de la célula viva que comprende la comu-
nicacién intercelular, la regulacién del crecimiento y de la /
diferenciacidn, la respuesta inmune y quizas también la apari-
cién de tumores malignos, estid mediada principalmente por la /
superficie de la célula, y mas concretamente por las moléculas
de azicar ramificadas de las que esta tachonada toda la super-

ficie celular".

Gran parte de las funciones de los ganglidsidos estan re-
lacionadas con su participacidén en la transmisién del impulso
nervioso. Sus efectos estimuladores de la misma estarian cau-
'sados por su capacidad de fijacién de Ca’" en sus restos de /

adcidos sialicos.

Los polisialoganglidésidos, son los gangliésidos mas abun-
dantes en las vesiculas sindpticas, podrian participar también
en la facilitacidén de la fusién de estas vesiculas con la mem-
brana presinaptica, debido a sus caracteristicas biofisicas de

interaccidn lipidica.

Los gangliésidos también podrian participar en la recepto
ra del K' (expulsado en la despolarizacién nerviosa), fijando-
lo transitoriamente en sus sitios acidicos (de sus acidos sia-
licos); este efecto podria ser inhibido por proteinas basicas,

que interferirian el mecanismo de fijacidén idnica (22).
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Antigenos de grupos sanguineos.

ABH, Le?, LeP, 1i, P-p,, PK

Antigenos heteréfilos p-e.

Forssman, Hanganutziv-Deicher

Marcadores de subpoblacién linfoide.

GM,, Gg OSS y Cer para la subpoblacidén celular T, Lcn 084

Cer para los desconocidos B>T; Gg Os, Cer para NK; Thy-1

4

ganglidsidos.

Diferenciacion antigénica.

Forssman, Ii, Fg, TerC, SSEA-1

Glicolipidos que reaccionan con auto-anticuerpos o Anti-/
cuerpos antiglicolipidos causantes de enfermedad autoinmu

ne.

Ii-activado glicolipido; sialosylparoglobosido, "anglosi-
de experimental" y neuritis; sulfatide y cerebrosido en /
encefalitis experimental; globosido y Forssman en hemoglo

binuria paroxistica.

Marcadores 6 antigenos tumorales de superficie.

TABLA VI. MARCADORES DE SUPERFICIE GLICOLIPIDICOS Y ANTI-

GENOS.



BIOFACTOR

. Toxinas bacterianas

Toxinas del cdélera
Toxinas del tétanos
Toxina botulinica
Toxina estafilocécica

Gonococos

. Hormonas Glicoprotéicas

Tirotropina
Gonodotrofina coridnica

Hormona Luteinizante

. Virus Sendai

. Interferon (tipo 1 solo)

. Fibronectina

. Linfoquinas

Inhibidor migracidén de macrofagos

Opio y morfina

Serotonina

MAYOR INTERACTUACION

Fucasyl Gg Os

GM

GT > GQypy
e,
SPG

GM

GD
GT1
GT1

GTIa’ Gle

GM GT

FTop

4

Sulfatide

GD

(O8]

TABLA VII. INTERACCION DE GLICOLIPIDOS CON BIOFACTORES

Cer
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Parece ser que estan igualménte relacionadas con la acti-
vidad de la ATP-asa que transporta K* y Na® a través de la mem
brana ya que dicha enzima esti rodeada de altas concentracio-/
nes de ganglidsidos. También’participarian en la receptora de
neurotransmisores que, una vez liberados a la hendidura sindp-
tica, no se hubieran fijado directamente a su receptor postsi-

naptico.

Siguiendo con estos modelos, los gangliésidos estarian im
plicados en algunos de los procesos neurofisiolégicos que inte
grah la memoria. Para explicar este fenémeno, se ha considera
do que hay pequefias regiones limitadas de sinapsis que se modi
ficarian al objeto de facilitar la liberacidén de los neurotrans
misores. FEsta modificacién podria estar causada por un aumen-
to en la cantidad de sialoconjugados. La presencia de mas com
plejos Ca++, gangliésidos produciria una liberacidén mayor y /

mas rapida del neurotransmisor.

Los ganglidésidos también intervienen en la adaptacidn de
especies que viven a bajas temperaturas. Asi, se ha observado
un aumento de la sintesis de novo de polisialogangliésidos, du
rante dicha adaptacidén: cuanto mas fria sea la temperatura am-

biente, habra mayor proporcién de polisialoganglidsidos.

Los ganglidsidos participan en la fijacién de toxinas. FEl
estudio del mecanismo de accidén de la toxina del cdlera (cole-

rageno) y su interaccién con el ganglidésido GM, es de gran im-

1
portancia, no sé6lo por corresponder a la mayor parte de los /
cuadros diarréicos, sino también porque mimetiza el mecanismo

fisiolégico de interaccién de receptores de membrana de natura
leza gangliosidica con distintas hormonas de tipo glicoprotei-

nico.

Varios gangliésidos, inhiben, la hemaglutinacidén virica.
Se entiende por esto la aglutinacidén, que experimentan los he-
maties en presencia de virus, como el de la gripe. Se cree /
que tales ganglidsidos proporcionarian, un sitio receptor para
los virus, que competiria con el sitio receptor, de la superfi
cie celular de naturaleza gangliosidica. Son necesarios recep
tores, que contengan acidos sialicos, para que se produzca in-

feccidén, por algunos virus. Los gangliésidos inducirian, la /
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fusién célula-virus y su posterior penetracién, después de fi-

jarles en la superficie celular.

Los ganglidésidos, estidn implicados en la regulacién del /
crecimiento celular, y los fendmenos tumorales. Una sintesis
incompleta de ganglidésidos superiores, podria muy bien estar /
relacionada con una pérdida de la regulacidén del crecimiento /
demostrada en células transformadas. La sintesis de un glico-
lipido particular, aumenta al establecerse un contacto célula-
célula: la llamada "respuesta glicolipidica" se la considera /
relacionada con la inhibicién por contacto del crecimiento ce-

lular.

La respuesta glicolipidica y el proceso de inhibicidn por
contacto estdn basados en una posible interaccién entre protei
nas similares a los anticuerpos y glicolipidos sensibles al  /
contacto. Cuando dos células confluyen, esas proteinas y esos
glicolipidos se enlazarian a través de estructuras complementa
rias. En las células malignas transformadas, las cadenas glu-
cidicas estarian incompletas; no se formarian, pues estructu-/

ras complementarias.

Las cadenas glucidicas, de glicolipidos, podrian actuar /
de receptores, de un factor sérico de crecimiento. La inhibi-
cién del crecimiento, en el contacto celular, podria estar in-
ducida, por el encubrimiento del glicolipido receptor, median-

te una proteina complementaria.

El patrdén de ganglidsidos, en tumores cerebrales difiere
del correspondiente al tejido cerebral normal. FEn tumores se
encuentran, menos ganglidésidos y se observa una disminucién de
la proporcién relativa de polisialoganglidésidos. Los ganglid-

sidos menos polares suelen incrementarse en tumores malignos.

Muchas lineas celulares, que sufren transformacién debida
a virus oncogénicos, muestran una simplificacidén en su patrén
de ganglidésidos. Los niveles de algunos de los mas complejos

(GD]a)’ disminuyen, mientras que aumentan el GM Una acetil-

3
galactosaminiltransferasa requerida para la biosintesis de los
gangliésidos complejos, estaria ausente o a muy bajo nivel. La

actividad sialiltransferdasica para la formacion de disialogan-
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gliésidos estd disminwida en tumores inducidos en rata. Los /
gangliésidos, estarian implicados, en los cambios de la super-

ficie celular, que se dan en la génesis tumoral.

Muchos anticuerpos monoclonales, producidos por hibrido-/
mas, obtenidos de ratones inmunizados, con una linea celular /
de adenocarcinoma de colén humano, tienen especificidad por tu
mores gastrointestinales humanos, fijindose a dichas células /
cancerosas. El antigeno para estos anticuerpos, en la linea /
celular usada para la inmunizacidén es un monosialoganglidsido
con fucosa, que ha sido aislado muy recientemente. Este gan-/
glidésido, se ha detectado en adenocarcinomas gastricos y de co
16n, en carcinomas pancreaticos y en el meconio, pero no en te
jidos adultos normales. La presencia de este ganglidésido, en
el meconio, sugiere que pudiera ser un antigeno embrionario /
asociado a tumores. Ademds, este antigeno, se ha detectado en
algunos tejidos embrionarios humanos, pero no en los tejidos /

adultos correspondientes (54).

La composicién de los ganglidsidos, cambia con el desarro
1lo, se han propuesto tres grandes periodos. El primero se ca
racteriza por una multiplicacién de neuronas y de células glia
les y por un incremento moderado en la concentracién de gan-/

glidésidos. Predominan GM1 y GT y empieza el incremento del

13
GD . Este tiempo se extiende hasta la semana 25 del feto hu-

maiz. Durante el segundo periodo se asiste al crecimiento de

dendritas y axones y al establecimiento de conexiones neurona-
les; corresponde al tiempo comprendido, entre la semana 30 del
feto humano y el nacimiento. Esta es la primera fase, de rapi
do incremento, de la concentracién de gangliésidos. La tasa /
de crecimiento del GDIa’ es maxima, mientras que la del GT1 y

GM1 declina. La tercera fase, tiene lugar en el hombre, desde
el nacimiento hasta los 8 meses. Se da una extensién ulterior
de las conexiones neuronales y empieza la mielinizacién. En /
esta segunda ocasién de aumento rapido de ganglidsidos, se 1lle
ga a estabilizar su patrén, siendo el GDla el predominante. En
tre los 4 y 30 afios de edad, disminuye el porcentaje de GDla vy
aumenta el de GD]b y GTI' La proporcion relativa de GMl’ GDIa
Gle y GT1 no sufre ningin cambio significativo, entre los 30

y los 70 afios. Se considera que hay dos fases de acumulacién

rdpida de gangliésidos: un periodo en el que se multiplican /
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las neuronas y una segunda fase énvla que se establecen cone-/
xiones intersindpticas. No obstante, el cambio en la concen—/'
tracién relativa, de cada tipo de gangliésidos a lo largo de /
la vida depende del area del cerebro estudiado y de la espe-/

cie (22).

La malnutricién durante las fases del desarrollo temprano
del individuo retarda la mielinizacién y el depésito de gan-/
gliésidos. La malnutricién, incrementa la densidad del empa-/
quetamiento celular y desorganiza la citoarquitectura de la /
corteza, efecto que es permanente. El pico normal de concen-/
tracién de ganglidésidos, es menor y se retrasa varios dias en
esas condiciones. El retraso en la acumulacidn de géngliési—/
dos parece estar relacionado con una disminucidén de la prolife
racion de fibras axodendriticas y con una maduracién de la con

ducta retrasada.

EFl tratamiento con ganglidsidos, favorece en gran medida
los procesos de regeneracién y reinervacién de fibras nervio-/
sas. Al administrar gangliésidos, se ha observado in vitro, /
un aumento del alargamiento axonal. Los ganglidsidos, podrian
funcionar como moléculas aceptoras de sustancias, que promue-/
van el crecimiento en neuronas embrionarias. Después de su in
corporacién, podrian inducir modificaciones de membrana, direc
ta o indirectamente, lo que haria que un sitio determinado se
hiciera Suscepﬁible para la formacién de una nueva ramifica-/

cidén neuronal.

Fl tratamiento con ganglidésidos, ha demostrado ser efecti
vo, igualmente en sindromes de transtornos mentales, mejoréndg
se el rendimiento de los pacientes en test neuropsicolédgicos.
Con respecto a la diabetes, una de sus complicaciones mas rele
vantes es la neuropatia que afecta a los sistemas motor senso-
rial y auténomo. FEl tratamiento con gangliésidos permite la /
recuperacién del tamafio axonal normal y potencia la velocidad

maxima de conduccidén nerviosa.
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ITI. BETA-2-MICROGLOBULTINA COMO MARCADOR TUMORAL.

Los estudios iniciales de las proteinas contenidas en el
plasma sanguineo se remontan hacia la mitad del pasado siglo.
En esta época se denomindé como albimina a la fraccién protéica
del plasma, dada su similitud fisica con la proteina contenida
en la clara de huevo. Pero hacia 1.850 se obtuvo por primera
vez la separacién en dos grupos de las proteinas contenidas en
el plasma utilizando criterios de solubilidad y precipitacion,
mediante la acidificacidén del plasma con acidos débiles: a uno
de éstos grupos se le siguié denominando alblmina y al otro /
grupo, por creerse que estas proteinas se originaban en los /

glébulos de la sangre, se le asigné el nombre de globulinas.

Esta primera diferenciacién abrié una época de estudio /
en. la que, siguiendo los métodos de fraccionamiento protéico
por diferencias de solubilidad, se ensayaron los efectos preci
pitantes de diversas sales neutras al ser afladidas al medio /
que contenia las proteinas plasmaticas y asi Kauder en 1.886 /
(58), consiguié mediante la adicién de sulfato aménico un cri
terio definido de las proteinas plasmiticas: las proteinas -/
plasmaticas que precipitaban al 50% de saturacién con sulfato
amonico eran las globulinas, mientras que la albiimina precipi-
taba casi a saturacién completa. Estos descubrimientos signifi
caron el inicio de las diversas técnicas de fraccionamiento sa
lino, cuyos criterios para la clasificacién de las proteinas /
plasmidticas y su significacidén clinicopatolégicas estuvieron /

ampliamente extendidas hasta el primer tercio del siglo XX.

A pesar de haberse llegado a un gran perfeccionamiento /
en las técnicas anteriormente citadas, fué un paso decisivo el
descubrimiento realizado por Tiselius en 1.937 (59). Este au-
tor encontré que las proteinas plasmaticas situadas bajo la ac
cién de un campo eléctrico y con determinadas caracteristicas
del medio acuoso que contenia las proteinas (pH, conductividad
eléctrica, fuerza idnica, etc.), éstas mostraban una distinta
velocidad de desplazamiento, de tal manera que en un principio
le fué posible separar cuatro grupos distintos de proteinas /
que denominé ordenadas de mayor a menor velocidad de desplaza-

miento hacia el polo positivo: albimina, o -globulina y 8 -globu

lina.
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Esta técnica, denominada electroforesis libre, fué el des-
cubrimiento fundamental en el desarrollo de posteriores métodos
de investigacidén se intenté aplicar de forma practica al estu-/
dio de ciertas enfermedades en las que el contenido del plasma
estaba modificado, desarrollandose nuevos procedimientos para /
simplificar el desplazamiento electroforético. La electrofore
sis de zona fué el paso siguiente. Con esta técnica se separén
mas fracciones, utilizando acetato de celulosa, almiddén, gel de
agar 6 de agarosa, poliacrilamina, como soportes para realizar
el desplazamiento. La electroforesis sobre acetato de celulosa
permite separar algunas fracciones mas, y asi en el suero y or-
denadas de mayor a menor velocidad hacia el 4dnodo observamos: /
globulina /

albimina, globulina q globulina @y globulina 8

1’ 1’
52 y globulina Y. En plasma obtenemos la separacién del fibri-

négeno entre 8 y v .

Mucho mas recientemente en 1.953 Grabar y Williams pusie-
ron a punto una técnica que denominaron andlisis inmunoeletrofo
rético, la cual combina la separacién electroforética clisica /
(primer paso) enfrentando posteriormente las proteinas separa-

das con antisuero preparado frente a las proteinas plasmaticas.

Esta técnica permitidé visualizar 22 proteinas diferentes
como constituyentes de las proteinas séricas, y puso en eviden-
cia la heterogeneidad de las fracciones globulinicas; es decir,
que cada uno de los grupos de globulinas obtenidas por electro-
foresis estaba constituido por varias proteinas con caracteris-
ticas morfoldégicas y funcionales distintas, aunque presentasen
una misma o parecida (puntos isoeléctricos iguales) movilidad /

en el desarrollo electroforético (58).

A partir de la inmunoelectroforesis, otras técnicas han /
permitido detectar y conocer otras proteinas constituyentes /
del suero. Algunas de ellas se han realizado desarrollando /
los principios basicos de la inmunoelectroforesis, tal como 1la
inmunoelectroforesis bidimensional, o bien técnicas inmunolégi-
cas que permiten la cuantificacidn precisa de las proteinas /
plasmaticas (electroinmunodifusién, inmunodifusién radial, ne-
felometria, etc...). Otra técnica puesta al servicio del estu-
dio de las proteinas plasmiaticas ha sido la ultracentrifuga--/

cion analitica, utilizada principalmente para determinar los /
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distintos pesos moleculares de las proteinas.

Los resultados obtenidos hasta el momento mediante las
técnicas antes mencionadas, han permitido establecer las ca-/
racteristicas fisicas, quimicas, gendticas y bioldgicas de un
gran numero de proteinas constituyentes de las fracciones de

globulinas.

Fn esta introduccidén hemos querido reflejar como se han
ido descubriendo las distintas fracciones de las proteinas /
plasmiaticas. Ya que desde ahora vamos a limitarnos a estu-/

diar en profundidad a una de ellas: La Beta-2-microglobulina.

I1I-1. Introduccién al estudio de la Beta-2-microglobulina.

La principal diferencia entre proteinuria glomerular y
tubular estriba en el tamafio de las proteinas excretadas, la
presencia en la orina de elevadas cantidades de proteinas de
bajo peso molecular es un aspecto caracteristico de la protei
nuria tubular. Este hecho sugirié a Berggard y Bearn (60) /
que la orina de pacientes con tubulopatias podria ser una /
fuente satisfactoria para aislar alguna pequefla proteina que
estuviera presente en bajas concentraciones en el plasma y /
que fuese rdpida y facilmente filtrada por el glomérulo. De
esta forma y a partir de orinas de pacientes con enfermedad /
de Wilson, intoxicacién crénica de cadmio y con diversas tubu
lopatias congénitas, aislaron una proteina que se conoce con

el nombre de Beta-2-microglobulina (B2M).

Esta proteina posee un peso molecular de 11.815 daltons
por su movilidad electroforética se clasificd entre las Beta-
globulinas y por su pequefio tamafio se denominé Beta-2-micro-/

globulina.

Estudios bioldgicos e inmunoldégicos han revelado la es-
trecha similitud entre la Beta-2-microglobulina y ciertas re-
giones de las partes constantes de las cadenasypesadas y lige
ras de las inmunoglobulinas (61), también se han comprobado /
que la Beta-2-microglobulina forma parte de los antigenos de

histocompatibilidad (62). Sus aplicaciones clinicas residen
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én su peculiar metabolismo y propiedades, siendo util para el

diagnéstico de la insuficiencia renal, localizacién de las in

fecciones urinarias, control de los transplantes renales, como
indice de maduracién fetal, etc.... Diversos estudios realiza
dos "in vitro" han demostrado que algunas lineas celulares tu-
morales son capaces de sintetizar y secretar al medio de culti
vo grandes cantidades de B2m, superiores a las liberadas por /
células normales, variando la cuantia de la produccién segin /
el tipo de tumor (63). Tras el anadlisis de diversos estudios

(64, 65), sigue siendo motivo de controversia el significado /

de la B2m sérica entre los pacientes neopldsicos.

Esta microproteina se ha detectado en la membrana de casi
todas las células, excepto en los eritrocitos y células trofo-
blidsticas. Esta presente en la mayoria de los liquidos orgini
éos; especialmente suero, orina, liquido cefalorraquideo, am-/
niético, pleural, sinovial, asi como en la saliva y calostro /

(67, 68).

ITI-2. Estructura y caracteristicas fisico-quimicas de la Be-

ta-2-microglobulina.

La primera nocidn de que la Beta-2-microglobulina podia
ser una importante proteina, llegd pdr los estudios de Smithies
y Poulik (69), los cuales establecieron, la secuencia de los /
primeros 44 aminoécidos de B2m, y hallaron una similitu con la
secuencia de aminoacidos de las cadenas pesadas de inmunoglobu

linas IgG.

Peterson (70) y Cunninghan (71), establecieron la se-
cuencia completa de los aminoacidos de la B2m humana, esta mi-
croproteina esta constituida por una sola cadena polipeptidi-
ca de 100 aminoacidos, en la que dos cisteinas, en posiciones
25 y 81 forman un puente disulfuro intracadena que le confiere

a la molécula su peculiar forma esférica (Figura 9).

Su peso molecular, como hemos mencionado anteriormente
es de 11.815 daltons; su coeficiente de sedimentacién es de /
1,65, su radio molecular de 15A, punto isoeléctrico 5,4-5,7 /

(humano), coeficiente de difusién 13,3 x 10™7 cm? /sec, conte-
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nido en nitrdgeno 16,3%, no contiene grupos libres sulfidrilo
ni carbohidrato, NH2 terminal: Ile (humanos y ratas) y val /
(perros y conejos).

