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Lo historjo natual de la enfermedad conceroso nos permite /
afirmor que el proceso comienza por una fose de crecimiento local y com
portomiento clinico silente. En esta fase, lo posibilidad de curacién /
del céncer es factible, coso que se va volviendo dificil o imposible en
etapos posteriores, cuando lo masa tumoral es mayor o yo existe disemino
cidon. El médico, conocedor de esta realidad ha tratado, desde hoce afos,
de encontrar el medio o los medios pora reolizar un dioagnéstico precoz y
detector la enfermedad en esta primera fase con el fin de oplicar un tro
tomiento curotivo. Este interés es el que justifico todos los esfuerzos
en la lucha contro el céncer y los, no pocos, planes de los compofios de
prevenciénSin embargo, son estas causas y otros diversaos (por ejemplo,el
llomado diognéstico precoz no es posible realizarlo en todos los cénce /
res) las que condicionan que en pocos acasiones se obtengan los frutos /

que se pretenden.

Por todo esto, los investigadores en el campo de la coancerolo
gio han tratodo de encontrar un marcador bioldgico que permita, por el /
sélo hecho de su reconocimiento, diaognosticar, casi con certeza o con /
fiabilidad absoluta, la presencia del proceso maligno y, eventuolmeﬁte,

conocer su origen y por tonto su topogrofia.

Los estudios llevodos o cobo sobre la alfaofetoproteina, el /
ontigeno carcincembridnario... y otros marcadores conocidos (bioquimicos,
antigenos embrionarios, hormonoles, enziméticos, etc), han representado,
indudablemente, logros positives en esta linea de investigocién, pero es
tamos adn muy lejos de alcanzar el desiderctum del diagndstico precoz /

biolégico del céncer y de su localizacién.
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Preocupados nosotros por estos problemos, presentomos aqui,
como trobojo de investigocién para obtener el grado de Doctor, los re /
sultados de la valoracién de la alfe-l-antitripsing en el enfermo cance
roso, pora poder precisar si la determinacién de este pardmetro puede /
tener interés y utilidod en el camino del reconocimiento de los tumores
molignos. Hemos elegido la alfa-l-antitripsino parque, siendo el princi
pal inhibidor sérico de las proteasas, podrion estar relacionados sus /
niveles con la supvesto maso tumoral yo que, como se sabe, los tumores
tienen alta actividad protedsica lo que, en cierta medida, puede facili
tor el crecimiento y lo diseminocién tumoral. Si el resultado de nuestra
investigacion fuese positivo, es decir, Otil paro detectar lao presencia
de enfermedad tumoral maligna, podrio aplicarse este aspecto, no sélo /
paro el diognéstico, sino tombién para lo evaluacién terapeituca, el se

guimiento de los enfermos y para estudios epidemiolégicos.

Paro poder obtener conclusiones, hemos hecho los determinacio
nes de los niveles de alfo-l-ontitripsina en el suero de una poblacién /
de enfermos tumorales, compardndo los resultados con los encontrados en
un grupo de individuos normales y otro de enfermos ofectos de otros prg/

cesos, no tumorales,

QOtros ensoyos colaterales se hon realizado pora aclaror olgg/
nos puntos sobre el comportamiento y distribucién de lo olfa-l-ontitrig/

sino en el organismo humano.

Como por motivos de tiempo era imposible hacer un seguimiento
de los niveles de alfo-l-antitripsina desde el inicio del tumor hosto lo

muerte del enfermo o hosta el momento de la curacién cierta, paro asi po
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der relocionor niveles del inhibidor de proteosos con moso tumorol, /
hemos realizodo un estudio experimental, porolelo o los estudios clini /
cos, en el que nvestra intencidn primordial ho sido lo de poder correla
cionar el nivel de octividad antitripsico con el volumen o cuantio de /
la masa tumorol. El modelo experimental escogido ha sido lo inoculociodn
del tumor oscitico de Ehrlich o onimcles de experimentacién heciendo vo
lorociones en svero y en liquido ascitico, parc conocer las modificocio
nes de dicha actividod antitripsico local (ascitis) y general (suvero) ,
en funcion del peso del tumor y de la celularidad del mismo, esto es,en
funcién de lo masa tumoral en los distintas foses del desarrollo de lo

enfermedod.

Nuestros resultados, tonto clinicos como experimentoles, nos
permiten afirmar que la alfo-l-antitripsinog, con las salvedodes que en/
el texto se comentan, puede ser Util como marcador de lo enfermedad tumo

ral moligna.



2. ALFA-]1-ANTITRIPSINA

Revision,
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2.1, ACTUALIZACION DEL PROBLEMA

Codo sistema enzimbtico se compone de un proenzima o precursor,
un coenzima o activador y un antienzims o inhibidor. Dodo que lo homeos-
tasis del .organismo depende netomente de lo actuacién de los sistemos en
ziméticos, que resultan imprescindibles, y que el estudio de cualquiera/
de esos factores enumerados nos pueden ofrecer una visidén de la situacién
del sistema enzimético y de sus posibles alteraciones, resulta iustificg/

do el creciente interés en lo determinocién de los mismos.

En este sentido, el estudio de los proteinos plasméticas, donde
radicon lo mayorio de estos componentes, se inicié en 1850 cuando, por /
primera vez, se obtuvo una separacién en dos grupos (de acuverdo con le 5o
lubilidad y precipitacidn mediante la acidificecién del plasma con écidos
débiles): albiminas y globulinas. En 1.886, KANDER diferencié estas pro /

tefinas segin que precipitabon al 50 % de saturacién con sulfato aménico /

{globulinas), o o saturocién cosi completa (albdmino).

Pero el gron ovonce en el estudio de las proteinos plosméticos
se obtiene con TISELIUS, en 1937, que encontrd diferente comportomiento /
de las proteinas cuando ero; sometidas o lo accidn de un campo eléctrico.
En estas condiciones, y de acuerdo con el pH, fuerza iénica, etc. mos¥r0~
bon velocidodes de desplozomiento diferente, lo que permitié separar cuo-
tro grupos que, ordencmos de moyor o menor velocidod hocio el polo positi
vo, resultaron ser: albimino, alfo-globulina, beto-globulina y gommo-glo

bulina. Era la electroforesis libre.

Con diferentes sustratos (papel, aolmidén, gel de ogor o de oga
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rosa, poliacrilamida, aocetato de celuloso) se conseguiria simplificar el /
problema, ol mismo tiempo que se ibo aclarando ol adquirir nuevos conoqi/
mientos. Por ejemplo, sobre acetato de celuloso se consiguen més fraccio-
nes: albimina, alfa-l-globulina, alfa-2-globulina, beta-l-globulina, beta
2-globulina y gamma globulino (de mayor o menor velocidad hocio el énodo)

osi como el fibrindgeno entre beto y gamma, caso de utilizor-plosmu.

El siguiente gran avance viene determinado por el desarrollo de
la inmunologio y la posiblidad de preparar antisveros frente o los compg/
nentes proteicos del plasma. GRABAR y WILLIAMS (1.953) comienzan la inmy
noelectroforesis (electroforesis clésica ton enfrentamiento ulterior de /
las proteinas al ontisvero mono o poliespecifico). Asi se identifican [/
gran nimero de proteinos, fruto de lo heterogeneidud de coda grupo antes
descrito; esto es, proteines con igual punto isoeléctrico, pero con carac
teristicas morfoldgicas y funcionales diferentes. Derivados de la inmuno-
electroforesis se han vtilizado otros sistemas de andlisis: inmunoelectro
foresis bidimensional, electroinmunodifusidén, inmunodifusién rodiel, o /
los que se han unido la nefelometrio, el radioinmunoondlisis, etc., todos
ellos tendentes, no yo o la identificacién cuolitotive de la proteina ob-
jeto del estudio, sino @ la cuvantificacién de la misma. Con el complemen-
to de la ultracentrifugacién analitica, se ha podido completor el estudio
de las distintas fracciones proteicas, ol poder llegar o determinar el pe

so moleculor en cada caso.

Este conjunto de técnicas nos lleva o poseer un espectro amplio
de coracteristicos de cado proteino: corocteristicas fisicas,quimicas, /
genéticas, biolégicas, etc., propiedades, que, una vez conocides, han per

mitido el anélisis de la funcién especifico, de las interrrelociones y ,

v
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en definitive, de los distintos "sistemas funcionacles" con activadores, /
inhibidores, etc. Estos sistemas gozan de una regulacién (positiva o negga
tive) y de una fisiopatologio que puede explicar algin mecanismo patogéni

co de ciertas enfermedades humanas.

El problema, as{ plonteado, seria lo investigacién de los aspec
tos biolégicos y clinicos de las proteinas plasméticas con vistos a diLg/
cidar el papel que puedan jugor en distintos procesos patoldgicos o en el

normal funcionamiento del medio interno.



T
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2.2. CONCEPTO

Aunque el poder ontitripsico del svero humano se conoce desde /
1.897 (CAMUS y GLEY) (71), y posteriormente con los trabajos de LANDSTEI-
NER (1.900) (294) y DELEZENNE (1.905) (118) no fué sino hasto 1.952(456)
cuondo se ;ogré individualizar, encontrando dos inhibidores de la tripsi-
no y comprobondo que uno de ellos inhibe, ol mismo tiempo, la plasmina.
En 1.955, JACOBSSON, (242) demuvestra que el 90 % de lo capacidod de inhi
bicién de la tripsina (T.I1.C.) se localiza en la zono alfo-1 del espec /
tro electroforético de los proteinos plasmfticos, mientros que el 10 % /
restante reside en la zona alfo-2, sugiriendo que los inhibidores de la /
tripsina y plasming que se localizan en lo banda alfo-2 son idénticos, yo
que ambos actividades aumenton en el sindrome nefrético y, odemds, la adi
cidén de tripsina, copoz de fijar todo el inhibidor alfo-2, produce un des
censo de la capacidad de inhibicién de lo plasmina. En 1.955, SHULMAN /
(457) encuentra un tercer inhibidor de lo tripsino, que no supera el 1% /
del T.I.C. totol del suero y que se localizo en la bando de la albimina;
este Gltimo tiene tombién cupo;idod de inhibicién de la tromboplastina.
ERIKSSON, en 1.965, (139) en un amplio y meticuloso trabajo ratifico la /
existencia y lo respectiva importancio de los tres inhibidores conocidos,
encontrando otro no fundamental en lo zono gommo del espectro electroforé
tico, que supone el 1-2 % del T.I.C. total, peroc que no aparece en todos
los cosos, ni siquieroc en algunos estudiados con gammapatfd monoclonal.En
este mismo afio, se identifico un nuevo inhibidor de lo tripsino en la zo-
no interalfa, denominado inhibidor inter-alfo o proteina®r (pi), aislado
por STEIMBUCH y HEIDI} es més potente que el inhibidor localizado en la /

zona alfo-1 y necesito Zn para ejercer su accién,
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En 1.955, SCHULTZE (139), denomino alfu-1-3-glicoproteina a lo
proteina, sitvade en lo zona alfo-1-, sobre la que reside el 90 % del /
T.I.C. La denominocién se debe o su localizacién electroforética y a sv /
composicién (polipéptido con carbohidratos). En 1,962, el mismo SCHULTZE
(447), la identificé como la proteina sobre la que descansa la moyor por-
te del poder antitripsico del suvero humono y, desde entonces, se llamoré

olfo-l-ontitripsina.