Los grupos de trabajos de Peterson y Cunnighan corrobo-
raron las notas de Smithies y Poulik acerca de la similitud /
de la B2m con las cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobu
linas y establecieron que el mayor grado de similitud existe
con la regidn de Cy3 de las inmunoglobulinas IgG, y también /

con CH1 y CH que al igual que CH, tienen restos de 100-110

2 3
aminoidcidos. De los estudios de Peterson y cols. (70), se /
desprende que el proceso evolutivo, la B2m y las inmunoglobu-

linas, descienden de una fuente comin.

Se ha sugerido que la B2m puede tener cierta funcién in
munolégica, si bien su exacto papel no es conocido. A pesar
de la similitud estructural no existe reaccidén cruzada entre
B2m e inmunoglobulinas mediante el andlisis inmunoquimico /

efectuado con la ayuda de numerosos antisueros (72).

El interés por el estudio de las membranas celulares se
ha acrecentado a partir de recientes observaciones que han es
tablecido una intima unién entre los constituyentes de las /

membranas y los sistemas inmunoldégicos y de histocompatibili-

dad (73).

Peterson y cols. (74) demostraron que la B2m es parte /
del complejo antigénico HLA de histocompatibilidad mayor uni-
do a la célula y responsable en gran parte del rechazo inmuno
l6gico de 6rganos transplantados entre huéspedes genéticamen-
te no relacionados. La B2m esta unida mediante un enlace no
covalente con las subunidades mayores de los antigenos HLA /
(75). Ademas de la B2m asociada a los antigenos de histocom-
patibilidad algunas moléculas de la misma parecen estar pre-/
sentes en la superficie de los linfocitos en forma libre (76).
La orina de enfermos con proteinuria tubular es una fuente im
portante de antigenos HLA y B2m libre. Se ha sugerido una /
asociacién funcional entre HLA y B2m, aunque el papel de la /

ultima permanece desconocido.
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IITI-3. Sintesis y catabolismo ‘de la Beta-2-microglobulina.

La beta-2-microglobulina es sintetizada y secretada por
los linfocitos T y B, asi como por tejido-linfoide tumoral y-no
tumoral(77).Aunque en menor cantidad, la B2m es también sinte-
tizada y secretada por todas las células nucleadas circulan-/
tes asi como por células mesenquimaﬁosas y epiteliales, in--
cluidas las tumorales, en cuya superficie esta también presen
te. La produccién de B2m por las células neoplasicas en cul-
tivo, globalmente aumenta en relacién con las células norma-/

les, y es muy variable de un tumor a otro (78).

Estudios llevados a cabo en humanos utilizando beta-2-/

125 han demostrado que la propor-

microglobulina marcada con I
.cién de sintesis de B2m es aproximadamente de 120 ug/Kg/h /

(79).

La vida media de la B2m si bien no precisada, se calcu-
la que es corta, al igual que la de otras proteinas plasmati-
cas pequeflas (60). Algunos autores han cifrado la vida media
de esta proteina entre menos de 60 minutos (80) y 107 minutos
(81). La beta-2-microglobulina circula de forma libre y mono-
mérica por el plasma en un 95%, estando el 5% restante unido

a otras proteinas.

La sintesis de B2m puede demostrarse por incubacién de
linfocitos en un cultivo con leucina tritiada y precipitando
radiactivamente a partir del medio de cultivo por anticuerpos
directamente contra la B2m. A partir de las 96 horas, ocurre
una progresiva sintesis y secrecién dentro del medio de B2m /
(82). Como ya demostraron Bernier y Fanger (83), los linfoci
tos estimulados con fitohemaglutinina (PHA) marcada, aumentan
la cantidad de B2m sintetizada. Hiitheroth y cols. (84), estu
diaron la produccién de B2m y gammaglobulina en cultivos de /
tejidos linfoides. Usando técnicas de inmunodifusioén radial,
este grupo, demostrd que las proteinas eran secretadas inde-/
pendientemente. La produccién de B2m, fué bastante uniforme,
variando de 0,22 a 0,72 ugr/ml de B2m (sintetizada por 106 cé
lulas en 24 horas). La linea celular mas activa sintetizaba

21 moléculas de B2m por célula por segundo. Otros autores /
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(85,86), han estudiado una gran cantidad de cultivos celula-/
res de diversos origenes y demostraron que todos ellos produ-
cian B2m; sintetizando grandes cantidades de ésta, los teji-/
dos tumorales (carcinomas). Una sola excepcién ocurria en /
las lineas celulares de linfocitos derivados de pacientes con
linfoma de Hodgkin's, las cuales segregaban menos B2m que las
lineas celulares normales de origen hematopoyético. Las 27 /
lineas celulares segregaban de 38 a 550 pgr de B2m por §5 x /
105 células por 65 horas. Estos autores hallaron también 1i-
neas celulares que no producian B2m. La RPMI-8226 derivada

originalmente de la sangre de pacientes con mieloma y la 1i-/
nea Dandi, que procedia de tejidos tumorales de un paciente /
con linfoma de Burkit. Se demostré que todas las lineas lin-
foblasticas de alta produccidén portaban el virus de Empstein-

Barr o su genoma.

La produccién simultdnea de gammagloblulina y B2m fué /
también estudiada por Nilson, Evrin y Welsh (85). Ellos no /
hallaron correlacién entre la capacidad de segregar B2m e in-
munoglobulinas, corroborando los resultados de Hiitteroth y /
cols(84). Los resultados de ambos grupos sugiere que los ge-
nes responsables de la produccién de B2m e inmunoglobulinas /
estan bajo mecanismos reguladores distintos. La localizacidn
cromosémica de los genes de gammaglobulina es desconocida. Re
cientemente ha sido establecida la localizacidén de. la B2m, pa
rece estar en el cromosoma 15 (87). Poulik y Bloom (88), es-
tudiaron el sobrenadante de los cultivos de lineas celulares
linfoblasticas, y aislaron y caracterizaron la B2m vertida en
el sobrenadante. La B2m aislada tenia el mismo peso molecu-/
lar y las mismas propiedades electroforéticas e inmunoldégicas
que la B2m aislada a partir de la orina. La B2m obtenida por
digestién de células linfociticas de membrana por papaina, /
filtracién de gel y cromatografia de cambio-iénico demostré /
también ser idéntica que la B2m de la orina por métodos inmu-
nolégicos y por la determinacidén de la secuencia de los prime

ros 24 aminodcidos (89).

Algunos autores como Poulik y Matwani (90), y Peterson
y cols. (70), demostraron que la B2m estd presente en la mem-

brana de los linfocitos utilizando diferentes métodos. Ade-/
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mds Poulik (91) demostré que la B2m estaba presente también /
en otras células, plaquetas y en células procedentes de una /

gran variedad de tumores.

Fanger y Bernier (92), pensaron que el numero de molécu
las de B2m en las células de membrana (células B y células T)

podrian ser diferenciadas por inmunofluorescencia.

En un estudio sobre la sintesis de B2m (85) se demostré
que esta sustancia estaba presente y/o era secretada por célg
las de origen diferente y tales células contenian nicleo. En
las células sanguineas maduras humanas no se hallé esta sus-/
tancia utilizdndose para ello fluoresceina marcada con anti-/
suero anti-B2m. FEvrin y Pertoft (93) quisieron demostrar es-
to y para ello rompieron células sanguineas, plaquetas, poli-
'morfonucleares y linfocitos, con detergentes, urea, acidos, /
etc.., v determinaron mediante radioinmunoensayo el numero de
moléculas de B2m de las superficies de éstas células. Las /
plaquetas, células mononucleares y los polimorfonucleares con
tenian 0.22 x 105, 3,7 x 105 y 0,49 x 105 moléculas de B2m [/
por célula respectivamente. Los receptores de superficie de
las células pueden también calcularse por analisis de la pro-
teina A, con 1125 marcado, de los estafilococos, tal como lo
afirman Derval, Welsh y Wigzell (94). Cuando este método se
aplicé para estudiar los receptores de B2m, la informacidn -/
mias interesante que se obtuvo fué que la linea celular 61IM te-
nia la mayor proporcién de secrecién y la menor densidad de /
B2m en esta superficie. FEntre las lineas celulares estudia-/
das se hallaron grandes diferencias, y en consecuencia, los /
autores decidieron correlacionar la densidad de la superficie
de B2m con el area de la superficie celular. Tomando en con-
sideracién las inherentes dificultades de tales mediciones, /
el consenso final de los autores fué que la mayoria de las 1i
neas celulares manifiestan una densidad practicamente igual /
de B2m con la posible excepcién de las lineas celulares de cé
lulas linfoblasticas y linfoblastos estimulados con fitohema-
glutinina. Usando los métodos de fluorescencia cuantitativa.
Nilsson, Evrin y Welsh (85), fueron incapaces de confirmar /
los resultados de Fanger y Bernier (92), en particular que la

B2m en su mayoria esta presente en las células T que en las /
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células B desmintiendo la posibilidad de que la B2m podia ser
un marcador para las células T. A partir de estos estudios,
parecia que las moléculas de B2m que estaban en la superficie
de cada linfocito obtenido de sangre periféricé era de 3,7 a
7,4 x 105. Sin embargo este numero fué modificado por Ples-/
ner (95) el cual aisla la B2m libre y unida, y estimdé que las

5

moléculas de B2m eran alrededor de 5,2 x 10~ por linfocitos.
La pfesencia de B2m también se ha encontrado en el es-/
perma humano por Fellous, Colle y Tonelle (96) y en una gran
variedad de tejidos por autores como Governa y Biguzzi (97).
Estos autores, utilizando métodos de fluorescencia indirecta
y fijando secciones de tejido en acetona a 42 C. hallaron una
fuerte fluorescencia en ganglios linfiticos, bazo y agmidalas
palatinas. En tejidos de estémago, intestino delgado y apén-
dicé, mostraban una. reaccién positiva solo en el epitelio -/
columnar y en las gliandulas tubulares endometriales del utero.
Se obtuvieron resultados negativos con el rifion, vejiga urina
ria, gliandula prostatica, higado, pulmén, tiroides, misculo /
esquelético y miocardio. Estos autores admiten que estos re-
sultados negativos no excluyen necesariamente la presencia de
B2m en estos tejidos. No obstante, los resultados de Governa
y Biguzzi indican que las células derivadas del mesenquima em
brionario son especialmente ricas en B2m y probablemente en /

antigenos de histocompatibilidad.

Estd claro que para el linfocito la B2m es una proteina
de alguna importancia. El grupo de Poulik (98) entre otros,
'encontré que la BZm estaba intimamente asociada con el comple
jo HLA en la superficie de los linfocitos. Sus estudios suge
rian que la B2m era la porcién constante del complejo HLA y /
existian complejos para los antigenos HLA especificos en la /
superficie de los linfocitos. En otros estudios se sugiere /
que habia algunas moléculas de B2m en la superficie de los /
linfocitos, los cuales no estaban asociados con los antigenos
HLA. La unién de la B2m al antigeno HLA es no covalente y la
prueba fundamental de la independencia de estas dos proteinas

es que son productos de diferentes cromosomas.

Muchas pruebas se han acumulado indicando que los rifio-
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nes juegan un importante papel en el catabolismo de gran varie-
dad de proteinas plasmaticas. Las proteinas plasmaticas que /
aparecen en la orina son el resultédo de la combinacion de pro-
cesos de filtracién glomerular seguido de reabsorcién tubular.
Una pequefia proporcién de las proteinas plasmaticas de la orina
pueden ser derivadas a otros segmentos del tracto urogenital.
Ya que la ultrafiltracién es selectiva en el glomérulo: el fil-
trado glomerular en gran parte consiste en el paso de moléculas
de un bajo peso molecular menor de 70.000. Menos del 1% de la
fraccién de la albumina presentados en el glomérulo esta presen
te en el filtrado glomerular, mientras que las proteinas de ba-
jo peso molecular, tales como B2m, tienen una tasa de la frac-/
cién de filtracidén del 80 al 90% respecto a creatinina, que es
filtrada libremente a través del glomérulo. Asi, la mayor pro-
porcién de moléculas del filtrado glomerular consisten en pro-/
feinas de bajo peso molecular. Sin embargo, cuando se examina,
solo una insignificante proporcién de las proteinas de bajo pe-
so molecular aparece en la orina, indicando que la reabsorcidn
tubular de esas proteinas a partir de la filtracién glomerular
tiene lugar primariamente en el tubulo contorneado proximal y /
en una pequeila cantidad en el tubo contorneado distal. La ex-
crecidén de proteina por el tubulo parece ser no selectiva, ya /
que la reabsorcién es mas combleta para las proteinas de muy /
bajo peso molecular que para la albumina (99). La excrecién lu
minal de proteinas y la reabsorcidén parece ocurrir por un proce
so de endocitosis. Las vacuolas endociticas subsiguientemente
se funden con los lisosomas preexistentes induciendo a la rotu-
ra enzimatica y catabolismo de la reabsorcién de proteinas. No
hay evidencia para sugerir que la absorcion de proteinas incor-
poradas por los lisosomas podian ser transportadas transcelular
mente dentro del espacio peritubular. Sin embargo, algunas pro
teinas pueden difundir de una forma retrdgrada en un estado /
inalterado a través de la membrana basal tubular dentro del es-

pacio intracelular.

Es evidente que las proteinas urinarias se encuentran en
las enfermedades de los tibulos renales, esto seria absoluta-/
mente diferentes si aquellas se excretaran cuando los gloméru-

los estan daflados. FEl principal rasgo que las diferencia es [/
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el tamafio de las proteinas excretadas. Como se esperaba, la /
orina de pacientes con desérdenes tubularés contienen protei-/
nas de bajo peso molecular mientras que la orina de pacientes

con desérdenes glomerulares cantenian una fraccidén significante
de proteinas de alto peso molecular tales como la albimina. Es
tas observaciones sirvieron como base para el aislamiento ini-
cial de B2m a partir de la orina de pacientes con enfermedad /
de Wilson's, intoxicacién por cadmio, enfermedades asociadas /
con disfuncidén tubular y proteinuria tubular. Ademas, al prin
cipio, determinados estudios indicaban que por la medicién de

la excrecién de proteinas totales, albumina y B2m en la orina

de 24 horas de varias muestras, permitia distinguir la disfun-
cién glomerular de la tubular, estos pardmetros podrian demos-

trar la utilidad clinica.

El interés en el uso de la excrecién de B2m como un indi
cador del grado y naturaleza de la disfuncién renal alimenta-/
ran cuando los niveles de B2m en la circulacidén y en orina po-
dian ser bien determinados por RIA sin los engorrosos procedi-
mientos de concentracién de las muestras de suero y orina. Ade
mias, los métodos de RIA para la determinacién de B2m ahora son

comercialmente muy eficaces.

Basado en el conocimiento comin del manejo de las medi-/
ciones de BZm en sujetos sanos se midieron los niveles de esta
proteina en sﬁero y orina y se obtuvieron los siguientes resul
tados. FEn individuos normales, la B2m en suero, no mostrdé va-
riaciones significativas entre los sexos y tiende a aumentar /
lentamente con la edad. Para todos los individuos se hallé un
rango de 0,9 a 3,0 pgr/ml en suero y una media de 1.6 * 0,35 /
pegr/ml (X +8D), La media de la excrecidén urinaria t 1la des-/
viacién tipica (SD) es de 75%* 52 ugr en los hombres y 78 £ 59
ugr en mujeres, segun se desprende de los estudios realizados
por diversos autores (100,101). Los niveles de B2m en fluidos
seminales puede alcanzar los niveles de 200 a 400 pgr/ml. Cuan
do hay una reduccién en el funcionamiento glomerular la anorma
lidad caracteristica es un ascenso de los niveles de B2m en el
sﬁero, los cuales pueden elevarse segin la magnitud del fraca-
so renal cuando es extenso. Aunque estos cambios son parale-/

los a los niveles de creatinina en suero de BZm, parece ser un

indicador mas sensible de empeoramiento de la filtracidn glome
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rular (102). Sin embargo, no hay datos disponibles pertenecien
tes a la excrecidn urinaria en 24 horas de estas moléculas en
alteraciones glomerulares ni sobre una amplia clase de protei-
nas o sobre amplias variaciones en la filtracidén glomerular.
En la enfermedad tubular primaria, se esperaba que los niveles
en suero de B2m permanecian inalterables, mientras que las /
anormalidades primarias seria un aumento en la excrecién urina
ria de B2m. En una enfermedad con alteraciones anivel tubular
y glomerular, dependiendo de la extensién de la alteracién glo
merular, los niveles en suero y la excrecién de B2m deberia es
tar elevada. Ya que la tasa de filtracién glomerular parece /
ser el parametro mas significativo en el catabolismo de B2m, /
grandes reducciones en la tasa del filtrado glomerular puede /
enmascarar la disfuncidén concomitante del tubulo proximal, ya
que reduciria la presencia de B2m en el tubulo proximal. Para
evitar los problemas que resultan de la incompleta recoleccién
de orina, puede emplearse la relacién de B2m en comparacidn /
con la excrecién de creatinina para expresar los datos de la /
orina, ya que ésta es relativamente constante en los indivi-/
duos normales y no se afecta significativamente por los cam-/

bios en la tasa de la filtracidén glomerular.

Mientras estas observaciones son vélidés probablemente /
en muchas situaciones clinicas con anormalidades en la funcidn
renal, en muchas situaciones complejas clinicas que involucran
alteraciones en otros 6rganos 6 enfermedades asociadas que pue
dan empeorar la funcién renal, las anteriores conclusiones pue
de no ser validas. Por ejemplo, en gran variedad de enfermeda
des neoplisicas e inflamatorias y en traumatismos, la filtra-/
cidén glomerular medida por la creatinina en suero puede ser /
normal, ademds los niveles en suero de B2m estan elevados. En
estas situaciones la elevacién de B2m probablemente representa
un incremento del turnover de la membrana celular y consecuen-
temente; turnover HLA como resultado de la destruccién de teji

do y regeneracién celular.

Del incremento del turnover resultaria un aumento de la
fraccién de filtracidén de la B2m. El aumento resultante de la

B2m presenta una sobrecarga para el tubulo proximal que puede

reflejarse en un aumento de B2m en la excrecién de orina. Por
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ejemplo, tras un trauma quirurgico o accidental, el aumento de
excrecién de B2m puede parecerse a la observada cuando existe

disfuncién en el tubulo proximal por laintoxicacién por cadmio

(103).

Las mediciones en suero y orina de B2m para ver las fun-
ciones glomerular y tubular son esperanzadoras, la utilidad de
los datos del aclaramiento, excrecién de B2m en una gran varie
dad de situaciones clinicas y en otras enfermedades con enfer-
medad primaria renal son insuficientes para establecer firme-/
mente los valores y limitaciones de tales mediciones. Puede /
ser necesario medir la B2m en asociacidén con otros parametros
para obtener una mejor informacién. Por ejemplo, la medicidn
cuantitativa en la orina, de un constituyente citoplasmitico /
de un tubulo proximal tales como la ligandina en unién a la /
BZm puede servir como un indicador del grado de disfuncién y/o

necrosis tubular.

Podemos hacer un resumen después de haber mencionado to-
dos estos estudios sobre el catabolismo de la B2m diciendo: E1
paso de la B2m a la orina depende de un fracaso en la reabsor-
cién o de un aumento de su concentracidn sérica por encima de
la capacidad de reabsorcidon ya que se trata de un proceso satu

rable.

En ausencia de insuficiencia renal ia dosificacién de /
la B2m en la orina es en la actualidad el método mas sensible
para poner en evidencia una perturbacién del tdbulo proximal y
es particularmente interesante para la deteccidn precoz de las
intoxicaciones por metales, de la nefropatia endémica de los /
Balcanes y de la nefrotoxicidad medicamentosa, entre otros pro
cesos (60,104). El aumento de la B2m puede observarse en au—/
sencia detectable por los métodos corrientes, su interpreta-/
cién debe, sin embargo, tener en cuenta que toda elevacidén sé-
rica por insuficiencia renal se acompafia de un aumento en la /
excrecién urinaria y por lo tanto la concentracién urinaria de
la B2m no debe ser utilizada para el diagnostico de desérdenes
tubulares en pacientes con un filtrado glomerular descendido.
Se ha comprobado también que tras traumatismos quiriurgicos, /

quemaduras extensas y con la infusidén masiva de aminodcidos se
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excretan elevadas cantidades de esta proteina en orina (105).

Después del transplante renal los niveles séricos de la
B2m, previamente elevados, descienden rapidamente hacia la /
normalidad, mientras que grandes cantidades de la misma se ex
cretan por la orina. Incluso si la diuresis no reaparece -/
tras el transplante, los niveles séricos disminuyen significa
tivamente, lo cual se considera como un indice favorable de /
viabilidad del injerto. Aunque no de forma obligatoria, las
crisis agudas de rechazo van a menudo precedidas de un aumen-
to considerable y transitorio de la excrecién de la B2m por /
la orina. FEste signo figura entre los mads precoces y su bus-
queda parece mds interesante que la dosificacidén sérica de la
B2m cuyas variaciones reflejan especialmente las de filtrado

glomerular.

Recientemente se ha sefialado la posible utilidad de la
dosificacién de la B2m en la orina para diferenciar las infec

ciones urinarias altas de las bajas (106).

Se ignoran los precesos fisiolégicos que regulan la pro
duccién y liberacién de la B2m en el medio extracelular, tam-
poco se conocen sus alteraciones patoldgicas, pero sobre la /
base de su amplia distribucién y conducta biolégica no es sor
prendente que sus niveles séricos estén aumentados en el cur-
so de procesos con elevado recambio celular como ocurre con /
diversas neoplasias, enfermedades inflamatorias y procesos au

toinmunes.

IIT-4. Interacciones de la B2m en el organismo.

Aunque las funciones especificas de la B2m permanecen /
inciertas, se ha sugerido que la B2m puede jugar un importan-
te papel en algunas circunstancias en el organismo humano por
su participacién p.e. en el sistema inmune, asociacion con /
los receptores de membrana, actividad quimiotdctica de los /

linfocitos, en procesos tumorales....



. Asociacién de B2m con antigenos de histocompatibili-

dad.

El hallazgo de que la B2m esta presente en la super-
ficie de todas las células nucleadas, dié lugar a una nueva /
linea de investigacidén en particular si la B2m estaba unida a
otros componentes de membrana. Casi simultaneamente, tres la
boratorios (74,98,107), demostraron que la B2m y los antige-/
nos de histocompatibilidad estdn quimicamente unidos. La pri
mera indicacién de la asociacién entre B2m y HLA fué hecha /
por Nakamuro, Tanigaki y Pressman (107). Estos autores aisla
ron un fragmento de peso molecular de 11.000 daltons a partir
de un medio de cultivo de una linea celular de linfocitos hu-
manos (RPHI-1780) y hallaron que la composicién de aminodci-/
dos de este fragmento era practicamente igual que la de B2m.
La purificacidén de este fragmento se hizo con un antisuero /
que detectaba la actividad comin HLA sobre una porcién 6 frag
mento comin HLA. FEstos ultimos fragmentos obtuvieron HLA an-
tigenos a partir de derivados de papaina por disociacién y /
filtracién gel. Este fragmento tenia un tamafio molecular di-
ferente a la B2m y fué detectada con un antisuero especifico
HLA. Ademas, el antisuero que detecté la actividad comin HLA
identificaba la B2m unida a la molécula HLA. Independiente-/
mente, Peterson, Rask y Lindblom (74) demostraron que los an-
tigenos HLA derivados del bazo por digestidén de papaina conte
nian B2m. Los complejos HLA-B2m se aislaron por cromatogra-/
fia de cambio idénico con carboximetil celulosa y filtracién /
de gel. Los dos mayores picos aparecieron después de la fil-
tracion de gel, uno de 40.000 a 50.000 daltons y el otro de /
12.000 daltons. Peterson demostr6é que la pieza de 12.000 dal
tons era B2m unida con el antigeno HLA. Los complejos inmu-/
nes preparados con antisuero especifico HLA por precipitacién
indirecta y después sometidos a electroforesis con sodio duo-
decil sulfato policrilamida dié como resultado la identifica-
cién de 2 picos protéicos uno de 33.000 daltons y otro de /
12.000 daltons. Fué facil demostrar que la proteina de.12.000
daltons era la B2m, la conclusién principal es que la molécu-
la de HLA esti compuesta por dos cadenas polipeptidicas, la /

cadena mis pesada (33.000 daltons) es el soporte de los deter
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minantes de HLA y una cadena ligera (12.000 daltons) que era

la B2m. Estas dos cadenas estan unidas éor enlaces monovalen
te. Ademas Peterson, Rask y Lindblom (74) sustituyeron el de
rivado B2m del HLA por la B2m de orina reconstituyendo una mo

lécula totalmente activa.

Grey cols. (98), también realizaron investigaciones
sobre esto. Estos aislaron linfocitos y los marcaron con /
I125 en presencia de lacto-peroxidasas y los rompieron con de
tergentes no idnicos. Un suero especifico anti B2m se afiadid
al lisado y los precipitantes que se obtuvieron fueron reduci
dos y alquilados sujetos a una electroforesis con gel policri
lamida en duodecil sulfato sédico. El1 gel fué traiado en sec
ciones y se media la radiactividad en cada seccién de gel. Se
detectaron dos picoé uno de 45.000 daltons y otro de 12.000 /
daltons. Como los antisueros usados eran especificos para la
B2m la proteina de peso molecular mas alto fué atribuida a la
cadena HLA y la mas ligera a la B2m. FEstos trabajos origina-
les posteriormente fueron elaborados de forma mids especifica,
marcando lineas celulares linfociticas con manosa H

cido-C

y aminoa

3
Las células usadas fueron del tipo HLA, 2,7, 12 y

tratad;i entonces con papaina. Las moléculas HLA fueron ais-
ladas por filtracidén con gel y posterior precipitacién direc-
ta de éstos antigenos con antisueros especificos B2m y anti-/
suero anti-HLA se obtuvieron complejos inmunes que podian ser
descompuestos, en dos componentes por electroforesis en gel de
poliacrilamida duodecil sulfato sédico. Los pesos molecula-/
res de estos dos compoenentes fueron respectivamente 34.000 y
11.000. Las discrepancias entre los pesos moleculares de las
moléculas HLA derivadas de papaina y detergentes fueron final
mente explicadas. Durante la digestidn con papaina, una por-
cién hidrofébica asi como una porcién de la molécula HLA se /
extiende hacia el interior de la célula, permaneciendo unido

a la membrana celular, disminuyendo el peso molecular del com
plejo HLA-B2m (108). Las moléculas HLA aisladas por el deter
gente son completamente excindidas a partir de la bicapa lipi
dica de la membrana, consecuentemente, el complejo HLA-B2m en

tero tiene un peso molecular de 57.000 daltons.

La demostracién de la estructura polipeptidica de anti-
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geno HLA a nivel inmunoquimico no prueba suficientemente que
la misma organizacidn molecular también existia en membranas
celulares intactas. Por consiguiente, los experimentos se /
hicieron, usando anticuerpos apropiados para demostrar la ac
acién del complejo HLA-B2m en la membrana celular. Hoy, la

membrana celular se considera como un mar de lipidos en los

que los componentes protéicos de membrana estan suspendidos.
Los diferentes componentes pueden ser trasladados de una lo-
calizacién a otro por ciertos ligantes. Los anticuerpos es-
pecificos son los mis cominmente usado para tales propésitos.
También existen en el estado natural de la membrana celular;
enlances quimicos nocovalentes entre las cadenas polipétidi-
cas HLA y B2m, el antisuero contra HLA y B2m (usado indepen-
dientemente moveria el complejo molecular completo; Este fe
némeno se llamé de "Co-cubierta'" y fué descrito’pqr Taylor

y cols. (109) para inmunoglobulinas de la superficie de lin-
focitos y por Bernoco y cols. (110) para el HLA, asi como mu
chos otros investigadores. Usando sueros especificos anti /
HLA y anti-B2m, Poulik y cols. (111), demostraron que el /
HLA y la B2m hacia de co-cubierta, y de este modo, el com-/
plejo HLA-B2m existia en las membranas intactas de los linfo
citos. Estos experimentos fueron ampliamente corroborados /

usando una técnica similar por varios autores (112,113). /

membranas de los linfocitos; no obstante, no se demostrd si
el exceso de B2m representa B2m libre o B2m unida a otros /
componentes de membrana. Cuando se disponga de antisueros /

especificos en el futuro, esta pregunta, podra responderse.

. Asociacién de B2m con otras proteinas de membrana &6

receptores.

En un principio se detecté la asociacién de B2m con
otras proteinas de membrana o receptores por métodos indirec-
tos como por ejemplo: por bloqueo con anticuerpos anti BZm.
Bach y cols. (114) demostraron un descenso de la reaccién en
cultivos mixtos de linfocitos (MLC) cuando afiadian antisuero

anti-B2m a la mezcla de células halogénicas. Otros autores

inhibieron la reaccién de leucocitos (MLR) con fragmentos Fab
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de anticuerpos anti-B2m. En eéte.experimento, las células /
que respondian eran inhibidas mientras qﬁe las ‘células estimu
ladas no lo fueron. Ademds, se estudié el efecto de los antii
cuerpos anti B2m en células mediadoras de citotoxicidad. Las
células T efectoras generadas en la reaccién de linfolisis /
(CML) no hizo perder la capacidad para reconocer y destruir /
las células dianas antologas por la sensibilizacién celular.
Los resultados no fueron definidos tan bien como ellos podian
hacerlos por la interferencia de los anticuerpos dependientes
de las células mediadoras de citotoxicidad. Sin embargo es-
tos experimentos sugieren que los receptores necesarios para
funcionar en MLC, MLR y CML pueden también estar intimamente
unidos con la B2m 6 la B2m puede estar presente en estrecha /

proximidad a estos receptores (115).

Bach y cols. (114) bloquearon la estimulacidn de fi-
tohemaglutinina con una cierta concentracién de anticuerpos /
anti B2m; no obstante a concentraciones mas bajas de tales an
ticuerpos, se demostré que tenian un efecto estimulatorio. Es
te fenémeno fué explorado y elaborado en detalle por algunos
autores (116,117). La importancia de estos experimentos se /
basa en el descubrimiento de que los anticuerpos anti B2m son
mitogénicos para células B de origen humano y muridos. Otra
importante funcidén de los anticuerpos anti B2m fué reciente-/
mente demostrada por Conway y Poulik (118). FEn los experimen
tos originales, la B2m demostrd efecto quimiotactico pero los
anticuerpos éspecificos fueron mucho mis eficaces en la pro-/
duccién de quimiotaxis que la B2m sola. Estos autores han de
mostrado que unas 500 moléculas de anticuerpos anti B2m aisla
dos por columna de afinidad B2m son suficientes para inducir
quimiotaxis. Ademis algunas estructuras de la membrana aso-/
ciadas con B2m pueden ser responsables del efecto mitogénico
a quimiotactico. Sin embargo, persiste la interrogante de si
la B2m con la que los anticuerpos reacciona es la B2m unida a
HLA.

Desde que se descubrid que el antigeno timico de la
leucemia (TL) estaba asociado con la B2m de los miridos por /
Anundiy cols. (119) y Vitetta y cols. (120), muchos investiga

dores han querido saber si otros antigenos tumorales podian /
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también estar asociados con la B2m. Asi, se ha demostrado /
que los antigenos del cincer de mama podian aislarse por co-/
lumnas de afinidad anti B2m. La respuesta inmune asociada a

antigenos (Ia) no estdn unidas quimicamente a B2m, igualmente,
el antigeno de embriones de ratones T/t (F9) no esta asociado

con la B2m (115).

Siguiendo esta linea de investigacién Yamashida y /
cols. (121), sugirieron que la B2m juega un importante papel
como receptor de la superficie celular y demostré que los an-
ticuerpos dirigidos contra la B2m influiria en la respuesta /
de la célula a la mitogénesis asi como a cambios mitogénicos

de ellas mismas.

Diferentes células del sistema inmune (granulocitos,
monocitos ybalgunos linfocitos) tienen receptores para la por
cién Fc de las inmunoglobulinas. Un mecanismo reconocido pa-
ra la destruccidn celular tumoral, son los anticuerpos media-
dores de citotoxicidad, proceso que involucra la Fc de los re
ceptores y anticuerpos directos contra un antigeno especifico
de un tumor celular. Se han adscritos otras funciones a los
receptores Fc. En subpoblaciones de linfocitos T humanos, /
los receptores para la porcién Fc de IgG, se ha demostrado /
que estan asociados con células supresoras y receptoras, para
la porcién Fc de IgM, parece estar asociada con células auxi-

liadoras.

La homologia entre B2m y el fragmento Fc de las inmu
noglobulinas G, sugiere que ambas proteinas pueden participar
de funciones similares, y asi, al igual que el dominio CH3, /
la B2m fijada a los hematies de carnero facilita la formacidn

de rosetas con macré6fago de cobaya.

Podemos resumir diciendo que la B2m parece controlar
la expresién de diversos antigenos de la superficie celular y
verosimilmente su sintesis, al igual que las cadenas ligeras
de las inmunoglobulinas controlan la biosintesis y expresién

de las cadenas pesadas.
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La B2m, como ya mencionamos anteriormente, es sinte-
tizada por diferentes tipos celulares, aunque los linfocitos
T y B son su mayor fuente de produccién. Por lo tanto, 1la ac
tivacién de estos linfocitos como ocurre en los procesos pro-
liferativos y en enfermedades de tipo autoinmune, libera B2m

y aumenta sus niveles séricos.

. Asociacidén de la B2m con enfermedades tumorales.

Aunque las elevaciones de B2m en suero se ha hallado
en una gran variedad de enfermedades benignas, inflamatorias,
y degenerativas, las mayores elevaciones de esta proteina se
encuentran en enfermedades malignas y en particular en aque-/
llas de naturaleza linfoproliferativé. Se han observado au—/
mentos significativos en mieloma miltiple y leucemia monociti
ca. Una excepcién a esto, fué en la enfermedad de Hodgkin, /
en la cual se detectaron siempre valores normales, lo que su-
giere una baja proporcién del turnover celular o de las pro-/
teinas de las membranas de linfocitos en esta enfermedad /

(115).

De la revisién de varios estudios efectuados entre /
pacientés portadores de neoplasias hematoldgicas o no, puede
deducirse provisionalmente que cerca del 45% de las mismas /
presentan valores séricos elevados de B2m en presencia de fun
cién renal normal. Es entre los portadores de mielomas donde
se registran los valores mas elevados. Entre los portadores
de tumores sélidos se observdé que los niveles séricos eleva-
dos de esta proteina solian acompaiarse de manifestaciones lo
cales o diseminadas pronunciadas de la enfermedad, mientras /
que los valores séricos normales, en general se registraban /
entre los portadores de neoplasias pequefias, descubiertas pre
cozmente y sin metastasis 6 bien entre los afectos de tumores
intracerebraiés. Estudios recientes apuntan la posibildiad /
de utilizar la B2m como marcador tumoral, bien sea de forma /

aislada 6 en combinacién con otros marcadores tumorales (65).

El aumento de esta microproteina en las enfermedades
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.

neoplasicas podemos explicarlo por el hecho de que como sabe-
mos en las neoplasias tiene lugar una mayor produccién de las
células y una mayor tasa de destruccién de las mismas; y como
la B2m es un componente de las membranas celulares y ser pro-
ducida y liberadas por las células, es obvio pensar que en es-

tas enfermedades esta sustancia estara aumentada.

En numerosos estudios realizados en animales se ha /
indicado que existe relacién entre antigenos tumorales y anti-
genos de histocompatibilidad. Se ha postulado que los antige-
nos tumorales representan una modificacién de antigenos de his
tocompatibilidad. Esta relacidon se ha estudiado en una gran
variedad de tumores humanos usando técnicas de afinidad croma-
togriafica. Gold y Shuster's emplearon columnas que contenian
B2m antihumano de caballo. Esta técnica se emple6 para aislar
selectivamente las moléculas de HLA y los antigenos tumorales,
las cuales podrian contener una subunidad B2m (122). Estas /
moléculas fueron entonces estudiadas por su capacidad para in-
hibir la adherencia de células mononucleares especificamente /
sensibilizadas en pacientes con cdncer en el anilisis de la /
inhibicién de la adherencia en los leucocitos (LAI). Estos
estudios realizados en pacientes portadores de diferentes ti-
pos de neoplasias habian demostrado, previamente, ser un util
marcador in vitro de la inmunidad antitumoral (123). Las mo
léculas aisladas de las membranas de células tumorales poseen
actividad antigeno tumoral en los analisis de LAI y contribu-
yen a la co-purificacién de las moléculas HLA preparadas por
el procedimiento de afinidad cromatografica. Ademas, las mo-
léculas de tumores de un mismo tipo histoldgico, parece, que
contienen un antigeno tumoral comiin. La separacidén de peque-
flas cantidades de un antigeno tumoral funcionalmente activo a
partir de moléculas de HLA preparadas por este procedimiento
y su posterior caracterizacidén quimica se ha requerido para /
establecer la relacidén de antigenos tumorales y las moléculas
HLA. Ultimamente, la purificacidén y caracterizacién de es-
tos antigenos tumorales y la posterior produccién en antisue-
ros de antigenos antitumorales se requerira para establecer /
la utilidad potencial de RIA de estos marcadores en el diagnés

tico de tumores.



90

. Otras propiedades.

La B2m tiene propiedades citofilicas para los linfo-
citos de ratdn,cobaya, rata y también para los humanos, pero

solo si han sido tratados previamente con fitohemaglutinina.

También se ha visto actividad quimiotactica para los
leucocitos. Recientemente se ha descrito una linfoquina con

peso y carga similar a la B2m.

Ademas la B2m interfiere con la polimerizacién de fi

brina ejerciendo por ello accién anticoagulante



Iv. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA




92

Habitualmente el término marcadores tumorales se refiere a /
sustancias localizadas en sangre o en otros fluidos corporales, /
producidos por los pacientes con cancer, aunque de forma mas am-/
plia podriamos incluir también los antigenos de superficie celu-/
lar o las proteinas intracelulares. Clasicamente un marcador se
sintetiza en el tumor y se libera a la circulacidn, pero también
puede ser producido por tejidos normales en respuesta a su inva-/
si6n por células cancerosas. Hay una gran variedad de sustancias
que pueden ser llamadas asi y entre ellas sobresalen las enzimas,

hormonas, antigenos y proteinas.

Las caracteristicas que debe cumplir cualquier marcador tumo

ral ideal son las siguientes:

1. Debe ser producido por la célula tumoral y rdpida-/

mente detectable en algun liquido corporal.

2. No debe existir en el sano ni en los portadores de

enfermedades no neoplasicas.



3. Deberia presentarse frecuentemente en suficiente [/
cantidad y lo antes posible, para que sea util en /

el diagnéstico precoz del cancer.

4. El nivel del marcador tumoral se relacionara direc-
tamente con la masa o volumen tumoral y ademds sera

detectable cuando exista enfermedad subclinica.

5. El nivel debe correlacionarse con los resultados de

la terapia antineoplasica.

Actualmente no existe ninguna sustancia conocida como marca-
dor tumoral qué cumpla todos los requisitos previamente enuncia-/
dos; a pesar de esto, denominamos asi a una serie de sustancias /
relacionadas directamente con el tumor en su produccién nivel y /

evolucién.

En el presente trabajo, se estudia al dcido sialico unido a
los lipidos del suero (LSA) y la B-2-microglobulina (B2m) y pre-/

tendemos comprobar los siguientes puntos:

1. Ver si el 4acido sidlico, unido a los lipidos del /
plasma y/o suero y la Beta-2-microglobulina cumple
estas premisas, o si la conjuncién de las mismas la

cumplen.

2. Si al menos, las dos 6 la conjuncién de las dos, se

aproxima a lo que debe ser un buen marcador tumoral.

3. Si no cumpliéndolas, al menos, pudieran ser conside

rados marcadores tumorales por:

a) Estar aumentados de forma precoz en los enfer-/

mos portadores de neoplasias.

b) Aparecen de forma precoz, en aquellos enfermos,
a los que se les extirpa una neoformacién, si-/
guiéndolas de tal forma, que podamos predecir,
la recidiva de forma precoz, antes incluso que

otras costosas técnicas.



94

c) Que nos sirviera de screening para buscar posi
bles pacientes con neoplasias, que deberian ser

estudiados, mds profundamente después.

Partiendo de la premisa, de que en la actualidad, no existe
ningin marcador tumoral ideal, y arrastrando las imperfecciones,
que estos marcadores presentan, queremos estudiar, si al menos /

A
podrian mejorar, incluso superar, en coste y fi&edignidad, a /

otros existentes en la actualidad.

Gracias a las numerosas investigaciones sobre marcadores tu-
morales se ha evidenciado la importancia de éstos en el diagnés-
tico y el seguimiento del enfermo neoplasico, que junto con las
nuevas técnicas de diagnéstico en el cdncer se han podido reali-
zar tratamientos mis eficaces y con ello cumplir varios objeti-/
vos: Curar la enfermedad, prolongar la vida 'y mejorar su cali-/

dad.