Asi pues, lo glfo-l-antitripsina no es més que un enzima, glico
proteinu'situadu en la zona dé los alfo-l-globulinos (es su moyor compo /
nente) con caopacidad de inhibicién de la tripsina, asi como de otros enzi
mos a los que nos referiremos posteriormente, y que supone el 90 % del /

T.I.C. sérico.
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2.3. HISTORIA

Desde 1.955 (JACOBSSON) (242) se sabe que en lo zona alfa-1 del
espectro electroforético se sitta el 90 % de lo octividad de inhibicién /
de lo tripsino del svero. En 1,963 (LAURELL y ERIKSSON) (305) demuestran
que lo bando alfo-l-globulina de lo electroforesis en papel o en ogar eﬁ/
téd compuesta fundamentalmente de alfo-l-ontitripsino, por lo que en esto
proteino es donde hay que buscar el moyor componente de los inhibidores /
de proteases circulontes. Esto ho hecﬂo pensar desde 1.975 (TALAMO) (474)
que actlOo probaoblemente como un control de broteccién contra los efectos

» » ’ s
enzimdticos enddgenos o exdbgenos.

Se puede ‘encontrar en suero, secrecién nasal y bronquial, légri
ma, orina, leche, colostro, heces, saliva, l{quido cefalorroquideo, liqui

do sinoviol, jugo duodenal y liquido omniético.

Su efecto se debe o lo formocién de un complejo inactivo con el

enzima proteolitico (RIMON y Cols. 1.966).

Tiene poder inhibidor sobre diversas enzimas proteoliticas:trip
sina, quimotripsina, elastaso, colagenasa, plasmina, trombino y proteasas

de los lisosomos de los neutréfilos.

En 1.967, FAGERHOL y LAURELL (154) ponen a punto un método de /
determinacidén del fenotipo caracteristico de la alfo-l-ontitripsina de cg
do individuo, basado en una inmunoelectroforesis bidimensional, lo que /
permite determinor un "espectro de picos” de lo que se ho venido llamondo

sistema Pi, de acverdo con el perfil que se observa en funcién de la movi
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lidad electroforética, Los individuos pueden ser normales (Pi MM, alfo-1-
antitripsina sérico normal), deficitarios homocigéticos (Pi ZZ, olfa-l-on
titripsina extremodaomente bajo) o deficitarios heterocigéticos (pi MZ, /
alfa-l-antitripsina boja), si bien existen fenotipos intermedios debido al

gran nimero de olelos descritos,

Desde 1.963 (ERIKSSON) (143) se sabe que el déficit dé alfo-1-
antitripsino se osocio a enfisema de tipo ponlobulillﬁr, y desde 1.969 /
(SHARP) (454) que se asocio o cirrosis infantiles o del odulto. En los ca
sos de déficit se hon encontrodo ocimulos de alfo-l-ontitripsina onémala/

en el higado (SHARP, 1.971) (452) ;(GREENBERG, 1973) (198).

En ofios posteriores se han ido describiendo cuadros clinicos con
niveles bojos de olfo-l-ontitripsina: pancreotitis crénica, Glcero péptica,
osma reaginico, enfermedod celiaca, sindrome de la membrana hiclina, panar
teritis, glomerulonefritis, esclerosis miltiple, mucoviscidosis, uveitis,
poniculitis, ortritis reumatoide, etc., asi como elevociones en: infeccip
nes agudas o crdnicos, postvacunacidén antitifica, postoperatorio, trotamien
to con estrdgenos o con anticonceptivos orales, embarazo y tumores malig /

nos.
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2.4, EVOLUCION DE LOS CONOCIMIENTOS FISIOPATOLOGICOS Y DE SU SIGNIFICACION

CLINICA

En 1.965, ERIKSSON (139), publica su trabajo sobre la determina
cién de la copocidad sérica de inhibicidén de la tripsina (T.I.C.) vtili /
zando un método enzimdtico consistente en enfrentar tripsino y un sust;g/
to en presencio de suero. En lo que se refiere ol sustrato, DYCE y /
HAVERBACK (130), ya hobien vtilizado en 1.960 el BAPNA (benzoil-arginino-
p-nitrognilina), mientras que HOMER, KATCHMAN y ZIPF (1.963) (226) vtili-
zaron BAEE (benzoil-aorginino-etil-ester-hidrocloride) y SCHON, RASSLER y
ALTER en 1.962 (446), el BAA (benzoil—d-l—urﬁininc-beta-noftiIOminu). Di-
che actividad la mide en mg. de tripsina inhibida por ml, de svero, sjien-
do el volor normal “aproximodamente de 1 mg/ml. utilizando BAPNA segln el
método de ERLANGER, KOKOWSKY y COHEN descrito en 1.961 (145), basado en /
lo medida colorimétrica de los grupos nitro-onilina liberados por la / ,
hidrélisis tripticd del sustrato. Paralelamente, realizo uno standariza /
cién con un inhibidor sintético derivado de la soja (ST1) o con svero con
trol, notando que con STI el porcentaje de inhibicidén no vario con la con
tidad de inhibidor ofiadido (proporcién estrictamente linecl: 1 mol de STI
inhibe 1 mol de tripsina). Sin embargo, con svero control (normal), el /
porcentaje variq, descendiendo al afiadir mds de 50 mol. de suero, siendo
ese descenso por debajo del 80 % (proporcién lineal hosto el 80 %). Los /
valores de T,I.C. encontrados en 50 varones tenfion uno cifra media de /
1,077 + 0.148 mg/ml. y en 50 mujeres 1.034 + 0.127 mg/ml. Un método mbs /
sencillo pero menos exacto consiste en usor como sustrato gelatina de pla
cas rodiogréficos, sobre lo que se depositon diluciones conocidas de trip
sina con contidod fijo de svero. Lo digestién del sustrato por lo tripsi-

na se materiolizo por halos blancos sobre fondo negro,
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ERIKSSON en su trabajo, investiga la separacién electroforética
de los inhibidores de las tripsina. Previomente, JACOBSSON (1.955) (242)
habio demostrado que el 90 % del T.I.C. se encuentro en la zona alfae-1 /
del espectro electroforético y el 10 X en lo zona alfa-2, En 1.962, /
SCHULTZE, HEIDE y HAUPT (447}, habion identificado el inhibidor alfo-1 /
con un peso molecular aproximodo de 60.000. Sus hollazgos los resume /
ERIKSSON en el siguiente cuadro de inhibidores de la tripsino (por elec

troforesis en agarosa):

1. Inhibidores fundomentales:
a.- Zona alfo-1: 90 % del T.I.C, totol (oproximadamente)

b.- Zona olfa-2: 10 % del T.I.C. totol (aoproximodamente)

2. Inhibidores no fundamentales:
a.- Zona albdmina: menos del 1% del T.I.C. total (aproximodg
mente).
b.- Zona gammao: 1-2 % del T.I.C. total (aproximodamente). No

constante. .

ERIKSSON estudia la estobilidod de los inhibidores de lo tripsi
no en base o los resultados obtenidos por SHULMAN (1.952) (456) quien de
mostrd que la inhibicién de la tripsina y de lo quimotripsina desciende /
al 10 % de su valor normol en 20 minutos a 602 C mientras que la inhibi /
cibén de lo plaosmina no varia y se mantiene en cifros superiores al 60 % /
después de dos horas a 602 C, y de los trobojos de SCHULTZE (1;962) (447)
que inactiva el inhibidor alfa-1 o pH 4.5 a 562 C, ERIKSSON, demuestre /
que o pH 7.4 y a 602 C, después de 10 minutos, quedo.el 50 % de le inhibi
cién alfa-1; después de 20 minutos,quedg un 35 % y después de 30 minutos,

s6lo un 30 %. Asi mismo, objetiva que a pH 5.1 desciende con mayor inten
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sidad y ropidez la inhibicién, Sobre la inhibicién de la zoneo alfa-2, el /
efecto es menor. Con ocetona se produce la inactivacién del inhibidor alfo-
1 siendo dependiente del pH {0 pH de 7 hay que offadir més acetona}; con /
cloroformo, los resultados son similares. Lo variacién del inhibidor olfa-
2 es menor en ambos cosos, por lo que se puede estudiar el iﬂhibidor alfo-

2, inoctivondo el alfoe-) con acetona,

ERIKSSON (139) analizo una serie de 38 pacientes con disminucién
de lo bonda alfa-1 del espectro electroforético asi como disminucidn del /
pico de alfa-l-ontitripsina (A-1-AT) en lo inmunoelectroforesis en gel de
agar, con disminucién de la movilidod de ese pico, ensayo que fué posible
grocias o los trabojos de LAURELL y ERIKSSON (1.965) (306) que prepararon
ontisvero anti-A-1-AT, En los individuos con déficit de A~1-AT' (término /
ocuiiodo por LAURELL y ERIKSSON en 1,963 (305) ) poro aquellos que rey /
nion tres condiciones: disminucién de la bando alfa-1 en electroforesis so
bre popel, sélo restos de A-1-AT de menor movilidad en lo inmunoelectrofo
resis y ausencia de otras anomalias proteicas) el valor medio de T,I.C. /
encontrado era 0.25 4+ 0,05 mg. de tripsino inhibidos por ml, de suero (23%
del normal) sin ;ncontror variaciones en la determinacién del inhibidor /
alfe-2 (0.15 + 0.03 en los deficitorios alfa~l frente a 0.13 + 0.02 en los

normales), previa inoctivacidn con acetona del inhibidor.

Continuvando su investigacibn, estudia el T.I.C. en 14 fomilies
con un caso cada uno de individuo deficitario olfo-l-antitripsina. Inclu-
yendo los controles, estudia un total de 213 individuos, observando que /
lo distribucién del T.I,C. es trimodal, El nivel més bajo (déficit homoci

gético) se asocia a un T.I,C. medio de 0.24 mg/ml; el grupo intermedio /

(déficit heterocigético) tiene un T.I.C. medio de 0.67, y el grupo normal
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tiene un T.I.C. de 1.10 mg/ml. El margen de los heterocigéticos se define
entre 0.40 y 0.80 y concluye que el déficit de A-1-AT se trasmite por un

gen autosdmico recesivo, La frecuvencio de los homocigbticos, para este /
gen, se calculo en 0.00057. Segin el equilibrio de Hordy-Weinberg, lo fre
cuencia génico colculada por ERIKSSON en Suvecio fué: 0a:0.024; Aa:0.047.