Impulsados por este deseo y con la esperanza de que nuestras
investigaciones en este terreno pudieran ser de utilidad en el /
futuro, se cred nuestro grupo de trabajo en el departamento de /
Medicina Interna bajo la direccién del Prof. Garrido Peralta, /
donde no se ha escatimado ningin recurso para que este trabajo /
pudiera llevarse a cabo, al igual que ha sucedido con otros de-/
partamentos de este Hospital que han estado relacionado con este

trabajo.

Al realizar este trabajo nos hemos encontrado con algunos /
problemas, por lo que se refiere a los enfermos, ya que no se ha
podido realizar, desgraciadamente, un seguimiento adecuado en /
cuanto a las determinaciones de estos marcadores tumorales ya /
que en algunas ocasiones, se han negado a seguir tratamiento por
diversas causas, han descuidado sus controles habituales en otros
casos y en otros pacientes no se ha podido llevar a cabo debido

a la alta mortalidad de esta enfermedad.

Hemos de aclarar que no nos hemos centrado en ningun tipo de

neoplasias en particular, sino que hemos abarcado un amplio gru-
. p . .

po de neoplasias, una vez que habian sido confirmadas anatomopa-

tolégicamente. Con ella hemos querido comprobar si hay diferen-
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cias significativas entre los diferentes tumores con respecto a

estos marcadores.

Ademas en cada grupo de neoplasias y con respecto al estadio
en que se encontraban hemos intentado igualmente observar si /

existian diferencias entre un estadio u otro.

Con la esperanza de que nuestro estudio, sobre estos dos mar
cadores tumorales puedan aportarnos algunos datos mas para deter
minar si pueden ser o no un marcador tumoral de utilidad clinica

a continuacién expondremos los resultados de nuestro trabajo.



v. MATERIAL Y METODOS
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Para desarrollar la hipétesis de trabajo anteriormente ex-/
puesta y que desde hace afios perseguiamos hemos seleccionado un
grupo control de 159 individuos, a los que se les ha realizado
las determinaciones de B2m y LSA con el fin de obtener los valo

res normales.

De los 159 individuos, 125 son hombres y 34 mujeres, a solo
100 de ellos, 48 mujeres y 52 hombres, se les determindé la B2m
ya que los altos costos de este Ultimo parametro nos llevé a [/
pensar que un grupo con 100 sujetos controles era mas que sufi-

ciente.

Los criterios para la seleccidon del grupo control fueron las
siguientes: Anamnesis, exploracién fisica, radiografias de té6-
rax, electrocardiograma y analisis de sangre y orina, los cuales

comprenden los sjguientes parametros:

a) Sangre: fdérmula y recuento de ambas series, velo-
cidad de sedimentacién. Hemoglobina. Hematocrito, tamafio del /
Hematie. Proteinas totales, Glucemia, Colesterol, bilirrubina

total, 4cido drico, fosfatasas alcalinas, transaminasas, lacto-
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dehidrogenasa, calcio idénico, albimina, creatinina y nitrégeno

uréico.

b) Orina: Densidad, albiimina, glucosa, urobilina y /

sedimento.

La mayoria de los individuos que forman este grupo control,
esta constituido por personal hospitalario y personal ajeno a /
este medio .que se sometieron de forma voluntaria a la realiza-/
cién de estas pruebas y en las que previamente se estudiaron /

los parametros de seleccidén ya mencionados.

El grupo problema esta constituido por 134 individuos afec
tos de enfermedad cancerosa, elegidos al azar. El diagnéstico
de estos individuos se realiza por historia clinica, datos com-

plementarios y anatomia patoldgica.

Las diferentes neoplasias que constituyen este grupo son:
11 linfomas, 6 mielomas, 51 carcinomas de pulmén, 9 carcinoma
gastrico, 8 leucemias, O carcinomas de ovario, 16 linfomas de /
Hodgkin, 6 carcinomas de recto, 7 carcinomas de colon, 12 mela-
nomas, 9 carcinomas de mama, 6 hepatocarcinomas, 6 carcionomas

de pancreas.

La edad de este grupo de enfermos va desde los 12 a los 82

anos.

METODOS.

V-I. Método para la determinacion del acido sialico unido a

lipidos del plasma y/o suero (LSA).

Para la determinacién del LSA hemos seguido el método /
desarrollado por Katopodis y STock el cual esti basado en los /

siguientes puntos:

A todos los pacientes se le extrajeron 10 ml. de sangre
que se dejé coagular para la posterior separacidén del suero.

Las muestras que no fueron procesadas de inmediato, se congela-
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ron a -702 C pues se ha demostrado que a dicha temperatura no /

existe variacion alguna de los niveles de LSA, mientras que a /

temperatura ambiente en el plazo de 24 horas los niveles de LSA

descienden un 25%.

Los pasos a seguir en este método son:

1.

En tubos de ensayos de 13 x 100 mm. provistos de ta
pén se afladen 150 pl de agua bidestilada y 44,7 ul
de suero. Agitar en vortex durante 5 segundos e in

troducir los tubos en un bafio de hielo.

Afiadir a los tubos 3 ml. de cloroformo-metanol 2: 1
enfriado previamente a 4-52 C y agitar la mezcla en

vortex durante 30 segundos.

A esta mezcla, afiadir 0'5 ml. de agua bidestilada /
enfriada asimismo a 4-52 C y agitar los tubos por /

inversidn.

Centrifugar a 2.500 r.p.m. a temperatura ambiente /

durante 5 minutos y transferir 1 ml. de sobrenadan-

te a otros tubos idénticos _a los ya mencionados.

Afiadir 50 pl. de una solucidén de Aacido fosfotungstico
(1g/ml), agitar y dejar en reposo durante 5 minutos

a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 5 minutos a 2.500 r.p.m. y reti
rar el sobrenadante por succidén, dejando los tubos

en posicién invertida sobre un papel de filtro.

Afiadir 1 ml. de agua bidestilada y agitar en vor-/
tex hasta que la suspensién quede sin particulas /

gruesas (aprox. 1 minuto).

Afiadir 1 ml. de reactivo de resorcinol, tapar .los /
tubos, agitarlos e introducirlos en un bafio de agua

hirviendo durante 15 minutos exactamente.
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9. Inmediatamente, transferir los tubos a un bafio de /

hielo y agua y dejarlos durante 10 minutos.

10. Afiadir 2 ml. de una mezcla de acetato de n-butilo y
n-butanol (85:15) v:v, agitar y centrifugar durante

5 minutos a 2.500 r.pm.

11. Leer la absorbancia del liquido sobrenadante a 580
nm. frente a un blanco de acetato de n-butilo-n-bu-

tanol.

La cantidad de LSA se determina por comparacién con la
curva standar realizada con NANA y con el uso de la siguiente /

férmula:

x. 100.000
y. 44,7.1000

LSA (mgr/100 ml) =

siendo: x

il

ugr NANA leidos de la curva standar
y = 1 ml de sobrenadante/volumen total (en

nuestro caso 1,00/1,30).

La curva standar debe ser controlada diariamente o al /
menos en 2 puntos, para la posible deteccién de contaminacién /

de los reactivos.

Para la obtencién de la curva standar (Figura 10) toma-
mos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 ygr de NANA y lo procesamos

a partir del punto numero 5 de la técnica antes comentada.

Con el fin de comprobar la desviacién del método, toma-
mos una muestra con concentraciones normales de LSA y otra con
concentraciones elevadas y la realizamos 10 veces en dias dis-/

tintos obteniéndose los resultados que figuran en la Tabla VIIT.

" Los distintos productos quimicos utilizados, cloroformo,
metanol, Aacido fosfotungstico,n—butanol y acetato de n-butilo /

fueron de calidad analitica; el agua utilizada era bidestilada
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N° DETERMINACIONES LSA (mgr %) LSA (mgr %)

1 15.0 45.1

2 14.0 43.8

3 14.6 46.2

A 14.3 45.5

5 ' 15.0 45.9

) 14.2 | 44.73

7 14.1 41.6

8 14.8 46.6

9 14.7 42.4

10 14.4 45.2

14,51 £ 0,34 44,66 * 1,56

TABLA VITI. VALORES DE LSA OBTENIDOS EN 2 SUEROS A CONCENTRA-

CIONES NORMALES Y PATOLOGICAS EN 10 DIAS DISTIN-
TOS.



y el dcido n-acetil-neuraminico (NANA) usada para la curva stan

far tenian una pureza del 95% segin la firma Sigma.

El reactivo de resorcinol, fué preparado de acuerdo con
Svennerholm (124) de la siguiente forma: en un matraz aforado
de 100 ml. se afiaden 10 ml. de solucidén stock de resorcinol /
0,25 ml. de sulfato de cobre 0,1 M., 9,75 ml. de agua bidesti-
lada y acido clorhidrico hasta envasar los 100 ml. La solucidn
stock de resorcinol contiene un 2% de resorcinol en agua. Am-/
bas soluciones stock y de trabajo fueron conservadas en frigori

fico en frascos de color ambar para protegerlos de la luz.

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado ob-

teniendo como valido el valor medio.
Estas determinaciones se realizaron en la Catedra de /

Bioquimica del H.U.S. (Prof. Goberna) en le laboratorio de Lipi

dos (Dr. Fabiani).

V-II. Método para la determinacidén de la Beta-2-microglobuli-

na.
Se empled un método de radioinmunoandlisis de doble an-

ticuerpo (PHARMACTIA B,-micro-RIA), que tiene el siguiente funda

2
mento:

La Beta-2Z-microglobulina en la muestra compite con una

25

cantidad fija de Beta-2-microglobulina marcada con I1 por los

sitios de enlace en los anticuerpos especificos.

Las fracciones enlazadas y libres de la Beta-2-micro-/
globulina se separan mediante la adicién de una suspensién inmu
no absorbente de doble anticuerpo seguida por centrifugacidén y
decantacidén. A continuacidén se mide la radioactividad del pre-
cipitado. Esta radiocactividad es inversamente proporcional a /

la cantidad de Beta-2-microglobulina én la muestra.

1. Reactivos.

Cada estuche de Pharmacia Beta-2-micro-RIA contie-
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ne reactivos para 100 tubos, suficientes para 43 muestras y una
curva standard por duplicado. Para series mas amplias se deben
usar reactivos provenientes de estuches con nimeros idénticos /
de lote. Antes de ser usados deben mezclarse bien pero suave-

mente para evitar la formacidén de espuma.

La fecha de vencimiento del estuche viene indicada.

La temperatura de almacenamiento recomendada es de 2-8¢2 C.

2. Recogida y manejo de muestras.

. Suero: La sangre se toma por puncidén venosa, se
deja coagular y se separa el suero mediante cen-
trifugacién. Almacenamiento de las muestras: [/
una semana a 2-82 C y por lo menos un afio a -209

C.

3. Preparacion de las muestras.

Normalmente no hay necesidad de diluir las mues-/
tras; sin embargo, las muestras que contienen > 16 mgr/l (tanto
en orina como en suero) se pueden diluir, por ejemplo 1/5 (1+4)
con Pharmacia Diluent, o analizar utilizando un volumen de mues

tra mas pequefio, por ejemplo 10 yl.

4. Preparacion de los reactivos.

Los patrones utilizados para realizar la curva de
calibracién, corresponden a concentraciones de 0,4, 0,8, 1,6, /
4,8 y 16 mgr/l respectivamente; vienen liofilizados y su recons
titucidén se realiza afiadiendo a cada uno de ellos 0,5 ml. de [/
agua bidestilada.

25

La B2 microglobulina marcada con I1

tividad aproximada de 1,7 uCi, y el anticuerpo procedente de an

tiene una ac

tisuero de oveja son reconstituidos con 5.5. ml. de agua bides-

tilada respectivamente.

Asimismo, se suministra una suspensién de decanta-



105

cién para preparar la mezcla de reaccién; quedando lista al aifia
dir a 220 ml. de la misma, 5.5. ml. de antisuero. FEsta mezcla
asi preparada tiene una caducidad de 6 semanas si es conservada

a temperaturas entre 2 y 82 C.

5. Método de realizacidn.

Todas las determinaciones, tanto blanco, como pa-
trones para la curva como los sueros a analizar se hacen por du

plicado siguiendo los siguientes pasos:

Se rotulan los tubos con el numero 0, dos con las
distintas concentraciones utilizadas para la curva dos con la /
letra L (control bajo), dos con la letra H (control alto) y dos
para cada suero a analizar. A los tubos patrones se le afiaden
50 u1 de cada uno de ellés y a cada paeja de tubos de pacientes

50 yl1 de su suero respectivos.

A todos los tubos 0 patrones controles y sueros, /

se le afladen 50 1 de B, microglobulina marcada con 1125 y 2000

2
pl de mezcla preparada como se dijo anteriormente.

Se agitan los tubos con un vortex y se incuban du-

rante 1 hora a temperatura ambiente.

Se centrifugan durante 10 minutos a 3000 r.p.m. x
g. y se decantan los tubos de inmediato con un solo movimiento
y se dejan invertidos medio minuto sobre papel absorbente. A /
fin de obtener resultados 4ptimos, pasar la gradilla (todavia /
invertida) a papel absorbente seco y golpear los tubos suavemen
te unas cuantas veces contra el papel para eliminar cualquier /
gpta residual. (El precipitado es tan compacto que no hay ries
go de que se desprenda, ni siquiera cuando los tubos son golpea

dos vehementemente).
Posteriormente se determina la radioactividad.

6. Calculo de los resultados.

a) Se expresan los conteos (B) de cada uno de los
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patrones y desconocidos como un porcentaje de los conteos pro-

medios de "Patrén 0" (Bo). % de actividad enlazada:

B (de patrén o desconocido) x 100

Bo

b) Se marcan los valores porcentuales obtenidos /
de los patrones contra la concentracién en unpapel de logaritmo

Yy se traza una curva standard.

c) Se lee la concentracién de las muestras desco-
nocidas en la curva standard. Si éstas han sido prediluidas al
1/5 o si se emplea un volumen de muestra de 10 pl se multiplica
el resultado por 5. Si se usa un volumen de muestra dé 200 ul'

se divide el resultado por 4.

7. Caracteristicas del método.

Valores normales:

La buena practica exige que cada laboratorio [/

establezca su propio rango de valoers normales.

La concentracidén superior normal de la Beta-2 /

microglobulina, definida como el 950. valor percentil es de:

2.4 mgr/1l en suero (edad ¢ 60 afios)

3.0 mgr/1l en suero (edad > 60 afios)

Limite de detecciédn:

El limite de deteccién es de ¢ 0,2 mgr/1l (con -

un volumen de muestra de 50 pul).

Recuperaciédn:

. Suero: La recuperacién después de la adi-/
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cién de B,-microglobulina es de 97-102%.

Rango de medicidn.

Muestras no diluidas, 0,4-16 mgr/1. Es posible
extender el rango mediante dilucién o diferentes volimenes de /

muestra.

Reactividad cruzada;

La IgG humana no da reactividad cruzada medible.

Calibracién:

Los patrones de Beta-2-microglobulina del estu-

che han sido calibrados contra Beta-2-microglobulina pura.



VI. RESULTADOS
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Estudiamos un total de 415 individuos, de los cuales 259 /
corresponden a un grupo control, formado por personas sin ninguan
tipo de patologia y el resto 156 son pacientes afectos de dis-/
tintos tipos de enfermedades neoplasicas agrupédos de la siguien

te forma:

Enfermedad de Hodgkin 16 pacientes
Carcinoma de pulmén 51 pacientes
Linfomas 11 pacientes
Melanomas 12 pacientes
Leucemias 8 pacientes
Carcinoma de recto pacientes
Carcinoma de colon pacientes
Carcinoma de ovario pacientes
Carcinoma gastrico pacientes

Carcinoma de mama pacientes

Carcinoma de pancreas pacientes

Hepatocarcinoma pacientes

(@) e e NN cEN BN« e

Mielomas pacientes
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A todos los pacientes se le determiné el acido sialico uni

do a los lipidos (LSA) y la Beta-2 microglobulina.

Las edades correspondientes a los grupos controles y a las
distintas patologias separadas por sexo figuran en las Tablas /

IX, X y XI.

El grupo control para la Beta-2 microglobulina, esta forma
do por 100 individuos con una edad media de 38.48 afios. El va-
lor promedio para dicho parametro es de 1.74 pg/ml, con una des
viacidon estandar de 0.62. En la Tabla XII figuran dichos valo-
res y en la Tabla XIII los correspondientes cuando dicho grupo
se fracciona en décadas. No existen diferencias significativas
entre los valores correspondientes de la 8-2m, cuando se hace /
la distincidén entre sexos. Por décadas, tampoco existen difen-
cias significativas cuando se comparan con el valor promedio, /
solo aparece una diferencia en el limite (n < 0.05), cuando se

compara el grupo de 18 a 30 afios con el grupo de 50 a 60.

El grupo control para el 4cido sialico (Tabla XIV) estd /
formado por un total de 159 individuos carentes asi mismo de /
cualquier tipo de patologia, con una edad media de 37.33 aifios.
El valor promedio de LSA es de 13.61 mg% con una desviacidn es-
tandar de 2.94, no existiendo diferencias estadisticamente sig-
nificativas ni cuando se separa la poblacién en funcidén del se-

xo, ni en funcién de la edad (Tabla XV).

En la Tabla XVI, figuran conjuntamente los valores de LSA
y 82m en el grupo problema que estd formado por 156 individuos.
El valor promedio para el LSA es de 20.31 * 11.85 mg% y el de /
la 82m es 3.77 * 1.92 pg/ml existiendo diferencia estadistica-/
mente significativa con respecto al grupo control con una /

p < 0.001 (Tabla XVII) (Figura 11).

A partir de aqui seleccionamos el grupo problema segun los
distintos tipos de patologia y comenzamos por la enfermedad de
Hodgkin.

Dentro de esta patologia, hemos formado un grupo de 16 in-
dividuos, 13 varones y 3 hembras; los valores para LSA y 82m /

con respecto a la edad y sexo, aparecen en la Tabla XVIII, mien



tras que en la Tabla XIX, figuran los valores promedios de am-/
bos parametros asi como los de la edad; al efectuarse el corres
pondiente estudio estadistico, se encuentra diferencias estadis
ticamente significativa con respecto albgrupo control en ambos

parametros con una p < 0.001 (Figura 12).

En la Tabla XX figura el grupo del cancer de pulmén forma-
do por 51 individuos, 49 varones y dos hembras; los valores pro
medios de LSA, 82m y la edad figuran en la Tabla XXI. Al compa
rarse estos resultados con los del grupo control, las diferen-/
cias fueron estadisticamente significativas con una p < 0.001 /

(Figura 13).

En la Tabla XXII aparecen los valores del grupo de pacien-
tes afectos de linfoma. Este grupo formado por 11 individuos,
arrojé cifras de 32.10 *11.54 mg% para el LSA y de 6.26 +2.91 /
para la 82m; los promedios por sexo figuran en la Tabla XXIII y

la significacion estadistica fué menor de 0.001 (Figura 14).

La Tabla XXIV recoge los resultados de los melanomas. Di-
cho grupo lo constituyen 12 individuos que promediaron unos va-
lores de 20.76 + 4.50 mg% para el LSA y 1.92 * 0.68 para la B82m
(Tabla XXV). E1l valor de LSA se encuentra en el limite de 1la /
significacidn estadistica (p < 0.05)3 mientras que en la B82m ca

rece de ella (Figura 15).

Los valores obtenidos para el grupo de leucemias formados
por 8 individuos, figuran en la Tabla XXVI, correspondiendo /
31.08 * 12.54 mg% para el LSA y 5.23 * 2.61 para la B2m (Tabla
XXVII). Fueron ambos estadisticamente significativos (p< 0.001)

cuando se compararon (Figura 16).

En los limites de la significacidén estadistica (p < 0.05)
se encuentran los valores de LSA de los pacientes con cancer de
recto, cuando se comparan con el grupo control (Figura 17). Los
valores de LSA y B82m obtenidos para dicho grupo estd formado [/
por 6 individuos fueron de 22.95 *+ 7.70 mg% y 2.75 + 1.12 ug/ml
respectivamente (Tablas XXVIII y XXIX). La B2m no presenta sig

nificacion estadistica.

En la Tabla XXX aparecen los valores para el grupo de pa-/
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cientes con cancer de colon. El grupo esta formado por 7 indi-
viduos y los valores medios de LSA y 82m fueron de 24.66 * 8,00
mg% y 3.03 * 1.12 mg% respectivamente (Tabla XXXI). Hubo tam-/
bién significacién estadistica cuando se compararon los resulta
dos de LSA con los del grupo control pero no la hubo para la /

B2m (Figura 18).