Siguiendo el estudio de los enfermos deficitarios de A-1-AT, de
un total de 33 casos observa que 23 tienen uno bronconeumopatia crénica /
obstructive deduciendo que aombos situaciones se asocion, sinlencontror /
ningin tipo especiol de bronconeumopotio crénica relacionada. El rosgo co
min es un enfisema de zonas basales con grove insuficiencio ventilatorig,
sugiriendo un papel del déficit de A-1-AT en el desorrollo de enfisemo /

primario,

En 1,966, METAIS y Cols (352) estudion el T,I.C. (utilizondo co
mo sustrato BAEE) en sujetos sanos, encontrondo una cifra medio de 1.1l
mg/ml. con elevociones en enfermos con afecciones hepéticas {cirrosis, /

hepatitis virel, ictericio obstructiva) y pancreéticas,

En un trobajo(GANROT),uporecido en 1.966 (171), el outor separa
por filtrocidén del sverc en SepHudex G-200, tres frocciones globulinicas:
una que contiene A-1-AT, otro que contiene inmunoglobulinos y una tercg/
ra que contiene mocroglobulinu;. Esto macroglobuling es lo protefna "fija
dora” de tripsina que HAVERBACH y Cols., identificoro# en la zona alfo-2
en 1.962 (216) y que MEHL y Cols (349) yo la denominaron alfa-2-mocroglo
bulina en 1.964. Ahorc, GANROT la identifica como una proteinag homogénea

pero con dos fracciones: una termoldbil y otro termoestable.
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En 1967, GANROT y Cols (174), estudion 233 diabéticos o losque
se determina la olfo-2-macroglobulina, lo haptoglobina y la A-1-AT, en /
contrando elevaciones significativas con respecto a lo poblacién normal, /
salvo en el caso de lo hoptoglobino y de lo A-1-AT en los diabéticos jéve

nes, en los que no existen diferencios estodisticomente significotivos,

GANS y TAN (1.967) (177) demuestran que la A-1-AT es, también ,
un inhibidor de lo trombina y de la plaosmina al concretar que la copaci /
dad ontitrombino y ontiplosmina es bajo en los individuos deficitaorios de
alfa-l-aontitripsina, én este sentido, ese mismo afio FANROT y Cols sugieren
que la plasmina también es inhibide por lo alfo-2-macroglobulina (a razén
de mol a mol). HORNE y Cols (229) en 1973, corroboraon estos hollazgos es-
tudiando la actividad antiplasminica de las olfo-1 y alfo-2-globulinas /
'del suero en ratas a los que se inyecto estreptoquinasa sérica humono y /
plasmina humaono o de rata, -

BRUN y Cols (1.967) (64) revisan los tres casos de déficit de /
A-1-AT oparecidos en 1.966 (BRISCOE (60), MAZODIER (343), TALAMO (476) )
y determinon el poder ontitripsico del:suero en enfisematosos y en otros
bronconeumépotas crénicos (143 cosos en total) encontrando cuatro defici
tarios severos y nueve intermedios, que correspondion o homocigéticos y /
heterocigdéticos respectivamente, No encuentran clora correloccién con lo
taso de alfo-l-globulino, hecho yo destacado en el clésico trabajo de /
ERIKSSON (139). Con este autor, BRISCOE y KUEPPERS (60),piensun que la [/
destruccién del tejido pulmonar se debe o enzimas proteoliticos, endbge /
nos o exdgenos, liberodos en los procesos inflomatorios broncopulmoneres
bocterianos o viricos: proteasas bocterianos, leucoproteasas, enzimas pro

teoliticos de origen macréfago, todos ellos inactivados normalmente por /



lo A-1-AT,

En 1.967 aparece el importantisimo trobajo de FAGERHOL y LAURELL
(154) usando electroforesis en gel de olmidén a pH écido (4.95), seguida /
de electroforesis en ogorosa conteniendo antisuvero anti-A-1-AT. Esta se /
cuencia produce uno precipitacidn en varias bandas que pueden ser explica
dos por 7 alelos codominantes (desde F: fost, hasto S: slow, dependiendo
de su movilidad). Lo bunda del deficitario se denominard Z siendo el homo
cigbtico deficitario ZZ, el heterocigbtico deficitorio MZ y el normal MM,
Esto lo consiguen los outores analizondo sueros con distintos patrones /
proteicos en lo zono alfo-1, Este método, "en doble poso” o "bidimensio /
nol” (electroforesis cruzada) permite lo identificacién de varios fenoti/
pos, formados, cadae uno de ellos, por dos bandos fundamentales, que se de
nominan de acuerdo con lo movilidad y que no representan més que uno espe
cie molecular code uno, de los cuales es responsable un alelo en cada co
so. Lo tipificacién del fenotipo de alfa-l-antitripsino es yo realizable.
Los outores sugieren llomar Pi (Protease inhibitor) o este sistema yo que
es la proteino con moyor capacidod de inhibicidén de proteasas y, ademés ,
no sélo inhibe lo tripsina. En este sentido, BAUMSTARK (1.967) (30) evi /
dencia que tonto en lo zona alfa-1 como en la dlfo-2 existe actividad /

inhibidoro de la elastasa.

En 1,968, SCHUMACHER y Cols (449), estudion los elementos pro /
teicos del moco cervical femenino, mediante inmuncelectroforesis e inmuno
difusidén radiol, encontrondo lo presencic de A-1-AT con modificaciones ci
clicos (descenso en fose preovulatoria con ascenso en fase postovulotoria)

que se ponen en relacidén con la moyor o menor actividod estrogénica.
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TALAMO y Cols. (1968) (475) estudian seis fomilias en las que el
probando es un deficitorio de A~-1-AT con enfermedad pulmonar, con un total
de 96 sveros.De este estudio familiar sugiere un tipo de herencio outosdémi
ca recesiva yo que el estado deficitario ocontece en los dos sexos y la /
proporcién en estas fomilias es de 25 % homocigéticos, 50 % heterocigéti /
cos y 25 % normales. Concluye, osi mismo, que los homocigéticos deficita /
rios pueden detectarse por cualquiera de los métodos utilizados (elect;g /
foresis en acetato de celuloso con el fin de ver el pico de alfo-l-globy /
lino,medida de la actividod antitripsico total segin el método deERIKSSON,
difusidn radicl en gel de agorosa conteniendo antisuvero y electroforesis
en gel de ogoroso poro diferencior visvalmente y de uno forma‘grosero las
variontes moleculares). El doto que resaltc es que los valores normales /
tienen un solopamiento con los de los deficitarios intermedios o heteroci
géticos, aunque por inmunoelectroforesis bidimensional se pueden diferen-
ciar (ZZ: homocigéticos, MI: heterocigéticos, MM: normales). Lo concentra
cién de A-1-AT y el T.I.C. guardon relacién estrecho (r = 0.81) en los /
homocigéticos.,

|

En 1.968 y 1.969, aporecen dos trobojos importontes sobre la /
usociocié; de déficit de A-1-AT y patologic respiratorioc. El primero de /
ellos, se debe o LIEBERMAN y Cols (324) que miden el T,I.C. en lo pobla -
cién normol (0.85 - 1.60 mg/ml.), en los heterocigéticos (0.4 - 0.85) y /
en los homocigéticos (menor de 0.35). Parolelomente, determinon la alfo-1
globulina mediante electroforesis en membranas de acetato de celulosa, co
rrelacionondo bien ambos valores ( p <0.001). En cont;uposicién, no eﬂ/
cuentran correlacién entre el T.I.C. y lo concentrocién de olfa-2-globuli
na. En los individuos deficitarics homocigéticos no se encontrd alfo-1- /

globulina en el espectro electroforético o un pico minimo; en los hete:g/
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cigbticos, se vié un pico menor al normal (siempre menos de 20 mg/100ml).
En la poblacién de enfisemotosos que analiza el avtor, encuentro un 18.1L %
de heterocigdticos mientros que en lo poblacién normol es de 4.7 %; lo di/
ferencia es altamente significativo (p <0.001). En 1.971, en un editorial
del Br, Med. J. (132) se describen los rasgos clinicos més corocteristicos
de este enfisema asociodo al déficit enzimético: historio familiar, comien
_ zo de disnea de esfuerzo ontes de la 59 década de la vido y olterociones /
fundomentolmente en las zonas basales pulmonares. Afos mds torde, BOHACANA
y Cols (1.979) (52) caracterizan el grupo de los deficitorios por: l).opg
ricién precoz de sintomos, 2). clterocién del estudio gommogréfico, 3).
evidencia radioldgica,en muchos casos, de enfisems pulmonar con bullas, o
veces, en las zonas bﬁsoles, 4). hipoxemic sin hipercapnia y 5). mayor o /
menor reduccidén del flujo méximo espiratorio, ounque aclara el avtor que
estos purfmetros no siempre son Gtiles pare diferencior ¢ lo persona con /

déficit de lo que no lo tiene.

El segundo trabuojo oparecid enm 1.969; se debe a LEMERCIER y Cols.
(311) que estudion el svero de 2021 donantes y 244 enfermos respiratorios,
encontrande 4 y 6 casos respectivamente de descenso de la actividad, con /
clvyendo que el déficit deé A-1-AT es raoro, y menos frecuente que lo enfer
medad pulmonar, asi como que sélo el estudio familior permite distinguir /
un sujeto heterocigdtico de un sujeto genéticamente normal, con octividod

baja de ontitripsing.

Por primera vez, SHARP y Cols, describen en 1,969 (454) el caso
de un paciente con cirrosis hepdtica en el que encuentron déficit de /
A-~1-AT. Poco tiempo después, en 1.970, ALPER y JOMNSON, (12) revison el /
estodo octual de la asociacién entre déficit y patologio respiratorio «a
la vez que exponen su experiencio de cuatro nifioz deficitarios con hepati
tis neonotol confirmodo por biopsio, intervale libre posterior de dos § /

més ofios y cirrosis juvenil subsiguiente.