En la Tabla XXXII figuran los resultados de los carcino-/
mas de ovario con una cifra de 26.33 * 6.84 para el LSA y de /
4.17 * 1.43 para la B2m (Tabla XXXIII). La significacidén esta-
distica en este grupo fué de p< 0.01 (Figura 19).

Los 9 individuos afectos de carcinoma gastrico presenta—/
ron unas cifras de 29.04 * 4.35 mg% para el LSA y 3.47 = 1.07 /
ug/ml para la 82m (Tablas XXXIV y XXXV). La significacién esta

distica arrojé una p < 0.05 (Figura 20).

En la Tabla XXXVI aparecen los resultados de los 6 mielo-
mas estudiados. Los valores de LSA fueron de 22.75 % 8.76 mg%
y los de 82m de 3.48 £ 0.66 ug/ml (Tabla XXXVII). La significa

cién estadistica fué inferior a 0.05 (Figura 21).

En los 6 pacientes con carcinoma de pdncreas (Tabla -/
XXXVIII), se obtuvieron unos valores de 30.23 + 9.60 mg% para /
el LSA y de 4.32 + 1.20 ug/ml para la B2m (Tabla XXXIX). Las /
diferencias con el grupo control fueron estadisticamente signi-

ficativas con una p <0.01 (Figura 22).

Fn los hepatocarcinoma, obtenemos una significacidon esta-
distica con una p <0.01 para la 82m y de p< 0.001 para el LSA /
(Figura 23), y los valores correspondientes de LSA y B2m de los
6 individuos estudiados fueron de 41.56 % 10.97 mg% y 4.75+ 0.84
ug/ml respectivamente (Tablas XL y XLI).

Por tGltimo, en la Tabla XLII aparece los valores corres-/
pondientes a los 9 carcinomas de mamas incluidos en este estu-/
dio. Los valores de LSA fueron de 36.38 * 19.43 mg% y los de /
g2m de 5.45 * 2.79 ug/ml (Tabla XLIII). La Significacién‘esta—

distica fué positiva con una p< 0.001 (Figura 24).

Las Figuras 25 y 20 resumen los valores de LSA y g2m en /
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el grupo control y en los distintos grupos que hemos realizado

con las distintas neoplasias estudiadas. Con lo que respecta a
la determinacidén de LSA, todos los grupos estudiados poseen di-
ferencias estadisticamente significativas cuando se las compa-/

ran con el grupo control.

Por su alta significacidén, cabe destacar como mds llamati
vos a los grupos de la enfermedad de Hodgkin, cancer de pulmén,
linfomas, leuceminas, hepatocarcinomas y ovario; aunque en rea-
lidad todos poseen una alta significacién estadistica, los mela
nomas canceres de recto, colon y gastrico y los mielomas se en-
cuentran en el limite de la significacién con una p< 0.05. Po-
siblemente si la poblacidén estudiada hubiera sido mas amplia la
significacién habria sido mayor, pero también es cierto qué gru
pos con el mismo nimero de individuos han dado una significa-/
cidén muy positiva, por ejemplo, el hepatocarcinoma y el cancer

de mama.

Esto podria significar que dicha determinacidén es mas util
en un tipo de cancer que en otro, pero también habria que tener
en cuenta que en los valores pudiera influir el estadio en que
se encuentre la enfermedad. Estos hechos junto con la explica-

cidén pertinente seran analizados mas adelante.

Por lo que respecta a la B82m podemos observar en la Figu-
ra 25 que todos' los grupos que hemos formado a excepcidén de los
melanomas y los -canceres de recto y colon tienen diferencias es
tadisticamente significativas cuando se las comparan con el gru
po control. También aqui los linfomas, las leucemias y el can-
cer de mama presentan las mayores diferencias, aunque de un mo-
do general podemos decir que la significacidén en conjunto de 1la

B2m es inferior siempre a la del LSA.



Poblacidn total

Grupo
Grupo

Grupo

Grupo
Grupo

Grupo

” |
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d s n

44.04 14.88 415

control Am 38.48 12.34 100

control Bm (V) 37.17 11.82 52

control #m (H) 239.89 12.44 48

control LSA 37.33 10.723 159

control LSA (V) 38.42 10.89 111

control LSA (H) 34.79 9.90 48
IX. VALORES MEDIOS DE LA EDAD EN LA POBLACION TOTAL Y

TABLA

EN LOS GRUPOS CONTROLES.



Hodgkin
Hodgkin (V)
Hodgkin (H)

Ca., pulmén
Ca. pulmén (V)
Ca. pulmén (H)

Linfomas
Linfomas (V)
Linfomas (H)

Melanomas
Melanomas (V)

Melanomas (H)

Leucemias
Leucemias (V)

Leucemias (H)

Ca. recto
Ca. recto (V)
Ca. recto (H)

>l

d s n
35.38 14.25 16
37.69 14.68 13
25.33 6.66 3
57.55 0,68 51
58.08 8.72 49
44.50 26.16 2
51.55 14.79 11
46.71 13.59 7
60.00 14.47 4
58.92 13.24 12
56.70 13.46 10
70.00 1.41 2
48.38 26.52 8
73.33 13.43 3
33.40 19.83 5
61.00 9.21 6
62.33 12.74 3
59.67 6.66 3

TABLA X.
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VALORES MEDIOS DE LA EDAD EN DISTINTAS PATOLOGIAS.



X d s n
Ca. de Colon 60.57 7.14 7
Ca. de Colon (V) 60.67 11.50 3
Ca. de Colon (H) 60.50 3.69 4
Ca. de Ovario 57.44 14.60 0
Ca. Gastrico 58.78 11.66
'~ Ca. Gastrico (V) 60.00 12.22
Ca. Gastrico (H) 54.50 12.02
Mielomas 61.83 7.99
Mielomas (V) 58.50 7.77 4
Mielomas (H) 63.50 2.12 2
Ca. de Péincreas 62.33 10.29 6
Ca. de Pancreas (V) 64.67 14.47 2
Ca. de Pancreas (H) 60.00 6.25 3
Ca. de Higado (V) 47.83 16.30 6
Ca. de Mama 51.33 8.50 9
TABLA XT.
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VALORES MEDIOS DE LA EDAD EN DISTINTAS PATOLOGIAS
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HEMBRAS | VARONES

Edad 82m (pg/ml) " Edad B2m (ug/ml)
47 1.6 61 1.1
47 1.5 27 1.4
41 2.2 27 1.6
48 1.3 25 1.7
50 1.5 63 2.2
35 1.7 57 4.0
54 1.0 45 1.8
22 1.2 56 2.1
52 2.2 33 2.0
54 1.2 24 1.2
18 3.0 24 1.8
50 1.4 24 1.2
52 1.7 28 1.2
30 0.9 28 0.9
28 1.2 24 1.8
31 1.5 23 2.0
23 1.3 27 1.6
30 1.3 30 2.0
20 1.3 29 1.2
25 1.2 40 2.4
26 1.1 22 3.2
60 2.7 40 1.7
32 2.0 28 3.4
29 1.6 51 2.0
58 2.8 35 1.4
46 2.2 30 1.8
62 3.0 60 3.2
46 2.0 45 1.6
50 1.0 33 2.4
35 0.9 42 1.6

TABLA XII. VALORES DE LA 82m EN EL GRUPO CONTROL.
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HEMBRAS : . VARONES

FEdad g2m ( pg/ml) Edad 82m ( pg/ml)
52 2.2 50 2.6
40 2.6 50 2.6
21 1.2 28 1.8
56 1.3 42 2.0
20 0.8 29 1.8
44 1.4 38 1.5
41 2.9 29 1.8
52 1.2 34 1.7
45 1.8 47 1.6
49 - 2.0 59 1.8
30 1.4 37 1.7
49 2.0 49 1.3
44 1.0 55 1.5
37 1.4 3 0.6
42 2.2 3 2.8
18 ' 1.4 29 2.9
45 ) 1.4 .21 1.4
29 1.0 30 1.0
28 2.2
29 1.5
26 1.8
41 1.4

TABLA XTIT. VALORES DE 82m EN GRUPO 1 CONTROL (CONTINUACION)



Edad

% 30
30-40
40-50
50-60

> 60

TODOS

TABLA XIII.

82m (X)

VALORES MEDIOS DE 82m EN
CLASIFICADOS POR DECADAS Y SEXO.

0.61

0.48

0.48

0.83

0.63

0.63

0.58

119

16

26

16

100

52

48

INDIVIDUOS NORMALES



< VARONES
Edad LSA (mg%)
44 11.35
30 11.63
27 22.39
60 14.54
33 11.35
33 12.51
44 11.05
35 17.16
33 13.38
47 13.38
61 9.31
28 15.42
33 10.47
43 12.80
34 15.42
38 14.54
56 14.83
37 17.16
32 14.25
40 19.19
49 16.87
27 13.38
26 17.16
48 11.35
48 15.42
42 9.60
29 14.25
41 11.35
63 16.29
48 11.66
TABLA XIV. VALORES DEL LSA EN

120

GRUPO CONTROL.

Edad LSA (mg%)
38 18.91
46 14.54
48 12.80
53 9.89
22 13.38
43 8.44
59 13.38
42 10.47
64 14.54
55 11.05
25 8.14
29 17.45
53 17.45
63 16.87
54 16.57
23 13.38
22 15.12
290 12.21
41 9.89
36 10.47
48 11.35



VARONES
Edad LSA (mg%)
28 16.29
35 12.80
44 17.16
38 17.16
44 20.36
43 - 15.42
35 12.80
28 22.98
26 17.16
58 12.22
40 9.60
39 16.29
30 10.47
25 17.74
31 11.93
40 12.51
46 16.29
32 13.67
25 13.37
4 14.25
29 11.92
39 9.74
52 11.93
33 11.63
42 15.42
27 14.54
31 15.71
40 15.12
39 12.22
48 9.31
TABLA XIV.
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Edad LSA (mg%)
37 18.03
25 14.25
23 11.93
26 11.35
40 9.89
61 16.58
21 13.09
32 21.52
25 18.18
24 18.03
23 15.12
45 11.63
28 14.25
35 19.77
31 12.51
31 16.29
22 11.63

" 43 16.58
37 10.47
40 8.43
50 10.18
49 12.51
23 11.34
37 15.12
40 8.43
37 12.51
38 132.08
34 17.45
38 11.63
56 9.31

VALORES DEL LSA EN GRUPO CONTROL. (CONTINUACION)



HEMBRAS
Edad LSA (mg%)
23 12.80
30 15.12
324 11.35
29 18.32
18 10.76
19 15.12
47 14.54
50 10.18
23 15.42
44 15.12
34 14.83
34 11.35
28 15.12
24 9.59
35 12.51
33 15.42
35 9.59
22 10.47
50 10.47
56 14.83
33 12.51
42 12.80
25 11.66
60 17.45
33 10.47
25 11.93
30 18.04
35 14.25
TABLA XIV. VALORES DEL LSA
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GRUPO CONTROL.

Edad LSA (mg%)
24 11.35
33 13.96
48 9.85
29 13.08
54 15.12
30 13.38
30 12.51
35 15.12
36 11.63
39 14.54
43 11.05
31 13.10
44 10.05
23 11.63
41 15.12
51 11.05
34 17.45
27 14.25

(CONTINUACION)



Edad

30-40
 40-50

50-60

TODOS

TABLA XV.

»1

14.18

13.

12

13.

14.

13.

13.

67

.75

28

72

.61

84

90

3.03

48
56
35

L5

159

111

48

VALORES MEDIOS DE LSA EN INDIVIDUOS NORMALES

CLASIFICADOS POR DECADAS Y SEXO.
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LSA (mg%) : B2m (ng/ml)
20.08 9.6
42.17 8.4
17.20 2.9
27.40 4.8
28.30 4.2
21.80 5.2
32.40 7.1
22.63 4.7
23.15 5.2
17.40 3.2
34.20 6.7
32.65 6.7
74.06 5.6
35.00 4.3
55.96 4.6
55.90 7.1
48.62 4.2
58.73 6.0
38.24 5.0
25.30 5.0
33.40 5.3
18.90 5.2
36.35 4.2
33.40 3.0
24.72 3.7
21.80 4.2
49.44 2.7
24.70 3.8
25.88 4.2
44.20 4.8

TABLA XVI,. VALORES DE LSA Y 82m EN EL GRUPO PROBLEMA.



LSA (mg%)

29.
72.
28.
36.
29.

21

55
23

26

36

43.
29.
47.
.20

.87

35

11

22

TABLA XVT.

08
10
62
20
77

.30
.40
.27
29.

03

.17

.35
17.
20.
41.
29.

64
06

59
08

60
08
10

.50
.90
.50
35.
.40

77

.90
14.
26.

30
17

.45
60.

50

82m (pg/ml)

(8]
.

[ NI S e
o S

[l B RN VS ) [CCREER© o RN NSRS ] - L D O N
L] L[] . . L] '. . . . . . . .
WL OO = . o

NN L 00 W
e s e e e

[N "N |

w &~ = 0o

O

NoREE SRR

~ 00 N =~

125

VALORES DE LSA Y 82m EN EL GRUPO PROBLEMA.
(CONTINUACION)



126

LSA (mg%) g2m (ug/ml)
23.65 6.9
33.70 3.8
15.50 2.2
16.20 2.6
33.20 3.0
13.20 1.3
26.75 4.1
21.37 1.2
19.20 1.4
17.74 1.9
16.87 2.1
18.32 2.3
20.07 2.4
27.16 5.0
20.95 2.5
32.57 2.1
34.32 5.0
33.95 2.8
19.50 3.4
22.50 2.3
24.72 2.7
39.85 2.4

5.02 2.8
33.44 2.1
22.10 3.5
20.06 1.9
20.65 1.7
17.45 1.5
22.40 3.1
16.58 2.0
TABLA XVI, VALORES DE LSA Y 82m EN EL GRUPO PROBLEMA.

(CONTINUACION)
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LSA (mg%) " 82m (ug/ml)
22.690 1.4
17.45 2.0
23.27 2.7
21.81 1.3
22.98 5.3
32.58 3.6
18.901 5.2
16.58 1.7
13.67 2.5
37.85 5.5
35.64 5.3
60.31 9.7
14.56 3.2
39.57 5.4
30.48 4.7
35.68 5.8
28.54 4.6
20.236 5.6
25.35 3.2
20. 50 2.1
28.32 4.9
24.45 4.1
31.40 5.3
21.26 3.1
31.44 4.0
29.57 3.0
25.55 2.1
27.61 3.1
25.80 4.1
30.57 3.6

TABLA XVI, VALORES DE LSA Y g2m EN EL GRUPO PROBLEMA.
(CONTINUACION)
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LSA (mg%) 82m (ug/ml)
42.51 5.4
12.27 2.9
43.39 5.2
11.63 3.2
11.60 2.9
30.35 5.6
30.50 2.8
47 .89 3.0
37.30 4.8
26.70 2.6
26.17 3.4
30.71 3;2
22.11 2.6
20.35 3.2
39.44 7.8
32.61 2.0
23.20 2.0
43.62 2.7
20.94 2.5
15.99 1.7
24.43 10.1
12.50 2.2
21.20 1.9
20.20 3.2
33.96 2.1
29.30 3.2
46.53 4.2
18.32 2.0
19.10 2.6
28.10 3.7

TABLA XVI. VALORES DE LSA Y 82m EN EL GRUPO PROBLEMA.
(CONTINUACION)



LSA (mg%)

14.

31

40.

20.

42.

46.3

TABLA XVI.

51

-47

52

63

61

.88

VALORES DE LSA Y B82m EN
(CONTINUACION).
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g2m (pg/ml)

EL GRUPO PROBLEMA.



LSA (mg%)

82m (ng/ml)

TABLA XVIT.

Control

Problema

Control

Problema

% |

29.31

1.74

W

.77

11.85

0.62

1.92

159

156

100

156

0.001

VALORES MEDIOS DE LSA Y B2m EN EL GRUPO PROBLEMA.
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SEXO

10

11
12
13
14
15

16

EDAD

53
21
22

22

52
33
24
15
50

LSA R2m
74.06 5.6
55.96 4.6
48.62 4.2
49.44 2.7
47.89 3.0
29,08 2.3
44.20 - 3.2
32.50 3.5
35.77 2.8
35.40 2.4
26.17 ’ 1.4
22.45 1.6

©23.65 . 6.9
33.20 3.0
22.50 2.3
20.006 2.0

TABLA XVITT.

SEXO0,

EDAD, LSA Y 82m EN LA

ENFERMEDAD DE HODGKIN.
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x d s n Edad (x) d s
LSA Todos 37.56 14.82 16 35.38 14.25
LSA \% 35.28 15.60 13 37.69 14.68
LSA° H 47.42 2.82 3 25.33 | 6.66
g2m Todos 3.22 1.47 16
B2m ' 3.18 1.61 3
R2m H 3.37 0.76 3

TABLA XIX. VALORES PROMEDIOS DE LSA, B82m Y EDAD EN LA ENFERME-
DAD DE HODGKIN.
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Sexo Edad LSA (mg%) g2m (ug/ml)
1 \% 54 27.40 4.8
2 \' 60 22.63 4.7
3 \ 65 23.15 5.2
4 \ 65 17.40 3.2
5 \ 64 34.20 6.7
6 \Y% 62 55.90 7.1
7 ' 65 38.24 5.0
8 \Y% 61 33.40 5.3
9 \ 43 18.90 5.2
10 s 61 33.40 3.0
11 \ 61 24.72 3.7
12 \ 61 24.70 3.8
13 H 63 25.88 4.2
14 \ 41 44.20 4.8
15 A 60 12.27 2.9
16 ' 62 43.39 5.2
17 A 49 11.63 3.2
18 \ 57 37.30 4.8
19 A 76 26.70 2.6
20 \ 53 39.44 7.8
21 H 26 32.61 2.0
22 \' 60 23.20 2.6
23 \ 61 34.62 2.7
24 \ 39 20.904 2.5
25 A 35 12.50 2.2
26 ' 59 21.20 1.9
27 \ 50 20.20 3.2
28 ' 71 29.30 3.2
29 v 53 46.53 4.2
30 ' 63 18.32 2.0

TABLA XX. FDAD, SEXO, LSA Y 82m EN EL CANCER DE PULMON.
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Sexo Edad LSA (mg%) 82m ( ug/ml)

31 % 77 19.10 2.6
32 v 47 28.10 3.7
33 v 43 290.08 2.7
34 v 60 29.77 2.4
35 % 51 21.30 2.8
36 A 66 23.27 2.4
37 Y 61 36.35 2.8
38 - v 63 20.06 2.1
39 \% 56 43.60 3.2
40 v 62 47.10 2.9
41 v 54 15.87 1.9
42 Y 58 53.50 3.2
43 \% 56 11.90 1.7
44 v 49 14.30 2.0
45 % 53 15.50 2.1
46 ' 59 24.72 2.6
47 v 68 25.02 2.8
48 A% 59 33.44 2.1
49 % 67 32.40 3.1
50 % 62 23.27 2.7
51 \% 64 22.98 5.3
TABLA XX. EDAD, SEXO, LSA Y 82m EN EL CANCER DE PULMON.

(C,QNTINUACION) .



X d s n Edad (x) d s
LSA Todos 27.84 10.97 51 57.55 9.68
LSA \ 27.78 11.17 49 58.08 8.72
LSA  . H - 29.25% 4.76 2 | 44.50 26.16
82m Todos 3.47 1.42
B2m ' 3.48 1.43
B2m H 3.10 1.55

TABLA XXI. VALORES PROMEDIOS DE LSA, B2m Y EDAD EN EL CANCER DE
PULMON.
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Sexo Edad LSA (mg%) 82m (ug/ml
1 % 23 20.08 9.6
2 v 35 42.17 - 8.4
3 \% 54 28.30 4.2
4 \% 46 28.62 4.2
5 H 65 55.40 10.1
6 H 43 26.17 1.9
7 H 55 41.59 8.8
8 \% 56 34.90 8.4
9 \ 63 -34.32 5.6
10 H 77 18.91 5.2
11 v 49 13.67 2.5

TABLA XXIT. SEX0O, EDAD, LSA Y B82m EN LOS LINFOMAS,.



LSA Todos
Lsa v
LSA H
B2m Todos
B2m Vv
B2m H

TABLA XXITTI.

ol

32.10

©30.15

VALORES MEDIOS DE LA EDAD,

11.54

16.28

(98]

.70

11

140

Edad (x) d's
51.55 - 14.79
46.71 13.60
60.00 14.47

LSA Y 82m EN LOS LINFOM/
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Sexo
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11 \
12 H

TABLA XXIV.