TALAMO y Cols, (1.971) (480) presenton el caso de una nifio de
13 afios con enfisemo panlobulillar, demostrodo per biopsio, con déficit /
hereditario de A-1-AT,
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- STEVENS y Cols. en 1.971, (464) estudian una serie de pacientes
con enfisema, de los cuales un grupo tiene uno concentracién de A-1-AT sé
rico de 25-60 mg % (7-15 % del valor nromal) siendo proboblemente defici-
tarios homocigéticos; otro grupo tiene unos volores medios de 100-205 mg#%
(30-65 % del normal) y se consideron deficitarios intermedios. Estas cog/
centraciones se correlacionon bien con los de alfa-l-globulinas en suero.
Todos los pacientes homocigéticos tenion evidencio radiolégice de enfise~
ma, particularmente en zonas basales, mientros que sélo los més viejos /
del grupo de heterocigbticos tenion signos radiolégicos de enfisema en 16
bulos inferiores (en la moyoria de los enfisematosos con nivel normal de
A-1-AT, la lesién es en zonas superiores). Estoblece una controversio so
bre si el individvo deficitario heterocigdtico estd propenso ¢ podecer en
fisema, concluyendo que, efectivamente, estos pacientes pueden desarro /
llarlo de uno formo idéntica al de los pocientes con géficit severo, pero
0 una edad mds avanzoda, teniendo los pacientes viejos heterocigéticos /
anormalidades radiolégicos y fisiolégicos idénticas o aquellos jévenes /

homocigéticos.,

Un avance importante en los aspectos fisiopatolégicos, se obtie
ne con el trobajo de MOSKOWITZ (1.971) (374). Dicho estudio demuestro pér
dido de actividad de A-1-AT sérica en presencia de cultivos de bacterias
Gram negativas, osi como por exposicidén o cultives liofilizados de Pseudo
mona ceruginosa, La incubacidn de antitripsino y un inhibidor produce uno
inoctivocién de lo ontitripsina, directamente proporcional al tiempo de /
incubocidén. La jnoctivacién de la ontitripsine por el inhibidor se produ
ce por accibn enzimbtica, mds que por ligomiento. Algunos gérmenes Gram /
negativos tienen capacidad de producir inhibidor. La infeccién bacteria /

no, concluye, produce una liberocién de leucocitos y de proteosos, que /



son inhibidos por lo A-1-AT, la cucl estd elevada en los infecciones. Termi
na sugiriendo que el efecto potolégico de la tripsina liberado en las ne /
crosis pancreéticos puede deberse, en parte, o un déficit de antitripsina

,_ .
seraca,

En este sentido, y en relocidén con la A-1-AT y potologic respi-
ratorio, LIEBERMAN y GAWAD (1,971) (319) deducen que el suvero humano inhi
be lo actividad protedsica de los leucocitos del esputo purulento, algo
que OPIE en 1.905 habio sospechado. Estos outores sefialan como ya en 1968,
JANOFF y SCHERER, habion obtenido la evidencio de que los grdnulos lisoso
males de los neutréfilos contienen una potente elastasa muy active o pH /
de 7. JANOFF y ZELIGS (1.968) observan que los extroctos lisosomales da /
fion la membrano basal vascular (las alterociones de los copilares son las
primeras en aparecer en el enfisema). LIEBERMAN y KANESHIRO (1.975) (320)
obtienen propiedades similares de los leucocitos del esputo purulento. /
GALDSTON y Cols (1.973) (169) encuentran evolucién més fovorable en defi
citorios de A-1-AT con niveles bojos de elastasa en los leucocitos. LIE/
BERMAN se refiere a como JANOFF encuentro que el principal inhibidor de lo
elostosa de los lisosomas es la A-1-AT, aunque OHLSSON (1.971) considera
que lo alfo-2-macroglobulina es iguolmente efectivao., JANOFF y BLONDIN /
(1.971) encuentran un inhibidor en la fraccién no gronular del extracto
neutréfilico, y aunque en bajo concentracién, puede jugar un papel en la
proteccidn, pero nunco contro una liberacién mosiva de proteocsos. Los ma
créfagos olveolares juegon un papel importante en le defense del pulmén,
y pueden dofiorlo. JANOFF y Cols (1.971) encuentron una elostosa en los /
extractos de estos células, pero tienen un 10 % de la octividod de lo /
elostosa leucocitoria y es menos inhibida por lo A-1-AT y la alfo-2-macro

globulino (ROSENBERG y Cols. 1.972) sugiriendo que puede jugar un papel /
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en el enfisemo de los que presentan normolidad en la A-1-AT, BLONDIN y /
Cols. (1.972) encuentron un inhibidor en el citoplasma de los mocréfagos,

lo que puede ser una defensa (319).

El grode de inhibicién de la actividad protedsico de los leuco-
citos del esputo , se correlaciona bien con el nivel de A-1-AT, de modo /
que los individuos homo y heterocigdticos tienen disminuida esta copaci /
dod de inhibicién. El svero logro inhibir la digestidén, por porte de las
leucoproteasas, de un preparado de pulmén humano, asi como un substrato /
de hemoglobina normal. Por lo tanto, el déficit heredado de A-1-AT predis
pone al enfisema por la destruccién de los tejidos o corgo de proteasas /
de leucocitos y mocréfegos. Se diferencian dos tipos d; proteasas en el /
esputo: uno estoble (elostasa descrito por JANOFF en 1.970) y uno 1ébil /
que se desnaturalizo a 652 C, durante una hora a pH 5.5, Estos enzimas no
se encuentron en los esputos mucosos o no purulentos. Un inhibidor sinté-
tico de la tripsino (derivado de la soja) inhibe lo fraoccién 16bil, pero
no afecto o la estable. Los agentes reductores activan las dos proteasas
mientros que los oxidantes y los cationes bi o trivalentes las inhiben.La
estrecha correlocién entre el grado de inhibicién de estas leucoproteasas
y el nivel de actividod entitripsica, hoce pensar que los deficitorios de
A-1-AT son deficitarios en inhibidores de las leucoproteasas. La noturale
zao idéntico de inhibidor de estos proteosos y la moléculo de A-1-AT se ,
demuvestro por el hecho de que el cloroformo aumento las olfe-l-globulinas
y lo actividod antitripsica y, sin embargo, no combia las alfo-2-globuli
nas ni su inhibidor asociaoda. Asi mismo, los heterocigdticos preciéon mas
intensas y prolongodas inflamaciones pulmonares que los homocigéticos paro
llegor o producirse lo lesién, la cual se deja notor en las zonos basoles

por el aumento del flujo sanguineo en esas dreas. HUTCHINSON (1.973) (234)



en un extensisimo trobaojo, revisa este aspecto. Lo A-1-AT puede ser el /f
morcodor genéfico que WIMPFHEIMER y SCHNEIDER (1.961) necesitabon pora de
mostrar que el enfisemo podria ser hereditario, antes del descubrimiento /
de lo alfo-l-ontitripsina., En relocién con estos hechos, WARD (1.973) /
habia puesto de monifiesto que lo A-1-AT es, asi mismo, inoctivador del /
factor quimiotdéctico ya que los enfermos deficitorios se encuentron con
déficit osociodo al foctor inhibidor de la quimiotaxis. Si no existe este
foctor, aumento la quimiotoxis levcocitario hccio.los focos infecciosos y

aumentan, por tonto, los enzimas leucocitarios en los exudados (234).

Dodo que la dlcero péptica y el enfisema van, muchas veces, oso
ciodos en la clinico, LIEBERMAN (1.971) (315) se plontea el problemo de si
lo A-1-AT es capaz de inhibir lo pepsina, puesto que un déficit podrio ex
plicar la formocién de la {lcera. Demuestra que el svero humano no con /
tiene ninguna substancia copaz de inhibir lo octividad de lo pepsina. En
relacién o esto, ANDRE y Cols en 1.974 (4), estudian 114 enfermos con 0l-
cera duodenal y 83 con Ulcera gdstrica, asi como 118 controles normales ,
encontrando un 3.5 % de deficitarios en los controles, un 9.6 % en los ul
cerosos gdstricos y un 10.5 % en los duodencles, siendo los diferencios /
estodisticomente significatives, sugiriendo lo posible relacidn en fun /
cidén del efecto protector de lo mucosa por porte de los inhibidores de pro
teosos, con lo que lo tripsino y lo quimotripsino pueden dofior el tubo di
gestivo en agusencia del inhibidor. En un trabaojo posterior, BLENKINSOPP

(1.978) no encuentra diferencias (47).

En 1.973, MARTIN y Cols'(339) describen el alelo Pi cero (Pi 0),
con ausencia total de A-1-AT y severo enfisema, asi como sujetos MO y SO,

este (ltimo cirrético. Sin embargo, dado que los alelos Pi se denominan /



. ~ 37 -

con letras del olfabeto en orden de movilidad decreciente en la electrofo
resis, y que se han descrito un total de 16 olelos, incluide el Pi P, rg/
sulto que el Pi O puede ser intermedio entre M y P, por lo que se debe re
servar Pi - para el olelo silente, lo cual no inducird a confusién.(COX,

1.973) (105). TALAMO y Cols (1.973) (479) presentan el caso de un enfermo
de 20 afios con enfisema ovanzedo y funcién hepbtica normal sin que se lo
gre detector A-1-AT, existiendo en las familias varios casos de M -. Lo

frecuencia de Pi - ("Pi nulo") es muy baja, pero su existencia se habia /
supuesto previamente por el descubrimiento de individuos Pi MM con nive /

les bajos de A-1-AT.

En 1.974, BLUNDELL y Cols (50) encuentran una fomilio en la que
en tres generaciones se presento la varionte "nulo™ osocioda a M (madre:
M =), S(hijo: 5 =) y Z(probondo: Z -), sin evidencia de potologia respira
toria en ningdn caso. El fenotipo M - puede comprobarse como déficit in -

termedio (LARSSON, 1.978) (298).

Con el fin de profundizor en el déficit de A-1-AT, BELL y /
CARRELL (1.973) (38) planteon dos problemas en estos individues: 1) la /
electroforesis en gel de agar a pH: 8.6 produce una bonda dnico y la elec
troforesis en gel de almidén o pH: 4.9 produce varias bandas (lo que fué
vtilizodo por FAGERHOL y LAURELL), 2) en el déficit homocigético (Pi Z2),
el déficit ﬁuncu es completo y al menos un 10 % de lo A-1-AT existe en /
el suero. Esto coantidad tiene una menor movilidod electroforético en gel
de agor. Estos avtores separan la A-1-AT humona de otres glicoproteinas
y el concentrddo obtenido lo someten o digestidén con neuraminidasa, con
lo que se pierde el 6écido sidlico (Gcido N-acetil-neurominico) y, o su /

vez, disminuye lo movilidad electroforético. Por eso,el cambio en el dé-



ficit de A-1-AT puede ser explicado por uno pérdida parciel de Gcido sié/
lico. Lo porcién carbohidratoda de la molécula de alfo-l-antitripsina qui
zds seo la fundaomental pora el tronsporte a través de la membrana celular,
por lo que se puede ocumular en lo célule, y sélo escopor pequefias conti-
dades por difusidn pasiva (déficit sérico consecuente). Este acimulo serig,
en particular, en lo célula hepdtica y, en concreto, en el reticulo endo /
plésmico rugoso que es el lugu; de sintesis de lo porte de corbohidratos.
Este defecto en lo sintesis podrio explicar los hallazgos en la electrofo
[resis en los enfermos con déficit de A-1-AT, Conviene recordar, en este /
momento, que el dcido siflico estd muy distribuido en los liguidos biolé-
gicos, especialmente sangre, saliva, leche y mucinas intestinales {(McNEIL
y Cols) (347); su importoncioc rodica en que proporciono un puente entre /
polipéptidos y polisacéridos, formando mucopolisacéridos . Ciertos proce-
sos inflamotorios, neoplasias avonzadas y algunos procesos neurolégicos,
revelan niveles altos de dcido sidlico, ol mismo tiempo que la electrofo
resis sérica muestra niveles altos de alfo-1- y alfa-2-globulinos. El mé-
todo de WARREN, (516) modificado por SAIFER y GERSTENFELD (439) es un /
buen método para estimor el contenido de glicoproteino en svero. En el /
mismo sentido que BELL y CARRELL (38), abunda COX (1.973) (104) quien in-
cubo suveros de sujetos® MM, SS y ZZ con neurominidoso de vibrién colérico
y en el suero MM van desapareciendo los picos de migrocién més répide. /
Cuando aumenta el tiempo de inmcubacién se producen Unicamente bondas de /
migrocién lenta, al igual que en el tipo ZZ y més lentas gue aquellas de /
los SS. De ello, se deduce que la proteina I se produce por pérdida de /
dcido sidlico del tipo normel M. El écido sidlico, lo mismo que los resi
duos de monosacdéridos, se agregan o lo proteino en cuestién, duronte su
sintesis o nivel del aparcto de Golgi y del reticulo endoplésmico y, pos

teriormente, se segregan. Lo proteina Z, sin dcido sidlico, puede guedar
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limitada ol hepotocito y no podria ser segregado, quedando fiju o lo meg/
brano. Sobre este aspecto, CHAN y REES (1.975) (78) encuentron que no sé/
lo tiene menos é¢ido sifilico sino, que tiene otros carbohidratos en menor
cantidad que lo proteina M. Lo proteino 7 tiene, odemds, mds glicina y ar

ginina.