EDAD,

Edad

40
60
56
65
64

64
59
28
69
56

75
71

SEXO,

LSA (mg%)

21

18

33

17

22.

17

LSA Y 82m EN LOS MELANOMAS.

- 37
19.
17.

S 16.

20
74
87

.32

.45
22.
20.

45

10
65

69

-45
21.

81
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B2m

B2m

R2m

Todos

Todos

TABLA XXV,

1

20.76

20.98

19.63

4.

50

.08

.68

.69

.14

12

10

VALORES PROMEDIOS DE LSA,

Edad (E)‘ d s
58.92 13.24
56.70 » 13.00
70.00 1.41

B2m Y EDAD EN LOS MELANOMAS
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Sexo
1 H
2 H
3 \%
4 \%
5 H
6 H
7 H
8 \'

TABLA XXVI.

EDAD,

Edad

46
61
83
79
27

12
21

58

SEXO,

LSA (mg%)

32.
58.
22.
24.
29.

17.
35.
28.

LSA Y 82m EN LAS LEUCEMIAS.

74
68

54

145

82m (ug/ml)

10.1
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x d s n Edad (x) | d s
LSA Todos 31.08 12.54 8 48.38 26.52
LSA  V 35.03 3.26 3 73.33 13.43
LSA H 34.72 15.03 5 33.40 19.82
B2m Todos 5.2%3 2.61
g2m Vv 5.77 3.89
Bam W 4.90 2.01

TABLA XXVIT. VALORES MEDIOS DE LSA, 82m Y EDAD EN LAS LEUCEMIAS.




pP<0001

SYIN3ON3T

H*1O041NQOD

o

i

SVIWN3ON31

- TO4LNOD

LSA

(mg°/ o)

30

20

|
o

Bzm

LSA

16

FIGURA



148

Sexo ‘Edad LSA (mg%) 82m (ug/ml)
1 \ 54 15.99 1.7
2 % 77 29.08 3.4
3 H 64 13.20 1.3
4 v 56 26.75 4.1
5 H 63 20.07 2.4
6 H 52 32.58 3.6

TABLA XXVIIT. EDAD, SEXO, LSA Y B2m EN EL CARCINOMA DE RECTO.




LSA _Todos
LSA \Y%
LSA H
B2m Todos
B2m \Y
B82m H
TABLA XXIX.

» 1

2.75

VALORES MEDIOS DE LA EDAD,

7.70

6.98

9.82

MA DE RECTO.
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Edad (x) d s
61.00 9.21
62.33 12.74
59.67 6.65

LSA Y 82m EN EL CARCINO-
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Sexo
1 H
2 H
2 \Y%
4 H
5 \%
6 H
7 \Y%
TABLA XXX.

EDAD,

Edad

59

63

49

64

61

56

72

SEXO,

LSA (mg%)

30.

19.

16.

20.

25.

20.

50

50

.85

58

35

50

151

B2m (ug/ﬁl)

(8]
e

LSA Y B82m EN EL CARCINOMA DE COLON.
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X d s n Edad (x) d s

LSA . Todos 24.66 8.00 7 60.57 7.14
LSA v 26.90 11.21 ki 60.67 11.50
LSA H 22.98 6.20 4 60.50 3.70
B82m Todos 3.03 1.28

82m v 3.37 1.94

B2m H 2.78 0.76

TABLA XXXI. VALORES MEDIOS DE LA EDAD, LSA Y 82m EN EL CARCINOMA

DE COLON.
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Sexo
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TABLA XXXTIT.

EDAD,

Edad

67
46
60
27
79

62
59
53
64

SEXO0,

LSA Y

LSA (mg%)

32.
11.
26.
.96

33

27.

28.

24

31.
21.

65
60
17

16

32

<45

40
26
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x d s n Edad (x) - d s
LSA 26.33 6.84 9 57.44 14.60
B2m 4.17 1.43
TABLA XXXIIT. VALORES MEDIOS DE LA EDAD, LSA Y B82m EN EL CANCER

DE OVARIO.
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Sexo

S T " SO R

H
\
v
H
\
6 \%
7 \
8 \Y
9 \

TABLA XXXIV.

Edad LSA
63 21.
52 36.
63 30.
46 32.
67 31
59 29.
37 25.
72 27
70 25.

EDAD, SEXO,

LSA Y B82m EN

EL CANCER GASTRICO.

(mg%)

80
35
71
57

.44

57
55

.61

80
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g 2m (ug/ml
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LSA Todos
LSA. V

LSA H

B2m Todos
B2m \%

B2m H
TABLA XXXV.

%1

29.04
29.57
27.19

VALORES MEDIOS DE LA EDAD,

GASTRICO.

4.36
3.76
7.62

0.74

2.19
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Edad (x) d s
58.78 11.70
60.00 12.22
54.50 12.02

LSA Y 82m EN EL CANCER
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Sexo Edad LSA (mg%) g2m (ug/ml
1 H 67 17.20 2.0
2 A% 68 21.80 4.2
3 \% 59 36.20 4.2
4 \" 58 16.20 2.6
5 Vv 49 30.57 3.6
6 H 70 14.51 3.4

TABLA XXXVI.  EDAD, SEXO, LSA Y B2m EN MIELOMAS.




B2m

B2m

B2m

TABLA XXXVIT.

Todos

Todos

"

22.75
26.19
15.86

3.65

3.15

VALORES MEDIOS DE LSA Y g2m EN LOS MIELOMAS.

.77
.91

.90

.66
.76

Edad (%)

61.83
58.50
68.50
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7.99
7.76
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Sexo Edad LSA (mg%) 82m ( ug/ml)
1 A% 72 25.30 5.1
2 H 53 42 .51 5.4
3 Vv | 74 20.95 2.5
4 \% 48 31.47 4.3
5 H 65 40.52 5.3
) H 62 20.63 3.3

TABLA XXXVIITI. EDAD, SEXO, LSA Y B82m EN EL CARCINOMA DE PANCREAS.
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x d s n Edad (x) d s
LSA Todos 20.23 9.60 6 62.33 10.29
LSA v 25.91 5.20 3 64.67 14.49
LSA H 34.55 12.00 3 60.00 6.25
82m Todos 4.32 1.19
B82m Y 3.97 1.33
B2m H 4.67 1.18
"TABLA XXXIX. VALORES MEDIOS DE LA EDAD, LSA Y 82m EN EL CARCINOMA

DE PANCREAS.
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Sexo Edad LSA (mg%) g2m (pg/ml)
1 . \ 47 30.35 - 5.6
2 \% 17 60.50 ' ' 4.3
3 V' 53 33.70 3.8
4 N 55 42.61 5.6
5 \ 65 46.32 5.3
6 v 50 35.88 3.9

L4

TABLA XL. EDAD, SEXO, LSA Y B82m EN HEPATOCARCINOMAS.
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"
o
n
s

Edad (%) d s

LSA V 41.56 10.97 6 47.83 16.30

B2m V 4.75 0.85

TABLA XLI. VALORES MEDIOS DE EDAD, LSA Y B2m EN EL HEPATOCARCINOMA
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Sexo
1 H
2 H
3 H
4 H
5 H
) H
7 H
8 H
9 H

TABLA XLII.

FEdad

64
55
49
42
57

20.

72.
16.

37.

60.
14.
30.
30.

(mg%)

35
10
58
85

.64

56
57
48

169

82m ( yg/ml)

10.

[F8]
.

.2

EDAD, SEX0O, LSA Y 82m EN EL CARCINOMA DE MAMA.
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* |
o
n
=

Fdad (x) d s

LSA H 36.38 19.43 9 51.33 8.50

B2m H 5.46 2.79

TABLA XLTII. VALORES MEDIOS DE LA EDAD, LSA Y 82m EN EL CARCINOMA
DE MAMA.
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Cuando se aplica el test de rango miltiple mediante el pro-
cedimiento de Student—Newman—Keulé con el fin de comprobar no ya
solo si existe significacién estadistica entre los grupos forma-
dos y el grupo control, sino si existen diferencias entre cada /.
uno de los grupos, observamos que para el LSA cuando el limite /
de significacién se pone en el nivel 0.05 aparecen diferencias /

entre las siguientes parejas de grupos.

Hepatocarcinoma - Melanoma
Hepatocarcinoma - Mieloma
Hepatocarcinoma -~ Cancer de Recto
Hepatocarcinoma - Cancer de Colon
Hepatocarcinoma - Cancer de Ovario
Hepatocarcinoma - Cancer de Pulmén

Hepatocarcinoma - Cancer Gastrico

Enfermedad de Hodgkin - Melanoma
Enfermedad de Hodgkin - Mieloma
Fnfermedad de Hodgkin - Cancer de Recto
EFnfermedad de Hodgkin - Cancer de Ovario

Fnfermedad de Hodgkin - Cancer de Pulmén

Cancer mama - Melanoma
Cancer mama - Mieloma
Cancer mama - Cancer de Recto

Cancer mama - Cancer de Pulmén

Linfoma - Melanoma

y evidentemente el grupo control con todos y cada uno de los gru

pos.

Cuando bajamos el limite a una significacidén de 0.01 apare-

cen las siguientes parejas:

Hepatocarcinoma - Melanoma
Hepatocarcinoma - Mieloma

Hepatocarcinoma - Cancer de Ovario
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Enfermedad de Hodgkin - Melanoma
Enfermedad de Hodgkin - Mieloma
Ciancer de mama - Cancer de Pulmén

y el grupo control con cada uno de los grupos.

Por tltimo cuando se fuerza la significacién a p< 0.01 solo
aparecen distintos significativamentes el grupo control y cada /

una de las patologias estudiadas.

Con lo que respecta a la B2m para un limite de p< 0.05 apa-
recen significativamente distintas las siguientes parejas de gru

pos:

Linfoma

Melanoma
Linfoma Cancer de Recto
Linfoma Cancer de Colon
Linfoma Enfermedad de Hodgkin
Linfoma CiAncer de Pulmén
Linfoma Cancer Gastrico
Linfoma Mieloma
Linfoma Cancer de Ovario
Linfoma Ciancer de Pancreas
Cancer de mama - Melanoma
Cancer de mama - Cancer de Recto
Ciancer de mama - Cancer de Colon
Cancer de mama - Enfermedad de Hodgkin
Ciancer de mama - Cancer de Pulmén
Cancer de mama - Cdancer Gastrico
Leucemia - Melanoma

Leucemia
Leucemia
Leucemia

Leucemia

Cancer de Recto
CAncer de Colon
Enfermedad de Hodgkin

Ciancer de Pulmén
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Hepatocarcinoma - Melanoma
Cancer de Pancreas -  Melanoma
Cidncer de Ovario - Melanoma
Cancer de Pulmén - Melanoma

y el grupo control con todos los grupos excepto melanoma, cancer

de Recto y cancer de Colon.

Cuando el limite de significacién se baja a 0.01 las pare-

jas de grupos significativamente distintos son:

Linfoma - Melanoma

Linfoma - Enfermedad de Hodgkin
Linfoma - Cincer de Pulmén
Linfoma - Grupo Control

Cancer de mama - Melanoma

Cancer de mama - Grupo Control
Leucemia - Melanoma

Leucemia - Grupo Control
Hepatocarcinoma - Grupo Control
Cancer de Pulmén - Grupo Control

Cuando por tltimo el limite se lleva a una p < 0.001 las -

parejas resultantes son las siguientes:

Linfomas - Melanomas
Linfomas - Cancer de Pulmén
Linfomas - Grupo Control
Cincer de mama - Melanoma
Cancer de mama - Grupo Control
Leucemia - Grupo Control

Cancer de Pulmén - Grupo Control
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A partir de la Tabla XLIV y hasta la LV figuran los valores
de LSA y B82m en las distintas patologias estudiadas segin los [/
distintos estadios de la enfermedad; el hecho de que existan po-
cos valores dentro de cada uno de los estadios, impiden que poda
mos realizar un estudio estadistico con el fin de comprobar si /
existen diferencias estadisticamente significativas entre unoAy

otro (Figuras 27 a 38).

A la vista de los resultados parece ser que a medida de que
la enfermedad avanza los valores sufren un incremento y con el /
fin de comprobarlo de una forma general hemos agrupado todos los
resultados de todas las neoplasias estudiadas por estadios que-

dando los resultados reflejados en la Tabla LVI.

Puede comprobarse como efectivamente a medida que la enfer-
medad avanza se producen incrementos tanto del LSA como de la /
82m; ignoramos por el motivo antes mencionado si esas diferen--
cias tienen o no significacion estadistica, pero lo que si esta
claro es que los valores medios obtenidos para dichos parametros
distan mucho de las cifras obtenidas en el grupo control (Figura
38). Desde el punto de vista clinico la distincidén entre un es-
tadio y otro viene definida en términos claros, pero desde el /
punto de vista bioquimico, la presencia de una enfermedad neopla
sica hace que se incrementen en mayor'o menor cantidad los valo-
res de LSA y B2m, pero ese incremento no parece estar relaciona-

do con el tamafio de la masa tumoral.
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LOS

DISTINTOS ESTADIOS.

LSA 82m
ESTADIO I -
ESTADIO ITI
1 48.62 4.2
2 49.44 2.7
3 44.20 3.2
4 32.50 3.0
ESTADIO IIT
1 55.96 4.6
2 26.17 1.5
3 33.20 3.0
4 22.50 2.3
-5 20.06 1.7
ESTADIO IV
1 47 .89 2.0
2 29.08 2.3
3 35.77 2.9
4 35.40 2.4
5 23.65 6.9
6 74.06 5.6
7 22.45 1.6
n < D.S.
LSA - _ _
ESTADIO T 82m _ _ _
LSA 4 43.69 6.76
ESTADIO II 82m 4 3.27 0.56
ESTADIO LSA 5 31.58 12.97
PIO 111 B2m 5 2.62 1.1
ESTADIO IV LSA 7 38.32 16.63
B2m 7 3.52 1.81
TABLA XLIV. VALORES DE LSA Y 82m EN LA ENFERMEDAD DE HODGKIN SEGUN
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LSA B82m
ESTADIO T
1 20.94 2.5
2 23.20 2.6
3 33.44 2.1
 ESTADIO II
1 22.63 4.7
2 23.15 5.2
3 24.70 3.8
4 44.20 4.8
5 11.63 ‘3,2
6 12.50 2.2
7 19.10 2.6
8 28.10 3.7
9 29.77 2.4
10 21.30 2.8
11 36.35 2.8
12 15.50 2.2
13 24.72 2.6
14 23.27 2.7
15 25.02 2.8
ESTADIO III

1 34.20 6.7
2 55.90 7.1
3 24.72 3.7
4 25.88 4.2
5 43.39 5.2
6 37.30 4.8
7 20.20 3.2
8 29.08 2.7
9 23.27 2.4
10 43.60 3.2

TABLA XLV, VALORES DE LSA Y 82m EN EL CANCER DE PULMON SEGUN
LOS DISTINTOS ESTADIOS DF LA ENFERMEDAD.
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Léé B2m
11 . 14.30 2.0
12 20.06 2.1
13 33.40 3.0
14 15.87 1.9
15 22.40 3.1
16 22.98 5.3
ESTADIO IV
1 27.40 4.8
2 17.40 3.2
3 38.24 5.3
4 18.90 5.2
5 12.27 2.9
6 26.70 2.6
7 39.44 7.8
8 34.62 2.7
9 21.20 1.9
10 46.53 4.2
11 18.32 2.0
12 29.30 3.2
13 32.61 2.0
14 47 .10 2.9
15 53.50 3.2
16 11.90 3.2
17 33.40 5.3
n x D.S
ESTADIO I LSA 3 25.86 5.44
82m 3 2.40 0.22
LSA 15 24.13 8.18
ESTADIO I
. 1 B2m 15 3.23 0.95
LSA 16 29.15 11.02
ESTADIO IIT oom L6 1,73 {e7
LSA 17 29.93 12.05
ESTADIO IV a2m 17 3.57 1.56
TABLA XLV. VALORES DE LSA Y 82m EN EL CANCER DE PULMON SEGUN

LOS DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD (CONTINUACIO!
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ESTADIOS DE LA

ENFERMEDAD.

LSA B 2m
ESTADIO I _ -
ESTADIO II _ _
ESTADIO III
1 26.17 .9
2 34.90
3 34.32
4 13.67 .
ESTADIO IV
1 20.08 9.6
2 42.17 8.4
3 28.30 4,2
4 28.62 4.2
5 55.40 10.1
0 41.59 8.8
7 18.91 5.2
n x D.S
LSA - - -
ESTADIO T
g2m - _ _
LSA - - -
ESTADIO IT
82m - - -
LSA 4 27,26 8.57
ESTADIO IIT
82m 4 4.61 2.61
LSA 7 34.86 11.28
ESTADIO IV
g2m 7 7.21 2.40
TABLA XLVI. VALORES DE LSA Y 82m EN LINFOMAS SEGUN LOS DISTINTO
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LSA B2m
ESTADIO I
1 19.20 1.5
2 16.87 2.1
3 20.65 1.7
4 17.45 1.5
5 22.69 1.4
6 21.81 1.3
ESTADIO IT
1 21.37 1.2
2 17.74 1.9
ESTADIO III
1 18.32 . 2.3
2 22.10 3.5
ESTADIO IV
1 17.45 4 2.0
2 33.45 2.8
< D.S.
LSA 6 19.78 2.14
ESTADIO I
82m 6 1.58 0.25
LSA 2 19.55 1.81
FSTADIO IT
g2m 2 1.57 0.35
LSA 2 20.21 1.89
ESTADIO III
g2m 2 2.9 0.60
LSA 2 25.45 8
ESTADIO IV
82m 2 2.39 0.43

TABLA XLVII. VALORES DE LSA Y 82m EN MELANOMAS SEGUN LOS DISTIN
TOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.
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LSA B2m
ESTADIO I - -
ESTADIO IT - -
ESTADIO III
1 15.99 1.7
2 29.08 3.4
3 13.20 1.3
4 26.75 4.1
ESTADIO IV
1 20.07 ' 2.4
2 32.58 3.6
n x D.S
LSA ' - - -
ESTADIO I
82m - — _
LSA - - -
ESTADIO IT
B2m - - -
LSA 4 21.25 6.78
ESTADIO III
B2m 4 2.62 1.18
LSA 2 26.35 6.25
ESTADIO IV
g2m 2 2.99 0.61

TABLA XLVIII. VALORES DE LSA Y 82m EN EL CANCER DE RECTO SEGUN
LOS DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.
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LSA 82m
ESTADIO I )
ESTADIO II
1 19.50 .
2 20.55 2.1
ESTADIO TII
1 30.50 )
2 16.58
3 25.35
ESTADIO IV
1 20.36 5.
2 39.85 .
n x D.S
ESTADIO I LSA - - _
82m - - _
LS
ESTADIO II LSA 2 20.05 0.52
B2m 2 2.7 0.66
ESTADTO ITT LSA 3 24.14 5.74
82m 3 2.55 0.62
ESTADIO IV L3A 2 30.10 9.74
B2m 2 3.97 1.61

TABLA XLIX.

VALORES DE

LSA Y 82m EN EL CANCER DE COLON SEGUN

LOS DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD=
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DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.

LSA B2m
ESTADIO I - -
ESTADIO II
1 11.60
2 27.16 5.
ESTADIO ITIT
1 26.17
2 28.32
3 24.45 .1
4 31.40 5.3
ESTADIO IV
1 32.65 6.
2 33.96
3 21.26 3.1
n X D.S
S - - _
ESTADIO I LSA
B2m - - -
S 2 19.38 7.78
ESTADIO IT LSA 9.3
B2m 2 3.08 1.04
S 27.58 2.59
ESTADIO TII1II LSA 4 7+5
B2m 4 4.42 0.72
S 29.2 .7
FSTADIO IV LSA 3 ’ 9 5
82m 3 2.97 1.97
TABLA L. VALORES DE LSA Y 82m EN EL CANCER DE OVARIO SEGUN LOS
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ESTADIO T

ESTADIO IT

[

ESTADIO III

1
2
3
4

ESTADIO 1V

1
2

21.80
30.71
27.601

36.35
31.44
29.57

25.80 -

32.57
25.55

g2m

W B~
- O N

o

n x D.S.
S - - —
ESTADIO I LSA
B2m - _ -
S . .
ESTADIO IT LSA 3 26.71 3.69
R2m 3 3.83 0.98
S . .
ESTADIO IIT LSA 4 30.79 3.79
82m 4 3.40 0.83
ESTADIO IV LSA 2 29.06 3.51
82m 2 3.08 1.01

TABLA LI. VALORES DE LSA Y 82m EN CANCER GASTRICO SEGUN LOS
DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.
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LSA g2m
ESTADIO I _ ~
ESTADIO II
1 16.20 2.6
2 30.57 3.5
3 14.51 3.4
4 36.20 4.2
ESTADIO III
1 17.20
2 21.80
ESTADIO IV - -
n x D.S.
q . - - -
ESTADIO I LSA
B2m - - _
S . .
ESTADIO IT LSA 4 24.37 9.25
B2m 4 3.43 0.55
LSA 2 19.5 2.3
ESTADIO III
B2m 2 3.55 0.64
SA - _ _
ESTADIO IV L
R2m - _ _

TABLA LIT. VALORES DE LSA Y 82m EN MIELOMAS SEGUN LOS DISTINTOS
ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.
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LOS DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.

LSA g2m
ESTADIO I - -
ESTADIO IT - -
ESTADIO IIT
1 42.51
2 20.95 2.
3 20.63 .
ESTADIO IV
1 25.30 .1
2 31.47 .
3 40.52 5.3
n x D.S.
S - _ —_
ESTADIO I LSA
B2m - - -
g - - -
ESTADIO IT LSA
B2m - - -
LS 28.0 10.2
ESTADIO IIT A 3 3 3
82m 3 3.73 1.23
LSA 3 2. 6.2
ESTADIO IV 32.43 5
B2m 3 4.9 0.41
TABLA LITI. VALORES DE LSA Y g2m EN CANCER DE PANCREAS SEGUN
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DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.

.70 3.8
2.61 5.6
5.88 3.9
ESTADIO IV
1 .35 5.6
2 .50 4.3
x D.S.
LSA -
ESTADIO
R2m _
LSA -
ESTADIO
B2m -
LSA 3 3.79
ESTADIO
B2m 3 0.82
LSA 3 12.31
ESTADIO
B2m 3 0.57
TABLA LIV. VALORES DE LSA Y Rm EN HEPATOCARCINOMA SEGUN LOS
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LSA B2m
ESTADIO I - -
ESTADIO II
1 35.64 5.3
2 14.56
ESTADIO IIT
1 20.35
2 16.58
3 37.85
4 39.57 5.4
ESTADIO IV
1 72.10 10.1
2 60.31 9.7
3 30.48 4.7
n x D.S
LSA - ~ -
ESTADIO I
B2m - - -
LSA 2 25.10 10.
ESTADIO II 3 54
R2m 2 4.24 1.03
LSA 28. 10.22
ESTADIO III 4 59
g2m 4 4.01 1.48
LSA .2 17.51
ESTADIO IV 3 54.29 7.5
82m 3 8.15 2.45

TABLA LV. VALORES DE LSA Y 82m EN EL CANCER DE MAMA SEGUN LOS
DISTINTOS ESTADIOS DE LA ENFERMEDAD.
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ESTADIO X LSA D.S. X 82m ds n
1 22.82 3.04 1.99 0.41 9
11 25.37 7.40 3.28 0.79 34

T1T 27.62 4.52 3.60 0.72 51

Iv 34.16 3.42 4.44 1.71 51

TABLA LVI. VALORES MEDIOS DE LSA Y 82m EN LOS DISTINTOS ESTADI(
DE LA PATOLOGIA TUMORAL (TODOS LOS GRUPOS).
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Dado que es frecuente dentro del céincer de pulmén hacer /
una distincidén segun el grupo hiétolégico agrupando por un lado
al epidermoide, adenocarcinoma y células gigantes y por otro la
do al "oat-cell" hemos querido comprobar ya que esta patologia

es la mas amplia si existen diferencias estadisticas.

Los resultados quedan reflejados en las Tablas LVII y LVIII]
en la Tabla LIX podemos comprobar que para el grupo epidermoide
obtenemos unas cifras de 28.86 + 10.36 mgr% para el LSA y de /
3.44 = 1.26 pgr/ml para la g2m y para el grupo de oat-cell las
cifras son respectivamente de 24.48 + 10.98 mgr% y 3.54 £ 1.76
- ugr/ml careciendo todas ellas de significacién estadistica algu

na.



i LW NN

O O 0N O

12
13
14
15

16
17
18
19
20

21
22
23
24
25

TABLA LVIT.

TIPO HISTOLOGICO

Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide

Epidermoide

Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide

Epidermoide

Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide

Epidermoide

Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide

Epidermoide

Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide

Epidermoide

Iv
IT
Iv
Iv
Iv

I1T
I1T
IT
IV
IIT

IT
IIT
Iv
IT1

Iv
IT1
Iv
Iv
II

IIT
II
ITI
IIT
IT

LSA

27.
23.
17.
38.
33.

33
24.
24.
12.
43.

11
37.
26
39.
23.

34.
20.
46.
18.
19.

29
29
21
23.
36.

40
15

.40

72
70
27
39

.63

30

.70

20

62
20
53
32
10

.08

.77
.30

27
35
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VALORES DE LSA Y B2m EN EL CANCER DE PULMON TIPO
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TABLA LVII.

TIPO HISTOLOGICO

Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide

Epidermoide

Epidermoide
Epidermoide
Epidermoide

Epidermoide

Adenocarcinoma IIT
Adenocarcinoma IV

Células Gigantes II
Células Gigantes I

VALORES DE LSA Y 82m

IT1I
IV
IIT
Iv
I11

IT
I11
v
I11
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LSA £2m
43.60 3.2
47 .10 2.9
15.87 1.9
53.50 3.2
14.30 2.0
25.02 2.8
33.44 2.1
22.40 3.
22.98 5.2
25.88 4.2
32.61

44.20

20.94

EN EL CANCER DE PULMON TIPO

EPIDERMOIDE (CONTINUACION).
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11

12

13

TABLA LVIIT.

TIPO HISTOLOGICO

Oat-cell
Oat-cell
Oat-cell
Oat-cell

Oat-cell

Oat-cell
Oat-cell
Oat-cell
Oat-cell

Oat-cell

Oat-cell
Oat-=cell

ODat-cell

11
ITT
111
Iv

IT

Iv
IV
IT
IIT

IV

ITI
111

11T

LSA

22.63
34.20
25.90
18.90

12.50

21.2

29.30
28.10
20.06

11.90

15.50
24.72
23.27
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VALORES DE LSA Y 82m EN EL CANCER DE PULMON TIPO
OAT-CELL.



LSA (mgr%)

g2m (ygr/ml)

TABLA LIX.

EPIDERMOIDE (n = 38)

28.86 = 10.36

1.26

-

3.44

24.48

3.

54

+

1+

OAT-CELL (n

13)

10.98

1.

76

209

NS

NS

VALORES MEDIOS DE LSA Y 82m EN EL CANCER DE PULMON

SEGUN EL TIPO HISTOLOGICO.
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De todos los grupos estudiados, en cinco de ellos (cancer de
pulmén, enfermedad de Hodgkin, melanomas, linfomas y cancer de /
recto) hemos realizado un seguimiento a distintos pacientes con /
el fin de comprobar como variaban las cifras de LSA y 82m con la
evolucién de la enfermedad, es decir cifras anteriores y posterio
res al tratamiento quimioterdpico y/o quirirgico, cifras en las /

recidivas y cifras en la remisidén completa.

En el Cancer de pulmén, podemos observar como los valores de
LSA se encuentran elevados antes del tratamiento (29.97 mgr%) des
cienden durante el tratamiento (17.83 mgr%), si la enfermedad pro
gresa vuelven a alcanzar los valores iniciales (28.21 mgr%) y ba-
jan a niveles totalmente normales si la enfermedad remite (13.29
mgr%). Similares variaciones aunque no tan ostensibles ocurren /

con la 82m (Tabla LX y Figura 40).

En el caso de la enfermedad de Hodgkin las variaciones son /
alin mas ostensibles. Los pacientes tienen una media de 38.84 mgr%
para el LSA y de 3.30 para la 82m antes del tratamiento y descien
den a valores de 15.87 mgr% y 2.09 pgr/ml después del tratamiento.
En el caso de presentarse recidivas los aumentos son claros alcan
zindose cifras de 41.86 mgr%Z y 3.68 ugr/ml para LSA y 82m, cifras
que bajan a los limites de la normalidad en el caso de llegar a /

remision completa (Tabla LXI y Figura 41).

Los mismos comentarios pueden hacerse de los melanomas (Ta-
bla LXIT y Figura 42), Linfomas (Tabla LXIII y Figura 43) y can-
cer de recto (Tabla LXIV y Figura 44). En estos tres ultimos gru
pos los cambios no son tan ostensibles por dos razones, una por--
que se parten de cifras iniciales que no son tan elevadas como en
los casos anteriores y otra porque en estos tres grupos los enfer
mos se encuentran en estadios muy avanzados (III y IV) y la enfer
medad es ya sistémica y no localizada, de todas formas también en
las recidivas aparecen aumentos considerables y las cifras vuelven

a limites normales en el caso de existir una remisidén completa.



[ I

[ BN eI T B N

11
12
13
14
15

%

ds

TABLA LX.

ANTES TRATAMIENTO

LSA

17.
34.
.63
29.
13.

22

22

24.
43.
.63
.70
.20

11
26

29-
12.

40
20

08
20

.40
53.
55.
38.
10.

50
90

33

72
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QUIMIOTERAPIA

LSA

16

12,
28.
22,
19.
.83

21

13.
18.
12.
17,
14.

17.

.28
19.
14.

21,
14.

10
25
50
20

51
49
60
71

45
05
80
63
50

83

4.35

B2m
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22.40

27.30

28.63

30.74

31.25

28.01

28.21
2.91

[VRERON)
. .
[ 2 T \S

3.06
0.52

EVOLUCION DE LOS NIVELES DE LSA Y 82m EN EL TRANSCURSO DFE LA ENFERMEDAD. CARCINOMA

REMISION
LSA B2m
13.75 2.9
14.90 2.3
12.70 2.9
11.83 2.1
13.290 2
1.15 0.36
[\]
-
DE PULMON.
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ANTES TRATAMIENTO

DESPUES TRATAMIENTO

LSA 82m LSA 82m
55.96 4.6 18.33 2.3
48.62 4.2 12.05 2.0
49.44 2.7 16.25 1.5
47 .89 3.0 16.30 1.2
29.08 2.3 13.08 2.8
44 .20 3.2 15.12 2.1
32.50 3.0 16.50 1.6
29.87 2.9 16.75 2.8
35.40 2.4 16.29 2.0
26.17 1.5 15.41 1.9
23.65 6.9 15.90 2.6
33.20 3.0 16.95 2.3
38.84 3.30 15.87 2.09

9.93 1.33 1.3 0.48

EVOLUCION DE LOS NIVELES DE LSA Y B82m EN

TABLA LXT.

RECIDIVA
LSA 82m
53.26 2.8
32.57 3.5
31.70
47 .12 3
44.63 4.9
41.86 3.68
8.42 0.72

REMISION
L.SA 82m
14.65 2.0
15.12 1.5
11.93 1.4
14.83 2.8
14.80 2.0
13.08 2.5
17.45 2.0
16.50 1.9
15.41 1.3
14.86 2.03
1.55 0.56

EL CURSO DE LA ENFERMEDAD (HODGKIN)

1
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FIGURA 41 Evolucion Hodgkin



ANTES TRATAMIENTO

TABLA LXITI.

LSA
1 21.37
2 17.75
3 18.32
4 22.10
5 16.87
6 33.45
x 21.64
ds 5.61

82m
1.22

1.92

2.30

2.30
0.72

DESPUES TRATAMIENTO

LSA

23.

18.

23,

27.

]9-

20.

27

91

27

05

78

07

.06
.80

B2m

1

.28

.95

.15

.08

2.52

EVOLUCION DE LOS NIVELES DE LSA Y 82m

.85

EN

EL

RECIDIVA REMISION
LSA §2m LSA B2m

- - 18.03 1.46
23.27 2.15 - -
33.45 5.36 - -

_ ~ 13.96 2.5
38.97 3.06 } 3
31.90 3.57 16.00 1.908

6.50 1.35 2.04 0.52

CURSO DE LA ENFERMEDAD (MELANOMA)

S1¢
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ANTES TRATAMIENTO

1 42
2 28.
3 34
4 13
5 18
x 27.
ds 10

TABLA LXIIT.

LSA

.17

30

.67

.9]

59
.35

82m

8.4

5.74

DESPUES TRATAMIENTO

LSA

16.4

20.5

28.7

10.5

15.6

B2m

2.4

w2
.
i

3.0
0.82

RECIDIVA

B2m

REMISION

LSA

12.5

12.6

12.55

0.05

EVOLUCION DE LOS NIVELES DE LSA Y B2m EN EL CURSO DE LA ENFERMEDAD (LINFOMAS).

B2m

1.60

0.05

L1t
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ANTES TRATAMIENTO

LSA
1 15.99
2 13.20
3 26.75
4 20.07
x 19.00
ds 5.00

TABLA LXIV.

B2m

EVOLUCION

DE

DESPUES TRATAMIENTO

LsA 82m
16.01 2.02
14.5 1.73
18.32 3.46
13.40 2.00
15.65 2.30
1.66 0.70

LOS NIVELES DE LSA Y 82m EN EL

RECIDIVA
LSA B2m
29.37 4.20
29.87 4.08
29.57 4.1

REMISION

LSA B2m
11.63 1.5
10.80 1.6
11.43 ' 1.5

CURSO DE LA ENFERMEDAD (CANCER DE RECTO).

61¢
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Por ultimo estudiamos la correlacién existente entre el /

LSA y la B2m en todos los pacientes afectos de neoplasias y en /

los distintos grupos que hemos seleccionados. Los coeficientes

de correlacién y la significacidén estadistica aparecen en la Ta-

bla LXV.

Podemos observar como los mejores coeficientes de correla-

cidén corresponden al cidncer de mama, cidncer de recto, cancer de

pancreas y linfomas, aunque el cdncer de pdncreas no posee signi

ficacidén estadistica.

Una buena significacién pero con un coeficiente de correla

cidén débil se da

en el grupo en general y en el cancer de pulmén.

El hecho de que no aparezcan mejores coeficientes puede ser

debido a que por
. ”,

igualmente segun
escaso numero de

coeficientes son

un lado los dos parametros estudiados no sirven
el tipo de cancer a estudiar, en otro caso el /
la muestra estudiada y en los casos en que los /

mejores hay que reconocer que los pacientes de /

ambos grupos (recto y mama) se hallan en estadios III y IV, esta-

dios muy avanzados y que dan cifras disparatamente altas, tanto /

para el LSA como

para la B2m.
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GRUPO COEF.CORREL. p n_
TODOS 0.5346 0.001 156
HODGKIN 0.4696 | - 16
CA. PULMON 0.4860 0.001 51
LINFOMA 0.7554 0.01 i1
MELANOMA 0.3501 - - 12
LEUCEMIAS 0.2714 - 8
CA.RECTO 0.9201 0.01 6
CA. COLON - 0.1469 - 7
CA. OVARIO 0.4122 - 9
CA. GASTRICO - 0.2275 - 9
MIELOMAS | 0.6781 - 6
CA. PANCRFAS 0.8076 | - 6
HEPATOCARCINOMA% - 07048 - 6
CA. MAMA 0.9812 0.001 6

TABLA LXV. COEFICIENTES DE CORRELACION Y SIGNIFICACION ESTADIS-
TICA ENTRE EL LSA Y LA 82m.



VII. DISCUSION
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El interés de los investigadores por encontrar una nueva
sustancia que pueda ser utilizada como marcador tumoral es un
hecho que no ha cesado en los ultimos afios y que no cesa en la
actualidad por la enorme importancia que tiene el hallazgo de /
un parametro que nos delate la existencia de una enfermedad neo

plasica.

BARCLAY y cols. (125) en 1972 comprobaron que los indivi-
duos que padecian cdncer tenian la fraccién (HDL-2) de las lipo
proteinas de alta densidad aproximadamente la mitad que los in-
dividuos normales, y posteriormente, SKIPSKY (126) estudidé me-
diante cromatografia en capa fina, extractos de HDL-2 proceden-
tes de pacientes con cancer, observando que existian determina-
das sustancias que no estaban presentes en los mismos extractos

de individuos normales.

Estas sustancias, resultaron ser complejos de proteinas,
lipidos y carbohidratos y fueron designados como neoproteolipi-
dos, encontrandose dos tipos, segin que los extractos fueran /
procedentes de humanos o de animales con distintos tipos de can

cer.
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El mismo autor (127) demostrd afios mas tarde, que las ra
tas con hepatomas tenian elevados ciertos sialoganglidésidos en
el suero se comparaba con ratas normales. FEstos resultados fue
ron apoyados por DNISTRAN (128) cuando al estudiar las células
de membrana procedentes de hepatomas, vié que contenian eleva-
das cantidades de gangliésidos en comparacién con las células /
de membrana de un higado normal, siendo estos resultados asimis
mo concordantes con el aumento en sangre de los sialongangliési

dos en individuos con células tumorales.

A la vista de estos resultados iniciales, seria légico /
pensar que la distribucién de los ganglidésidos, los cambios de
los niveles de Aacido sidlico o del dcido sialico unido a los 1i
pidos y la aparicién de otros nuevos compuestos, nos podrian /
ayudar a clasificar si la depresién inmunoldégica que se aprecia
en pacientes con cincer puede estar en algin modo relacionada /
con algunas funciones potenciales de los gangliésidos en las /

membranas.

Las transformaciones celulares dentro de este tipo de in-
vestigacidén adquirieron importancia al demostrar HAKAMORI (129)
que en los fibreblastos de los rifiones de hamster se producian
cambios en los glicolipidos. En las células transformadas, qui
mica o viralmente parece ser que ocurre segun ARADY (37) un blo
queo en la sintesis de ganglidésidos, y que dicho bloqueo causa

una simplificacidén en la estructura de ellos.

Estos estudios realizados con animales y con células cul-
tivadas y sus esperanzadores resultados fueron los motivos que
llevaron a cabo el preguntarse si no podrian ocurrir los mismos

cambios en los tumores malignos de los humanos.

Sin embargo dichos cambios no pudieron ser detectados tal
y como lo afirma TAO (130) debido a que la composicién de los /
gangliésidos en el rifién humano no es conocida, encontrando tan

solo hematosidos.

En vista de esto KERAMEN (1231) tratd de analizar no solo
en contenido de gangliésidos sino también el de dcido neuramini

co (NANA) con el fin de observar si existian diferencias en el
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contenido de ambos tejidos normales y malignos. El motivo de /
incluir al NANA fué debido a que se habia observado un descenso
del mismo en las células virales transformadas y un aumento en /

los carcinomas renales y en las leucemias humanas.

Dicho autor estudié 25 adenocarcinomas gastricos y 2 ade-
nocarcinomas de colon, encontrando en la mayoria de los gastri-
cos y en los 2 de colon un contenido de NANA cuatro veces supe-
rior a lo normal, sin embargo, el patrén de gangliésidos pare-
cia normal y estos hallazgos no concuerdan con los datos obteni
dos cuando se producen en las células transformaciones de tipo

viral o quimico.

La dificultad de desarrollar un método para medir los gan
gliésidos o los sialogangliésidos y que ademas utilizara peque-
fias cantidades de muestra, hizo que KATOPODIS (132) desarrolla-
rd el método de la medicidén del Acido sidlico unido a los lipi-
dos (LSA), método utilizado en este trabajo, mejor que la medi-

da directa de los sialoganglidsidos.

A partir de ahi surgieron numerosos trabajos en los que /
se detectd elevados niveles de LSA, asi DNISTRIAN (134) estudié
el cancer de mama, DUNZENDORFER (134)‘61 cancer de préstata y /
vejiga, FRBIL (135) el cancer de colon y récto, y el propio KA-
TOPODIS (136) hizo mids extensivo este estudio cubriendo un area
de malignidades que incluyen melanomas, cancer de pulmén, enfer

medad de Hodgkin, sarcoma y leucemia mieloide aguda y crénica.

Es evidente que a la aparicidén de un nuevo método, surjan
otros que estudien la especificidad y la sensibilidad del mismo
por si solo y comparandolo con otros marcadores tumorales. Asi
HANSEN (137) lo comparé con la determinacidén del antigeno carci
noembrionario (CEA). Dicho test es positivo en un 5-10% de los
examinados; dependiendo del ensayo utilizado (especificidad del
90-95%) disminuyendo su especificidad al 65% en aquellos pacien
tes con enfermedades benignas y al 30% en pacientes con altera-

ciones gastrointestinales benignas.