GREENBERG y Cols. (1.973) (198) al estudiar tres enfermos enfi-
sematosos con niveles bajos de A-1-AT encuentran lesiones hepéticas consis
tentes en cuerpos eosindéfilos, PAS positivos, introcitoplasméticos, en /
los hepatocitos del dreo periportal, que son, o su vez, diaostosa resisten
tes. Previomente SWARP en 1.971 (452) y después AAGENAES en 1.974 (1), re
conocieron los siguientes hallazgos histopotoldgicos al microscopio dpti-
co, en los deficitorios: infiltracién celular, proliferacién de los con /
ductos biliares, colestosis y fibrosis y glébulos de moterial amorfo, que
al miéroscopio electrdnico se pueden observar en el reticulo endopldsmi-
co rugose (relacionodo con lo formacién de proteinas). Hollazgos simila
res son los de WARD y Cols en 1974 (515), FELDMAN y Cols. en 1973 (159%) y
TRAISSAC y Cols, en 1975 (491); todos ellos en enfermos con hepatopatias
osociodas o déficit del enzima. LIEBERMAN y Cols. (1.972) (322) y De /
LELLIS y Cols. (1.972) (117) lo demostraron en enfermos deficitarios seve
ros, adn sin potologia hepGtica y LIEBERMAN y Cols. (1.972) (322) y /
AAGENAES y Cols. (1.974) (1) lo vieron en heterocigéticos, lo que les [/
hoce suponer que es una caracteristica ligada al alelo Z, tombién sugeri-
do posteriormente por MILLWARD y Cols. (1.975) (360). Técnicas inmunoqui
micas permitieron o RAY (1.975) (422) detector que estas inclusiones co-
rrespondian a A-}-AT, al estudior cortes de biopsias hepdticas (en fres /
co y parafina) tedidos por fluorescencio especifica. Una vez demostrado -

que estas inclusiones correspondian o A-1-AT, le fué fécil o JEPPSSON y
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Cols. (1975) (247) caracterizarla. Una descripcidén muy meticulosa de estas
alteraciones estructurocles lo podemos encontrar en el trabojo de YINIS y
Cols (1976) (528) describiendo los hallazgos ol microscopio éptico y elec
trénico en tres individuos ZZ y descubriendo un modelo simplisto de lo se
cvencio olterada en la formacién de A-1-AT con el subsiguiente depésito /

hepdtico de la proteine no liberoda.

LIEBERMAN (1973) (316) calcula en un 8 % el porcentoje de enfi
sematosos con deficiencia hamocigética y 18.1 % con deficiencio heteroci
gética, al mismo tiempo que pone en uso uno.técnicc de inmunodifusidén ra
dial paro descubrir los deficitarios, vtilizando un anticuverpo especifi-
co preporado con un antigeno de olfa-l-entitripsino desnoturalizoda con /
6cido; de este modo, los sueros con variontes anormales producen una pre-
cipitacién de anillo "doble" que esté indicondo lo presencio de A-1-AT /

desnaturalizada.

En 1.974, dos revisiones amplias del problema (CORDERO y Cols.
(101) y DALMASSO y Cols. (115) ) hocen hincapié en lo asociocién entre /
potologia respirotoria y déficit de olfo-l-antitripsina, completo o incom
pleto. DALMASSQ, muy grdficamente, sitéo los inhibidores de proteosas como
una barrera de contencién entre los enzimas protealiticos y lo membrono /
alveolar pulmonar, al intentor facilitor unc hipétesis potogénico del en
fisemo pulmonar. En nuvestro pais, VAZQJEZ MATA y Cols (506), ese mismo /
afio publican un trobojo similor, ounque sin aportor cosuistica. LOCHON y
Cols. en 1978 (328) estudiando 433 pacientes con enfisemo panlobulilloar
o bullas encuentran un 25 % de individuos MZ (sin difergncias con un gry

po control).
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Los intentos tendentes a simplificar el estudio del fenotipo de
los enfermos, llevon o ALLEN y Cols.(1.974) (11) a utilizar un nuevo méto
do usondo tiras de gel de poliacrilomido, posteriormente no ensayado., E1
motivo de este intento es que lo determinacién en gel de almiddn dcido y
electroforesis antigeno-onticuerpo en gel de agar puede faollar en un 10-20%,

si la concentracién de anticuerpo no es la apropiada.

MARTIN y Cols. (1.974) (338) recomiendun los métodos disponibles
hasta ese momento pora identificar el fenotipo de los individuos. Asi con
cluyen que lo cuantificacién de la proteina no permite distinguir el feno
tipo (esto sélo es posible en el estudio fomiliar); sin embargo existe /
buena correlacién entre la concentracidén de A-1-AT y el T,I.C. Lo medida /
de la concentroacién de A-1-AT le permite escalafonor los fenotipos de /
mOoyor @ menor concentrociéﬁ en MM, M5, MZ, $Z, y IZ 6 lo que es lo mismo /

M>S> Z,

KUEPPERS y BLACK (1.974) (279) estimon que el déficit de A-1-AT
es, después de lo atresio de vias biliores, la cousa més frecuente de co-
lestasis neonatal congénita y que el riesgo de que un nifio deficitario po
dezca hepotitis neonatol es del 20-30 %. Paralelamente,hasta un 80 % de
los homocigéticos ZZ llegon a desarrollar una bronconeumopatio crénica /
obstructiva, que se ve agravada por el humo del tabaco y los infecciones
repetidos. Asi mismo, opina que los déficits intermedios (MZ, MS) osocig
dos o niveles moderadomente bojos de A-1-AT sérica tombién pueden predis
poner o lo alteracidn respirotoria. Otros factores {tobaco, polucién, etc)
estén nvevomente expresados en el trobajo de SUN y Cols. (1.974) (470) /
donde referencion que sélo el 5 % de los no fumadores desarrollan bronco /

neumopatio crénica mientras que el 50 % de los fumadores con déficit inter
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medio llegan o padecerlo. Sin embargo, GREENBERG y Cols (1.973) (198) di/
sienten sobre la influenciao del taoboco en individuos deficitarios. En es-
te mismo sentido, dos ofies después, MOSER y KRAVIS (373), apuntarén Aue /
los sujetos MM normales no es que estén defendidos contra lo accién del /
taboco o de los enzimas proteoliticos. LIEBERMAN (1.977) (318), sin embar
go, insiste recientemente sobre el valor de lo A-1-AT como screening pora
poblociones de riesgo, en lo que concierne a vigilar los factores ambien-
tales y los hdbitos de estps individuos, lo que viene apoyado en el traba
jo de GELB y Cols (1.977) (181) en el que demuestra que deficitarios hete
rocigbéticos (MZ), no fumadores, tienen valores normales en las pruebos de
funcidn respiratoria, de acverdo con su edad y sexo. Se conoce, desde /
hace poco tiempo, que la A-1-AT se modifica con el toboco, disminuyendo /
en su funcién de inhibicién de las elostasa (MOROSCO y Cols. 1.979) (367).
SUN (470) vuelve o encontrar uno buena correlocién entre la concentrocidn
de A-1-AT y el T.I.C. (r = 0.98) asi como entre el T.1.C, y lo concentra
cibén de alfa-l-globulina (r = 0.89). Intento darle uno explicacién a las
familios de heterocigéticos (frecuventes), uno dé las cuvoles estudio. En
este sentido, aboge porque la A-1-AT pueda inhibir la proteasa del esper
motozoide, por lo que el déficit de A-1-AT puede producir una mayor feg/
tilizacién (los experimentos demuestran claromente que la penetracién de
la zono pelicida por el espermotozoide requiere actividad protedsica,uno
de las cuales es la tripsina). El mismo autor obundo en la idea de bus /
car métodos més sencillos que lo tipificacién del fenotipo para el estu /
dio, yo gue su comkleiidud lo excluye como método rutinorio. De otro par
te, no existe buena correlacién entre el fenotipo y el nivel de A-1-AT ,
pensando como LIEBERMAN y Cols (325), de que lo alta incidencia de hete-
rocigdticos es un ortefacto electroforético. Por ello, preconizo la inmy
no-difusion rodial como metdédica rutinoria pora el estudio.
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LAURELL y Cols. (1.974) (310) realizan un estudio omplio de 98
pacientes con niveles bajos de A-1-AT, con el fin de tipificar el fenoti
po, encontrando un caso ZZ sin antecedentes fomiliares evidentes de enfi
sema o enfermedad hepdtica; sin embargo, sus podres presentoban concen-
traciones moderadamente bojos de A-1-AT, sugiriende que eron MZ, Segin /
LAURELL lo frecuencio del alelo Z es tan boja como 0.026. El resto de los
individuos tipificodos eran: 41 7Z, 1952, 4 MI, 1 MMy 1 Z - .

FIERER y Cols. (1.974) (160) estudion los pulmones de 20 nifos
fullecidos por un sindrome de distress respiratorio idiopGtico en 10 de /
los cuoles logré deﬁostrur membrana hialina y, en 8 de ellos, se vié /
A-1-AT selectivamente en la membrana hialina por técnico de inmunofluores

cencia. En todos los pulmones con A-1-AT, existio albimina, fibrindgeno e

IgG. Todo ello les hace pensar que la A-1-AT juego un papel importonte en

la formacién de la membrano hialina. No encontraron elteraciones hepdti /
cas. Un hallazgo similar, pero de menor embergodura, fué el de MATHIS y /
Cols. (1.973) (341) utilizondo también inmunofluorescencie especifica, mé
todo similor al que LIEBERMAN utilizé en 1.972 (322) paro describir lo /
ofinidod del ontisvero onti-A-1-AT marcado con fluoresceina por los gléﬁg

los hepticos vistos en los enfermos deficitarios.

Sobre el enigma de la herencio del déficit de A-1-AT, WILLIAMS
y FAJARDO (1.974) (524) exponen sus criterios, conciuyendo que toanto lo
inmunoelectroforesis como lo inmunodifusidn cuontitative son métodos Gti-
les paro despistar enfermos deficitarios homo o heterocigbticos, perc que

la electroforesis en acetato de celuloso sélo revelo los homocigéticos.

Si bien, en 1.973, ALTAY seficlé que no existia relocién entre /
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asmo reaginico y déficit de A-~1-AT (no logrd demostror diferencios estadis
ticas), BRUTTMAN, en 1,974 (66) presenta una enfermo de 34 ofios con asmo /
reaginico al polen de gramineas y con déficit de A-1-AT. Una hij2 era, asi
mismo, deficitario MZ al igual que la madre. Sugiere que si no es posible

encontror el déficit, se puede deber a que las infecciones bronquiale; in

tercurrentes pueden elevar la tasa de A-1-AT lo mismo que sucede con el /

empleo de onticonceptivos o con tratomiento con estrégenos.

Yo en 1.975, VAZIQUEZ MATA y Cols (505) confirmon que el descenso
del T.I.C. (estudian 30 personas con valores medios de 1.35 + 0.11 mg/ml1)
se puede relacionar con un descenso de la concentracién de A-1-AT, ounque
valores normales o elevados del T.1.C. pueden acompoiiarse de un descenso

"invisible"” de la A-1-AT.

MORSE y Cols. en 1.975 (369) realizon un estudio encuesta ampli
simo sobre 2586 sujetos mayores de 15 ofios, con vistas o exominar la relao
cién entre los niveles de A-1-AT, el deterioro de lo funcidn respiratoria,
lo presencio de enfermedad pulmonor y de sintomotologio respirctorio, Se
midieron la copocidad vitol, el VEMS. Se realizaron cuestionarios que in
clvion preguntas sobre enfermedodes pulmonores, sobre otras enfermedades,
hébitos tabdquicos, trobajo y sobre la salud de los fomiliares. Lo Alfa-1
ontitripsino se determind como capocidad de inhibicién de lo tripsina por
el método ERIKSSON. Sé encontraron volores espirométricos anormales en un
23 % del total de la muestra, sin que hubiera una diferencia estadistico-
mente significotivo entre los sujetos normales y los portodores de uno de
ficiencia intermedia de A-1-AT. Los efectos nocivos del tabaco sobre la
funcién respirotorio fueron de lo misma intensidad en los dos grupes. El

indice de Tiffeneouy disminuyd en todos los fumadores de formo similar ,
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toanto si eron normoles como deficitarios. Con todos estos datos llegaron

@ lo conclusidn, hoy no aceptaoda, de que la incidencia de bronquitis cré

nica, enfisema y de sintomas de enfermedad respiratorioc no se relociona /
con los niveles de A-1-AT, determinondo que la deficiencio intermedio de
A-1-AT no represento un factor de riesgo en el desarrollo de las enferme-
dodes pulmonores obstructivas crénicas. En relocién o la posible impliqg/
cion de la A-1-AT en potologio hepédtica, el mismo ofio, oparece un trabajo
de MORIN y Cols (366) estudiando 394 donantes de sangre y 169 cirréticos

(132 casos de etiologia alcohblica y 37 casos idiopdticos). Sus resulta /
dos no demuestran diferencios estodisticamente significativas entre las /
frecuencias de los distintos fenotipos, por lo que piensan que la asocic-

. s
ciéon es causal,

El hallazgo, yo mencionado, de que realmente los cuerpos intra
citoplasmdticos hepdticos encontrodos en enfermos con déficit de A-1-AT
contenian dicha proteina, permitié a JEPPSSON y Cols (247) estudior dichos
cuerpos, oislédndolos. E1 método utilizado fué el uso de colagenasas, pora
eliminar el tejido conectivo y unc posterior centrifugacién. De su estu /
dio llega o las sjguientes conclusiones: estos cuerpos contienen uno /
osialoglicoproteina,con-identidad ifmurioldgica con la A-1-AT sérica, pero
que no inhibe las proteasos, con uno diferencio de 6000 en el peso molecu
lor. Montienen uno secuencic anormol en la codena de aminodcidos. Al com
parar lo proteina encontroda en estas inclusiones y la proteinca séricao,/
demuestro que no existe diferenciaos en lo parte proteica de la glucopro-
teino hepético y de lo A-1-AT sérica. Lo principal diferencia es en el /
frogmento de carbohidraotos: la glucoproteina hepdtica no contiene dcido
sidlico y existe un déficit relativo de otros componentes carbohidrato /

dos. Estos cambios explican lo diferencia de peso moleculor. Existen va
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rias explicociones paro estos hechos: se puede desechar lo idea de que /
el déficit de A-1-AT se debe o un defecto del oparoto de Golgi (déficit de
sialintronsferaso) en base o que lo actividod de sialintransferosa es mo /
yor en los Pi ZZ que en los normoles; a que, por otro parte, un déficit de
lo octividad de sjalintransferaso no explica los combios en los otros car
bohidratados, que no son dcido sidlico; y @ que, la A-1-AT se ocumularia
en el aparoto de Golgi y no en el reticulo endopldsmico rugoso, como lo /
hace. No parece seguro que la glucoproteino, sin écido sidlico, se recojo
del plasma ol iguol que otras asiocloglucoproteinos, dado que se ocumula en
el reticulo endopldsmico rugoso y no en los lisosomas. La cumulacidén en /
el hepatocito se puede deber o su insolubilidad y a la tendencio de formar
mocroogregados; sin embargo, extrayendo écido sidlico de la A-1-AT sé;i/
ca normol, ésta no tiende o formar moéroogregudos. Uno secuencio anormol
en la codeno polipéptico produce un transporte lento de la proteino desde
su lugor de sintesis, lo que origino acimulo y folta de sialinizocidn; es
to secuencia anormal seré el defecto primorio que produce la no oposicién
de los carbohidrotos (en especial éGcido siGlico). Algunos de estos puntos
son confirmades posteriormente y, osi, ERIKSSON y LARSSON (1.975) (142}no
encuentran disminuido en todos los individuos Pi ZZ le¢ actividad siuliﬁ /
transferasa sino que, al contrario, estd significativemente elevada, por
lo que no porece gue ésto sea la responsoble del ocimulo de osioloonti /
tripsina en el higado, Siguiendo a estos autores, HAY y Cols (1.975) (218)
piensan que el trostorno base seric uno alteracidén en la sintesis y/o /
tronsporte introhepético de la glucoproteina en cuestién, o bien, en la /
liberacion de lo proteina, en todo seme jonte inmunoldégicomente o la A-1-
AT, pero de distinta composicién (KUHLENSCHMIDT y Cols., 1,974 (288) );
WEISER y Cols 1.975 (518).
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RYNBRANDT y Cols (1.975) (438) analizan muestras de 700 donon /

tes de sangre, con bueno correlacién entre el T.I.C. y lo concentracién /

. sérico de A-1-AT (r = 0.88) encontrando que las cifras son algo superio /

res en mujeres que en el hombre. En estudio mis amplio (2285 donantes) /
realizado en St. Louvis por PIERCE y Cols (1.975) (415) no encontroron va/
riaciones con el sexo y la edod. En una segunda parte del trabajo, IHRfE

y Cols, (237) estudion 138 individuos alérgicos (de los que 133 padecen /
alterociones respirotorios alérgicos) sin encontror diferenciaos de T.I.C.

o de A~1-AT con respecto a los controles normales.

Como AARSKOG y Cols en 1.970 (2) habion encontrado en un esty /
dio, ciertamente escaso, fenotipos roros en podres de hijos con mosaicis /
mos sexvoles (la tripsina y los inhibidores pueden interferir los mecanis
mos que impiden al évulo ser fertilizado por varios espermotozoides), /
KUEPPERS y Cols (1.975) (285) wanalizaron 21 pacientes con mosoicismo sg/
xual encontrondo que la incidencio de heterocigéticos (MF, MS y MZ) era
significativomente moyor {(p<0.01) que en lo poblocién control. Se debe /
rio dilucidar si el mosaicismo se debe o eso alterocién del sistema Pi.Su
giere el autor que la A-1-AT podria influir en la divisién celular més /
que en pasos previos, ya que el moscicismo sexunl se produce hobitualmen
te en lo etopa postzigdtico, siendo osi que, la no disyuncién mitdética se
podria deber a un efecto no conocido de olgin tipo de fenotipo Pi sobre /

el zigoto euploide original.

En 1.974, y 1.975 la informociéﬁ acumulodo hace que aparezcan /
resaltados en el 229 y 232 Coloquios "Protides of Biological Fluids", edi
todo por Peeters, revisiones sobre este tema (406) (407).MARTIN (335) ha
logrodo diferencior 15 alelos del sistemo Pi (B, D, E, F, G, I, L, M, P,
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S, V, W, X, Y, Z, de mayor o menor movilidad electroforética). MILFORD /
(358) ho confirmado los hallazgos histolégicos hepdticos con microscopia -

electronico y sugiere que los individuos deficitarios ZZ desarrollon en un
25 % lesiones hepdticas en el periodo neonatal y en un 60-65 % lesiones [/
pulmonores precoces en la vida adulta. Se inician campafias de "despistaje”
de deficitarios en Suecio (SVEGER y Cols) (471) que permiten encontrar in
dividuos con déficit de A-1-AT. LANGLEY y TALAMO (295) demuestran activi

dad antitripsico en todos les Bnndus electroforéticas: FF, MM, SS y ZZ; /
para medir la octividad untitrip;ico se incubabo el gel con tripsina y, /

posteriormente, se realizaba inmersidén en un substroto cromdgeno.

Sobre lo incidencia, yo repetidamente mencionado, de hepatopa /
tios juvenilés en enfermos deficitarios, un trabajo de interés es el reo
lizado por LE PREVOST y Cols (1.975) (313) que estudion 18 hifos entre 12
meses y 11 ofios, todos ellos con enfermedodes hepdticas (todos con icteri
cio colestética que aparecié entre el primer dic y la décimo semana de /
vida) y fenotipos ZZ (16 casos) y Z - (2 casos). Lo fraccién Cy del com /
plemento estaba descendido demostrondo que, in vitro, la tripsine inter /
fiere o varios niveles el sistemc del complemento, ounque sin poder lle /.
gor a oclarar lo causc de la hipocomplementemia. Entre 424 nifios con hepa
topatia, ODIEVRE y Cols (1.976) (387) encuentron 20 con déficit de A-1-AT
y fenotipo ZZ y otros 16 con déficit intermedio y fenotipo MZ, M5 & SZ.En
1.976, KUEPPERS y Cols (282) diferenciaron en el adulto un grupo de enfer
mos con hepatopatia crénica octiva y otro con cirrosis bilior primaria, /
siendo las concentraciones de A-1-AT superiores en este dltimo y, en /
ambos, inferiores o los normales. Se preguntan si otros fenotipos, distin

tos ol Z, no pueden predisponer o las hepotopatios.
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Por vez primera, en 1,975, se detecta mediante un método inmuno
electroforético la presencia de A-1-AT en jugo duodenal (KYAW-MYINT y /
Cols). Sin emborgo, la determinaocién la realizan en enfermos afectos de /
hepotopatio o fibrosis quistica del pdncreas, por lo que los resultodos /

no sirven como controles.