DNISTRTAN (138) compard también la sensibilidad del LSA y

CFA en pacientes con siete tipos diferentes de cancer; el LSA /
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dentro del cancer de colon estaba elevado en 12 de 18 pacientes
y el CEA en 16, sin embargo ninguno‘de los 12 melanomas estudia
dos, y solo cinco de los 18 Hodgkin estudiados tuvieron un CEA
positivo, mientras que el LSA estaba elevado en 10 melanomas y

17 Hodgkin.

Por otro lado, parece ser que existe una posible relacidn
entre los glicoesfingolipidos y la formacién de metistasis en /
ciertos tumores experimentales (139). La formaciéﬁ de metista-
sis es un fendmeno muy complicado y estia afectado por muchos /
factores como demoestraron FIDLER (140) y WEISS (141); aparente
mente la adhesién de células malignas y/o la adhesién de células
malignas de la médula désea a células de nloques mds distantes /
puede ser la clave de la formacién de metastasis, segun la opi-
nién de NICHOLSON (142), SALISBURY (143), WEISS (144) y el pro-
pio NICHOLSON (145). Recientemente, otros autores como ROSEMAN
(38), CHIPOWSKY (146) y WEIGAL (147), consideran que algunos /
carbohidratos complejos, incluyendo a los esfingolipidos puedan
determinar o al menos participar en la adhesién celular. Por /
eso, parece bastante ldgico pensar que las cantidades de glico-
esfingolipidos presentes en las células de superficie de metas-
tasis y tumores experimentales no metastizados deben ser dife-/

rentes como ya hemos comentado anteriormente.

La B2m es una proteina de pequeiio peso molecular aislada y
caracterizada por BERGGARD y BEARN a parti de la orina de pacien
tes con diversas, tubulopatias (60). Sus aplicaciones clinicas /
residen en su peculiar metabolismo y propiedades, siendo util /
para el diagnéstico de la insuficiencia renal, localizacién de /
las infecciones urinarias, control de los trasplantes renales, /
como indice de maduracidén fetal, etc,. Con el fin de encontrar
nuevos marcadores tumorales, se han llevado a cabo, diversos es-
tudios "in vitro" demostrando que algunas lineas celulares tumo-
rales son capaces de sintetizar y secretar al medio de cultivo /
grandes cantidades de Beta-2-microglobulina, superiores a las 1i
beradas por células normales, variando la cuantia de la produc-/

cién segin el tipo de tumor (78,88).

En los primeros estudios realizados y en los que se demos-
tré que los niveles séricos de esta microproteina estan eleva-/

dos en pacientes con enfermedades neoplasicas y que por lo tan-/
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to podrian ser utilizados como marcador tumoral, indican que en
los desérdenes proliferativos de células B (148, 149 y 64) se /
encuentran los valores mas elevados y que en la leucemia linfo-
citica crénica (150) y en los linfomas malignos (151) parece /

. . #
ser que existe correlacidén con la masa tumoral.

Son numerosos los trabajos que han tratado de relacionar
los niveles de la B2m con distintas enfermedades neoplasicas y
asi HAGBERG (151) estudié los linfomas malignos, POULIK (152) /
el cancer del tracto digestivo y el de pulmén; REVILLARD (153)
el hepatocarcinoma, HALL (79) estudia el metabolismo renal de /
esta sustancia, MARTINEZ-VELA (154) las efusiones serosas, KOCH
(155) evalué la posibilidad de utilizar esta sustancia para de-
tectar metistasis en el sistema nervioso central; CHILD (156) /
promulgd su uso en la monitorizacidén de los linfomas, el mismo
autbr (157) utilizé a la B82m como indicador pronésticb de 1a /
mielomatosis y por ultimo TEASDALE (158) efectud un extenso es-
tudio en sujetar controles y en pacientes con diversos tipos de

cancer.

Basiandonos en todo lo expuesto hasta ahora fue lo que nos
motivé el estudio del LSA y la B2m en pacientes con distintos /
tipos de neoplasia con el fin de comprobar si dichos parametros
pueden ser utilizados como marcadores tumorales estudiando al /
mismo tiempo si existen diferencias en cuanto al contenido de /
ambos, segin los estadios de la enfermedad y la respuesta a la

terapéutica.

Las distintas patologias encontradas en los enfermos es-
tudiados, infeccién pulmonar, hepatomegalia, fiebre, herpes, /
anemia, epigastralgia, dolores lumbares, TBC, amenorrea y expec

toracién purulenta no parecen afectar los niveles de LSA.

Por otro lado, los niveles séricos de la B2m dependen tan
to de su produccién como de su filtracidén y catabolizacién a ni
vel renal, por lo que si nosotros en nuestro estudio descarta-
mos la existencia de un fallo en la funcidén renal de los suje-
tos que forman parte de é1, descartaremos una de las variables/
que influyen sobre el nivel sérico de esta sustancia, y por tan

to el aumento de la misma se debera a una mayor tasa de produc-
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cién. Este es por tanto el motivo por el que se han rechazado

todos los pacientes que no poseian una buena funcidn renal.

Con respecto al acido sidlico no hemos encontrado diferen
cias significativas ni con la edad ni con el sexo obteniéndose
para el grupo control unas cifras de 13,61 £ 2,95 mg% para toda
la poblacién y 13,84 t 3,14 mg% para los varones y 13,10 * 2,39

mg% para las hembras.

Nuestras cifras son ligeramente inferiores a las aporta--
das por KATOPODIS (136) ya que dicho autor da para el grupo con
trol valores de 17,7 mg%, y coinciden plenamente con las aporta

das por DNISTRIAN (159) que son de 13,8 mg%.

En cuanto a los valores de 82m, en el grupo control no en
contramos diferencias con respecto al sexo, ya que toda la po--
blacién arroja unas cifras de 1,74 * 0,62 ug/ml mientras que /
los varones tienen 1,86 * 0,65 ug/ml y las hembras 1,61 * 0,58 .
ng/ml.

Sin embargo con respecto a la edad si aparecen diferencias
estadisticamente significativas entre la poblacién menor de 30
afios y aquellos que se encuentran en la década de los 50. E1 /
grupo en general tiene unos valores de 1,74 + 0,62 ng/ml, el /
grupo menor de 30 afios 1,60 + 0,61 ug/ml y los de la década 50-
60 afios 2,10 £ 0,82 ug/ml. Entre estos dos dltimos grupos apa

rece una significacidén estadistica en el limite con una p <0.05.

A pesar de ello no hemos tenido en cuenta esa diferencia
porque aunque la hemos encontrado igual que muchos otros auto-/
res, lo mismo que ellos opinamos que la cifra de 3 pg/ml debe /
ser considerada como dintel a partir del cual la B82m es conside
rada como anormal o patolégica. Por otro lado las cifras encon
tradas en las distintas patologias estudiadas como ya hemos vis
to son muy superiores a la de 2,10 pg/ml que ha sido la mias al-

ta encontrada en el grupo control.

Nuestras cifras practicamente coinciden con las encontra-
das por CONSTANTINIDES (160) el cual en sujetos sanos donantes

de sangre obtuvo una media de 1,5 * 0,6 pg/ml.
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TEADSALE (158) encontrd cifras también practicamente igua
les a las nuestras con una media de 1,87+ 0,87 ug/ml, sin em-
bargo el no utilizdé como nosotros en el grupo control a indivi-
duos totalmente sanos, sino que utilizé a pacientes con enferme
dades benignas. A pesar de ello y a la vista de los resultados
podemos afirmar que al parecer las enfermedades benignas no ~/

afectan los niveles de B2m.

Con respecto a la influencia de la edad sobre la concen-/
tracién sérica de la B2m estos mismos autores encuentran que /
ésta va aumentando con cada década 0,24 ug/ml y nosotros obser-
vamos que no existe variacion hasta los 40 afios que aumenta /
0,17 vg/ml en la década 40-50 afios, y otro aumento de 0,34 ng/
ml en la década de los 50-60 afios permaneciendo a partir de ahi

estables los valores de B2m.

Las cifras de B2m pueden encontrarse alteradas en las en-
fermedades de tipo inmune (161, 162, 163) en las afecciones he
paticas tales como la hepatitis virica o cirrosis alcohdélica en
las que la elevacién puede estar en relacién con el grado de in
filtracién leucocitaria del higado (184) en la enfermedad de /
Crohn, en la sarcoidosis y en procesos inflamatorios (165, 166)
por ello como comentdbamos anteriormente el grupo control nues-
tro estaba formado por personas que no padecian ningun tipo de
enfermedad y en base a esto podemos explicar las diferencias en
contradas con TEASDALE (158) que utilizé en sus controles pa-/

cientes con enfermedad mamaria benigna o enfermedad gastrointes

tinal asimismo benigna.

La experiencia en el Laboratorio y el mejor desarrollo de
la técnica, nos ha llevado a perfeccionar ésta en el sentido de
alcanzar una mayor especificidad y sensibilidad de los test an-

tes anunciados.

Asi, mientras KATOPODIS, con respecto al dcido sialico ba
j6 sus cifras de 22,60 mg% (132) a 19,62 mg% (136) nuestro equi
po ha conseguido asimismo perfeccionar la técnica consiguiendo
disminuir las desviaciones, y asi mientras al principio obtuvi-
mos (167) cifras superiores a los 23 mg%, T. VALS (168) poste-/

riormente las baja a 22,98 mg% y actualmente hemos conseguido /
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las cifras que se aportan en este trabajo (169, 170).

Si tomamos como limiﬁe de ndrmalidad el valor medio obte-
nido mas menos dos desviaciones estandar de los 159 individuos
del grupo control solo 5 tuvieron valores de LSA superiores a /
19,51 mg% (X + 2sd) y 29 los tuvieron inferiores a 7,87 mg% /
(X - 2sd). De los 5 individuos con cifras superiores todos /
fueron varones, no sobrepasando ninguna mujer los valores consi

derados como normales.

Esto indica que la especificidad del test de LSA es del /
87,4% para la poblacién global, porque como veremos mas adelan-
te en algunas patologias llega al 100%. Con respecto a la espe
cificidad para nosotros es del 05% mientras que para KATOPODIS
(136) fué del 93% y para T.VALS (168) del 72%.

Con lo que respecta a la g2m vamos a hacer dos distincio-
nes, una la ya antes comentada de que muchos autores toman como
dintel maximo la cifra de 3 ug/ml a partir del cual los valores
se consideran patolégicos, y la segunda distincidén es la de to-
mar como tope maximo la cifra de 2,4 pg/ml que nos viene dada /
en la técnica que nosotros hemos utilizado, cifra que evidente-
mente al ser mis pequefia nos dara una mayor sensibilidad y espe

cificidad.

Si consideramos como tope 3 ug/ml un total de 3 indivi-/
duos controles de los 100 estudiados exceden este valor; lo /
que indica que solo el 3% de las personas estudiadas se salen
de los limites normales, cifras que son ligeramente inferiores
a las aportadas por POULIK (152), que da un 3,92% y muy infe-/
riores a los dados por SAUCO (171) que son de 6,25%.

Evidentemente estos resultados empeoran al bajar los nive
les a 2,4 ug/ml ya que aqui aparecen 11 individuos con cifras /
inferiores a las comentadas anteriormente, de las cuales 8 son
varones y -3 son hembras. No podemos hacer comparacidon con la
opinién de estos autores por no haber encontrado las refefen—/
cias oportunas. A pesar de ello y de aqui en adelante, noso-/
tros tomaremos otros valores ya que lo estimamos oportunos por

ser los que nos ofrece la técnica antes estudiada, a pesar de
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estandar (1,24) nos di un valor de 2,98 pg/ml practicamente /

idéntica a la que indican otros autores.

Una vez analizados los grupos controles vamos a pasar a /
estudiar los distintos grupos estudiados por separado incluyen-
do a otro grupo mias que abarque a todos los pacientes con enfer

medades neoplasicas.

Los 159 individuos estudiados con distinta patologia tie-
nen/una edad media de 37,32 * 12,33 afios, de ellos, 111 son va-
rones con una edad media de 38,42 * 10,89 afios, y el resto, 48,
son hembras con una edad media de 39,89 * 12,44 afios. Los valo
res de LSA para dicho grupo son de 29,47 * 6,00 mg#% para el gru
po completo, 28,74 * 5,64 para los varones y 29,75 £ 8,60 mg% /
bafa los hembras. En dicho grupo no aparecen diferencias esta-
disticamente significativas ni con respecto a la edad ni con /

respecto al sexo.

Nuestros valores para la poblacidén con cancer en general
coincide plenamente con la dada por DNISTRIAN (138) que en 125
individuos con diversos tipos de cancer obtienen valores de /
28,30 * 10,20 mg% y con HIRSHAUT (172) que en un exhaustivo es-
tudio que incluye a 670 individuos con cancer da, valores de [/
20,80 + 8,86 mg%. Nuestros resultados no solo coinciden con es
estos autores én el grupo patoldégico, sino que también lo hace
en el grupo con£r01,lya que para nosotros los valores de LSA /
son de 13,61 y para DNISTRIAN de 13,8 (159) y para HIRSHAUT de
14,1 mg% (172).

Otros autores como KATOPODIS (136) y MUNJAL (173) dan ci-
fras ligeramente superiores. Para el primero en 106 individuos
los valores son de 25,8 mg% y para el segundo de 21,0 mg% y mien
tras que HORGAN (174) da cifras mucho mas altas ya que alcanzan
valores de 88,70 + 52,70 mg%; en este trabajo habri que desta-/
car con el fin de justificar la enorme diferencia existente en-
tre él1 y los demas, que su grupo es muy pequefio ya que solo in-
cluye a 40 individuos, que esta hecho en estadios muy avanzados
y que ademas obtiene unas desviaciones estandar muy grandes en

comparacion con las demas.
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Otros autores como SNYDER (175) y NIGAN (176) han observa
do también aumento de los niveles de dcido sidlico unidos a /
otras sustancias del suero en pacientes con cancer. El 4cido /
sialico es un componente estructural de muchas glicoproteinas,
y en este sentido WERNER (177) estudié con detenimiento la rela
cién existente entre las glicoproteinas y el cdncer; no debemos
olvidar en ese sentido que dos de los principales marcadores tu
morales el carcinoembrionario y la alfafetoproteina son glico-/

proteinas.

WINZLER (178) observé que en los pacientes con cdncer exis
tian variaciones estadisticamente significativas en los niveles
de 4cido sidlico unido a las proteinas, pero dicho estudio no /
aporté mis datos porque los aumentos eran similares a cuando /

los pacientes sufrian solo enfermedades inflamatorias.

Con respecto a la 82m las cifras que obtenemos en el gru-
po patolégico son de 3,96 £ 1,17 pg/ml siendo para los varones

de 3,84 + 1,11 y de 3,93 + 1,32 ug/ml para las hembras.

Dichos resultados coinciden plenamente con lo publicado /
por otros autores como POULIK (179), SHUSTER (148) y TEASDALE /
(158) que dan cifras que rondan a los 4 pg/ml.

El estudio de correlacidén realizado entre el .LSA y la g2m
en los pacientes con cancer refleja un coeficiente pobre de /

0,53 pero con una alta significacidén estadistica p < 0,001.

Cifiéndonos ya a las distintas patologias estudiadas vamos
a comenzar por la enfermedad de Hodgkin y el cdncer de pulmén /
que son los dos grupos mas numerosos incluidos en nuestro estu-

dio.

51 individuos forman el grupo del cancer de pulmén, 49 va
rones y dos hembras. La‘edad media del grupo es de 57,54+ 9,67
afios siendo de 58,08 + 8,71 para los varones y 44,50 * 26,16 pa
ra las hembras. Los valores de LSA para dicho grupo son de /
27,84 + 10,97 mg% siendo de 27,78 * 11,17 para los varcones y /
29, 24 + 4,76 para las hembras. Al igual que ocurrid con el [/

grupo patolégico no existen diferencias significativas entre la
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edad y el sexo, pero si la existe evidentemente cuando se la /
compara con el grupo control como vimos en el apartado de resul

tados.

La especificidad de la técnica es muy alta del 93% ya que
de los 51 individuos estudiados solo 11 dan valores normales de

LSA.

Los valores obtenidos por nosotros coinciden plenamente /
con los publicados en la literatura, asi, KATOPODIS (136) da ci
fras de 28,7 mg% en un estudio que incluye a 93 individuos con
ciancer de pulmén, DNISTRIAN (138) da cifras de 29,8 + 10 mg% vy,
MUNJAL (173) en su estudio que incluye a pulmén)colorﬁctal y ma
ma obtiene los valores mds altos con cifras de 31,8 mg%; las /
otras dos patologias dan valores inferiores, pero cuando él lo
compara con otro marcador tumoral como el CEA, el cancer de pul
mén ocupa el segundo lugar, tras el colorectal, y RAYNES (180)
da cifras de 28,2 + 11,4. Para este autor el test de LSA no es
lo suficientemente bueno para la deteccidn del cancer de pulmén
esa es la opinidén de otros autores pero muchos de ellos como /
DNISTRIAN (138) opinan que la combinacién de LSA y el CEA es /

enormemente Util en el cancer de pulmédn.

Dentro de la patologia del cancer de pulmén es normal ha-
cer la distincidén entre adenocarcinoma oat-cell y epidermoide.
Un solo trabajo hemos encontrado en la literatura y se debe a /
DNISTRIAN (159) para él1 los adenocarcinomas dan valores de LSA
de 25,8 mg% mientras que las oat-cell la dan de 27,8 mg%; y los
epidermoides 25,1; dichas cifras no se diferencian estadistica-
mente ni entre si, ni con el grupo de cancer de pulmén en gene-

ral que en dicho trabajo es de 27,0 mg%

Cifras similares obtenemos nosotros ya que en 34 epider-/
moides obtenemos un valor de 28,86 + 10,36 mg% en 4 adenocarci-

nomas cifras de 29,25 + 12,48 y en 13 oat-cell valores de -/

24,48 + 10,98 cifras que no son estadisticamente significativas
ni entre si, ni con respecto al grupo de céincer de pulmén en ge

neral.

La B2m dentro del cancer de pulmén nos da unos valores de

3,46 + 1,42 yg/ml siendo para los varones de 3,48 * 1,43 y de /
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3,10 + 1,56 para las hembras. La senéibilidad es asimismo muy
alta, del 96% ya que solo 10 pacientes obtuvieron valores norma

les.

En vista de lo comentado anteriormente con respecto a los
adenocarcinomas;oat—cell y célula escamosa, dado que las cifras
son practicamente iguales hemos estudiado a los canceres de pul
mén como si fueran un solo conjunto al igual que han hecho otros

autores (152).

En el estudio hecho por POULIK (152) no especifican los /
niveles medios de B2m sino que indican solamente cuantos pacien
tes tienen cifras por encima de 3 pg/ml. POULIK realiza dos /
grupos no especificando si se ha seguido algun criterio para fo
‘marlas o simplemente han sido formadas al azar; el primer grupo
compuesto por 25 individuos, 16 tuvieron cifras superiores a los
3 ug/ml lo que supone un 64% de positivos, mientras que el se-/
gundo grupo que repetimos ignoramos de que se trata consta de /
24 canceres de pulmén y sélo 4 tienen cifras superiores a los 3J

pg/ml lo que supone un 16,7% de postividad.

En nuestro caso de 51 individuos estudiados como comentd-
bamos antes, 41 dieron cifras por encima de los 3 pg/ml lo que
indica una positividad muy alta del 80%. POULIK no explica en
que estadios se encuentran los enfermos estudiados y podria dar
se la circunstancia, especialmente en el segundo grupo, que la
mayoria de las neoplasias pulmonares estuvieran poco evoluciona

das, lo que explicaria la falta de positividad.

En cuanto a la correlacién de los dos parametros estudia-
dos el coeficiente fue bajo de 0,48 y la significacidén estadis-

tica alta con una p < 0,001.

16 pacientes con enfermedad de Hodgkin incluimos en este
estudio de los cuales 13 son varones y 3 hembras. Las cifras /
obtenidas para cada uno de ellos con respecto a la edad fueron
de 35,37 £ 14,25, 37,69 + 14,68 y 25,33 + 6,65 afios respectiva-

mente.

Los valores de LSA obtenidos fueron al igual que encontra
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ron otros autores,los mas altos; en nuestro caso, solo fueron /
superados por el hepatocarcinoma y el cancer de mama como vere-
mos mds adelante, pero hay que tener en cuenta que el nimero de
individuos estudiados en estos dos ultimos casos fué sensible-/
mente inferior a los Hodgkins. FE1l grupo de Hodgkin dié unos va
lores de LSA de 37,56 * 14,81 mg% siendo de 35,28 + 15,59 para

los varones Yy de 47,42 + 2,81 para los hembras. No hemos podi
do precisar si existen diferencias significativas con respecto

al sexo, al incluirse en el estudio solo a 3 hembras.

Estos resultados se encuentran por encima de los hallados
por otros autores, y asi KATOPODIS (136) en 51 pacientes con /
Hodgkin, encuentra cifras d