¢

En 1.976, SCHARPE y Cols. estudiaon el efecto inhibidor sobre leo
reaccién renina-angiotensinégeno, @ cargoe de los inhibidores de proteasas,
no encontrando poder inhibitorio de lo renina por parte de lo olfa-2-mo /

croglobulino y el inactivaedor Cl' pero si por parte de lo A-1-AT (442).‘

En Espafia PEREZ ORTOLA y Cols (1.978) (409) describen por prime
ra vez lo disminucién de la toso de A-1-AT asociada a diabetes, Estudian
41 pacientes con valores inferiores o los normales en los que encuentran
incidencia alto de infecciones de repeticidon y de evolucién crénico asi
como elevado frecuencia de cirrosis hepdtico y diabetes mellitus, Se des
conoce, por el momento, si lo tripsina tiene algin popel en la formacién
de insulino, escindiendo la molécula de proinsulina; si esto es asi, la /
disminucioén de los inhibidores de la tripsina, puede explicor el déficit

insulinico.

Del mismo modo que previamente haciomos referencio al popel de
screening que puedo tener lo determinocién de A-1-AT o del fenotipo, se
ho realizado un muestreoc en neonatos (O'BRIEN y Cols. 1.978) encontrande
1 de cada 5000, portadores del alelo Z, todos ellos con olteraciones hepé
ticos mds o menos precoces y de duracidén variable. KUEPPERS y Cols(1979)
(286) reclizon un estudio similor con muestras de cordén umbilical, en /

contrando una ligera elevocién en el periodo neonatal inmedioto, olgo ne
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gado previomente por GOBEL y Cols. (1.978) (194).
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2.5 CARACTERIST ICAS

En los Gltimos afios se viene utilizando un nueve método de sepa
racién proteico {enfoque isoeléctrico) con vistas o identificar los subti
pos de A-1-AT (FRANTS y Cols, ARNAWD y Cols, PIERCE y Cols. HARADA )(163)
(19) (414) (210); dicho método usa concentrodos isoeléctricos en tiras de
gel de poliocrilamida (la A-1-AT tiene su punto isceléctrico en la regién
de pH: 4.2 - 4.65); ALLEN y Cols (11). Esta técnica esté siendo vtilizado /
con ventojas por ARNAUD y Cols (1.979) (19), FRANTS y Cols (1.978) (163),
HERCZ y Cols (1.978) (220), PIERCE y Cols (1.979) (414), KUEPPERS y Cols.
(1.978) (281) y MASSI y Cols (1.979) (340).

Con todo ellé, se ha logrado ovonzar en el conocimiento de las
caracteristicas de lao alfa-l-ontitripsino. Desde los trnbojo; de HEIMBUR
GER y Cols (1.971), CRAWFORS (1.973), PANNELL y Cols (1.974) y CHAN y /
Cols (1.975) (108) (404) (78), se intentaba determinar cuol era su compo
;icién; Esto sélo fué posible en 1.976, cuondo SAKLATVALA (440) precisa
el contenido de aminodcidos y carbohidratos, ounque luego se ha visto mo °
dificado por estudios posteriores (HERCZ y Cols. en 1.978 y HODGES y Cols.
en 1.979) (221) (224). Se hon estudiodo més profundamente aspectos gené/
ticos (GLASER y Cols. 1.978; CLEVE y Cols. 1.979); CHAPUIS-CELLIER y /
Cols. 1.979) (191) (91) (80). Se conoce su ligamiento o otros marcodores
como Gm y HLA (BENDER y Cols. 1.979) (40); su relacién estequiométrica /
en la interoccién con enzimas (BAUMSTARK y Cols. 1978; LARGMAN y Cols.
1.980) (31) (297); su relacién con lo inmunidad (DIERICH y Cols. 1.979)
(121); osi como sus caracteristicas fisicas, tales como vido media de 70-
80 horas (MOSER y Cols. 1.978) (372), permanecia de sus caracteristicas
en el periodo postmortem (CONRAD y Cols. 1.979) (96), su peso moleculor /
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entre 45000 y 54000 (SCHUMACHER y Cols., RODRIGUEZ CUARTERO, CHAN y Cols.

(449) (429) (78) y no tan alto como se pensaba previamente, su sintesis /

en el higado (ASOFSKY y Cols, KOJ y Cols) (24) (269), su excrecién en las

heces (BERNII-ER y Cols. 1.978, HAENEY y Cols. 1.979) (43) (207) su simili /
tud en ciertos aspectos con la antitrombina III (CARRELL y Cols. 1.978; /

BAGDASARIAN. 1.978) (44) (27), o lo existencio de nvevos fenotipos que /

ven surgiendo (ARNAUD y Cols. 1.978, ARNAUD y Cols. 1.978, YOSHIDA y Cols.
1.979, KUMNL y Cols. 1.979) (18) (19) (527) (289).
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2,6. VARTACIONES SERICAS

Una verdadera avalancha de trabajos han surgido en estos Gltimos
afios haciendo referencio a aspectos parciales, pero sin clorificar el con
junto del problema. Son mds aportaciones individuoles que criterios uni /

formes, puesto que, ademds algunos son contradictorios con otros.

Sigue predominando el estudio de alterociones pulmonares relg./
cionadas con descenso cuantitativo de A-1-AT: AGERWALL, 1974 (10); BAR /
NETT, 1975 (28); BOGGS, 1971 (151); BRWN, 1972 ( 63); COLE, 1974 (94); /
COOPER, 1974 (97) DYAN, 1975 (129); ERKSTAM, 1968 (146); FAGERHOL, 1969
(153); FALK, 1970 {156); GALDSTON, 1973 (169); GEISLER, 1975 (180); /
HAMMARSTEN, 1971 (209); HEPPER, 1978 (219); HENCKENKAMP , 1971 (222); /
JONES, 1974 (251); KLAYTON, 1975 (268); KUEPPERS, 1969 (284); LIEBERMAN,
1969 (314); MATHIS, 1973 (341); MICHEL, 1975 (354); MITTMAN, 1972 (362);'
OLIVIERI, 1973 (389); PEDERSEN, 1969 (406); TARKOFF, 1968 (483); TURINO,
1971 (495); VIDAL, 1971 (511); VIOLA, 1972 (512); WELCH, 1973 (519); /
GIRARD, 1978 (190); GERBASI, 1979 (184); CAMARA, 1978 (69): LOCHON, 1978
{328); ERIKSSON, 1978 (140); KOZAREVIC, 1978 (272); PIANTELLI, 1978 (412);
STOCKLEY, 197§ (466); MOSSBERG, 1978 (375); MITTMAN, 1978 (363); BUIST,
1979 (67); EVANS, 1979 (148); BILLINSLEY, 1980 (45); KRAMPS, 1980 (274);
PRIDE, 1980 (419) y hepéticas: FARGION, 1979 (157); AAGENAES, 1974 (1);:
BRUGUERA, 1973 (62); BRINT, 1974 (65), CARROLL, 1975 (75); COHEN, 1975
(92); COTTRALL, 1974 (103); CRAIG, 1975 (107); FELDMAN, 1974 (158); GANS,
1969 (176); GEFFROY, 1974 (179); GHERARDI, 1971 (186)7 KISHORE, 1978 /
(264); PALMER, 1973 (403); PORTER, 1972 (417); TALAMO, 1973 (477), TALBOT,
1975 (481); WARD, 1974 (515); KARITZKY, 1978 (257); PALMER, 1978 (397);
KELLY, 1979 (261); HOOD, 1980 (228); CARLSON, 1980 (73).
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Se hon descrito algunas otros olteraciones pulmonares, fuera de
estos cldsicos,en relacién con voriociones de lo A-1-AT sérica. Asi lo ca
vitacién pulmonar en deficitarios (ROSENFELD y Cols, 1979) (434), los /
bronquiectasias en individuos con fenotipo MZ (VARPELA y Cols, 1978)(504),
el status osmético (JACKSON y Cols, 1979) (241), osma bronquiol (CHWREK -
BOROWSKA y Cols, 1978) (88). 5e hon descrito minuciosaomente los rasgos /
clinicos respiratories de los enfermos deficitorios, osi como los potro /
nes funcionales respiratorios (BOHACANA y Cols, 1979) (52) y los hallaz
gos radiolégicos (HEPPER y Cols, 1978) (219). Se ho recalcado lo especial
susceptibilidod de los pulmones en los estados deficiturios (EVANS y Cols
1979) (148), (TATTERSALL y Cols, 1979) (484), (GERBLICH y Cols, 1978) (185),
buscando siempre el valorar el equilibrio entre los enzimas proteoliticos,
en especial lo elastasa leucociteria, sus inhibidores y el efecto de este
sistema en la distensibilidad pulmonar (BILLINGSLEY y Cols, 1980; JAISO -
GUTIERREZ y Cols, 1979; LAM y Cols, 1979, ABBOUD y Cols, 1970, HORTON vy
€ols, 1980 ) (45) (246) (337) (291) (3) (231). Se ho identificedo la /
A-1-AT en los macréfagos pulmonares (GUPTA y Cols, 1979) (206) y se a in
vestigado el efecto del toboco sobre lo actividad antitripsica, habiindo
se demostrado que la disminuye y que, por tonto, éste porece ser tolavio
un efecto mds de los dofiinos para el pulmén (JANOFF y Cols, 1979 ; GADEK
y Cols, 1979) (245) (167) o lo que afiade el riesgo propio del individuo /
deficitario, portador del alelo Z (GULSVIK y Cols, 1979; BUIST y Cols,
1979) (205) (67).

También los estudios recientes siguen abundondo en la ideo de
gque los niveles de A-1-AT se correlacionan positivamente con la extensidn
del dofio celular hepdtico (CARLSON y ERIKSSON, 1980) (73) y se han pwbli

codo estudios de cirrosis infantiles en deficitarios (ROSENTHAL y Cols,
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1.979; JAIN y Cols, 1978; KISHORE y Cols, 1978) (435) (244) (265); cirqg/
sis en adultos (CHAN y Cols, 1978; DURST y Cols, 1978; KISHORE y Cols, /
1978; KASPARIAN y Cols, 1978) (79) (128) (264) (259); fibrosis hepética
(ANTOCI y Cols, 1979) (15) & hepatitis alcohdlica (MIHAS, 1978; KELLY y /
Cols, 1979) (357) (262). En estos cosos parece que el transplante de higa
do es la nico terapeltica viable(SHARP, 1976; HOOD y Cols, 1980) (453) /
(228).

Debemos recapitular resumiendo, finalmente, aquellos trabejos /
que, con independencio de los fundumentules‘anolizodos, haon contribuido a
poner de manifiesto numerosas situociones con modificaciones de los nive /
les de A-1-AT sérica, y que se han ido publicando a lo largo de los ofios.
En general, no aporton mds que - casuistica o a la literotura, pero poco
explican los mecanismos fisiopatoldgicos de las distintos situaciones que,

més extensamente, quedon recogidos en esta exposicién.

De una porte, se han descrito elevaciones en procesos tales cg/
mo infecciones bacterianas (FAGERHOL y Cols) (155); embarczo, por accidm
de los estrbgenos y progesteronc (GANROT y Cols; LAURELL y Cols; FAARVANG
y Cols) (173) (175) (309) (151); trotomiento con estrégenos y progestero /
na (FAGERHOL y Cols; LAURELL y Cols) (155) (309); después de vacunacidén /
antitifica (KUEPPERS) (275), osi como en pacientes con neoplosios malig /
nns; de lo que nos ocupaéemos a continvacién. Algunos de estos hollazgos
hon sido utilizados paroc intentar elever la cifro de A-1-AT en enfermos /
deficitorios, toles como €l uso de estrégenos, corticoides o progestero /
no. Situacién similar a la elevacién tras intervenciones quirlrgicas, yo

demostroda por CROCKSON en 1966,y corroborada més tarde por FAGERHOL(155)

. quién evidencid un caso de enfermos deficitario ZZ con un 15 % de lo con
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centracidén normal, que se elevo hostu un 60 % en el postoperotorio; dicha

elevacién debe ser reactivo al oumento de lo actividad cologenolitico post
operotorio (HAWLEY y Cols) (217). Més recientemente LAMY y Cols (1978) /

(293) onolizon los combios secuencioles de las tasos de alfa-1l-antitripsi

no después de los traumotismos quirlirgicos. Otras elevacisnes ocasionales

encontrodos han sido en helmintiosis intestinal (BLOM y Cols) (49) y ei/

posiciones al asbesto (HUUSKONEN y Cols) (235).

Por otro lado, ho sido muy abundonte la publicocién de tosas /
disminuidos de A-1-AT en mdltiples ocasiones. Desde lo yao conocida de qi/
rrosis hepdtico con lo histopatologio tipico descrito en el déficit (AS&
RIAN y Cols; PALMER y Cols; EXSS y Cols; TALAMO y Cols; GUBERT y Cols,
BRAND y Cols. y GHERARDI) (23) (400) (401) (402) (150) (481) (202) (56)
(186) muchos veces osocioda o enfisema (DIAZ y Cols; RODRIGUEZ CUARTERO
y Cols; COOPER y Cols; DONLAN y Cols, COHEN, GLASGOW y Cols; CAMPRA y /
Cols; KAISER . Cols; KASPARIAN y Cols; PALMER y Cols. y SWEENEY) (120) /
(431) (98) (126) (93) (192) (70) (253) (259) (397) (472) o los éasos de
déficit en el sindrome del distress respiratorio del nifio (MATHIS y Cols.
Di NARDO y Cols; EVANS y Cals, MoKRAM y Cols y GAGLIARDI y Cols) (341) /
(122) (148) (331) (168) o la 1la bronquiolitis (Di NARDO y Cols) (122).
Otras entidades clinicos con disminucién de lo toso de A-1-AT son los pan
creatitis ogudas (RODRIGUEZ CUARTERQO y Cols, METAIS y Cols, OHLSSON y /
Cols) (432) (351) (388) ounque posteriormente se eleve el enzimo (PERA /
YANEZ y Cols, MANESCHE y Cols) (408) (333). En poncreatitis crénico , [/
NOVIS y Cols {1975) (384) estudiando 110 enfermos encuentran un dumento
del fenotipo MZ (p< 0.001) y una disminucién del fenotipo MM (p €0.005);
pienson los autores en el popel dé los enzimos proteoliticos en lo pato

genia de la pancreatitis y en los foctores genéticos fomiliares, lo que
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explicariao esto asocincién en base @ uno moyor vulnerabilidad del pén /
creas o dicho enzima, Otros outores que hon estudiado posibles olterucig/
nes pancredticos han sido LANKISCH y Cols. (1978) (296), MERO y Cols. /
(1979) (350) en funcidn de lo interaccién entre lo A-1-AT y la elostaso /
poncreética (FRETZ y Cols. ) (164) (165). Asi mismo, lo fibrosis quistica
del péncreas (FEIGELSON, 1973). Poco oclarada esté la asociccién en nefro
patios, cosi siempre unidas, ademds o hepatopatias o neumopatias tipicas
del déficit (CUTZ y Cols; ORELL y'cols, RODRIGUEZ SORIANO y Cols. )(109)
(391) (433) o veces con depbsitos de A~1-AT en lo membrana basal, eviden
ciables con ontisuero marcado con fluoresceina (MOROZ y Cols.) (368), y

otros veces asociada o angeitis necrotizonte (MILLER y Cols.) (359).

También se ho sefialado la conjuncién de déficit de A-1-AT y:

- sindrome celioco; GREENWALD y Cols. (199), WALKER-SMITH y /
Cols (513).

- paniculitis o sindrome de WEBER CHRISTIAN; RUBINSTEIN y Cols.
(437).

-vasculitis cutdneo persistente con hepatopatio neonotal; /
BRANDRUP y Cols. (57).

- alveolitis fibrosonte y artritis reumatoide; GEDDES y Cols.
(178).

- hipercolesterolemia fomiliar; VICTORIANO y Cols. (510).

~ uveitis onterior, con o sin evidencio de espondilitis anquilo
sante; BREWERTON y Cols, (59), BROWN y Cols (61).

- edema ongioneurdtico; COLMAN y Cols (95).

- aumento de fibrinolisis; WEHIGER y Cols (517).

- urticorio crénica; DOEGLAS y Cols (124), posteriormente nega

do (87).



- 58 -

- miocardiopatia congestiva; TORP y Cols (490).

~ artritis reumatoide; ARNAUD y Cols (20) COX y Cols (106),KARSH
y Cols (258).

- lupus eritematoso sistémico; KARSH y Cols (258).

- inmunodeficiencio grove combinado; GELFAND y Cols (182),
MAWHINNEY y Cols (342).

- poliposis géstrica con hiperporatiroidismo y con odenomatosis
miltiple endocrina; EBERLE y Cols (131).

- tromboembolismo pulmonor miltiple y neumotdrax; FLECHTNER y
Cols (161);

- estenosis pildrico con hiperbilirrubinemia directa; GHISHAN
y Cols (187).

— cistationuria; HALAL y Cols (208).

~ hemocromatosis; DE-ROY y Cols. (119).

- déficit de IgA; CASTERLINE y Cols. (77). .

- tiroiditis de HASHIMOTO; NICHOLLS y Cols (380).

- sindrome de BUDD- CHIARI; LAMMENS y Cols (292).

Todavia se ha intentado relocionor modificaciones de la tasa de
A-1-AT con lo sarcoidosis (GLIKMANN y Cols) (193) , lepra (AGARWAL y Cols)
(9), toxicidod ¢l cadmio (BERNARD y Cols) (42) y arterioesclerosis /
(HOLLANDER y Cols) (255), determinando, .en este caoso, la A-1-AT localmen
te en lo ploca de oteroma, donde se encuentra en gran concentracién asi /
como la alfa-2-mocroglobulina. Recientemente(PRICE y Cols, 1979) estudion
los inhibidores de proteasos en el liquido cefalorraquideo de enfermos /

con esclerosis miltiple, sin observar modificaciones en la A-1-AT (418).

Hechos todos ello aislodos, que precison una confirmocidén numé
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rico posterior con el fin de intentor precisar més adecuodomente los meca
nismos implicados en estas alteraciones, Todos estos hallazgos clinicos

os{ como los puramente experimentales descritos previomente, sélo nos per

.

mite tener una idea oproximada de cuoles son los coracteristicos definiti

vos de este enzima o de su forma de actuacidén. Lo complejidad de sus me

conismos regulodores, hacion decir o BEARN en 1978 (33) que la ulfu-l-dﬂ

titripsing es un enigmo biolégico
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2.7. GENETICA

En 1963 (LAURELL y ERIKSSON) (305) describieron una alterocidn
electroforética consistente en ausencia de la bonda correspondiente a la
ulfo-l-globulinu, por lo que se pensé en un déficit de A-1-AT, (la cvol /
representa el 90 % de esa banda). Se identificaron asi: a) concentracio /
nes normales de A-1-AT en suvero, b) concentrociones bajos que se acompoiia
ban de ausencia de la bondo alfo-l-globulina y ¢) concentraciones interme
dios que von acompaiadas de disminucidén notable de alfo-l-globulina, Lo /
primero sospecha, al comprobaorse ciertos "patrones” fomiliares, es que se
trataba de una proteina heredadu de una forma autosémico recesiva. De /

oqui el interés por los estudios fomiliares.

Pero en 1965 (306), traus los estudios referidos de A-1-AT, me /
diante electroforesis en gel de almiddén dcido y posterior electroforesis
cruzoda ontigeno-onticuerpo, se pudo comprobar su perfil en vorios picos,
los cuales podrian ser la expresién del fenotipo del sistemo Pi (Protgg /
se inhibitor) en funcién de lo movilidad electroforética. Estas variantes
se denominan con letras del olfabeto, desde la variante con menor movili
dad electroforética (Z) hasta lo més répide (F) posando por la variante
més frecuente y normal (M). Asi, cado sujeto goza de un genotipo Pi forma
do por dos voriontes o olelos individuales, pudiendo ser heterocigéticos
v homocigéticos (alelos diferentes o iguales respectivomente). Ambos ale
los forman el fenotipo de cado individuo, y, a su vez, cado olelo es res
ponsable de una cantidod de A-1-AT y de ciertas caracteristicas electro
foréticas de esto proteina. Actualmente se acepta como formo de herencia
lo outosdmica codominonte heredondo un alelo con sus corocteristicas /

propics de coda progenitor. Se han descrito numerosos alelos hosta la ac
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tuolidod. El mds frecuente es el olelo M con fenotipo MM.

Las frecuencias génicos de los alelos més importontes, estudia/
dos en grondes series, quedon refle jodos en lo Tabla I, En la Tablao 2 se
exponen los frecvencios en lo poblacién espafiolo que no difiere sensiblg/
mente del resto, salvo que tiene una mayor incidencia de fenotipos é /

(IHRIG y Cols, 1975) (237).



AUTOR

ALELOS

M s z F
ERTKSSON. (1965) - - 0.024 -
FAGERHOL (1967) 0.9463 | 0.023 0.016 | 0.013
ROBINET-LEVY y RIENMIER (1972) 0.9108 | 0.0789 | 0.0059 | 0.0013
LAURELL y SVEGER (1973) - 0.027 0.031 -
PIERCE, ERADIO y DEW (1975) 0.9498 | 0.0341 0.0116 } 0.0022

TABLA l: Frecuencias génicas del sistema Pi en distintas series

_39_



N A A LI M S TR BN S

AL EL OS

AUTOR
M S z F 1 v W
FAGERHOL y TENFJORD (1968) 0.866 0.112 0.012 0.003 0.001 0.003 0.003
emigrantes
RETA y Cols (1977) 0.7818 | 0.1704 } 0.01 - - - -
DIAZ GARCIA (1977) 0.82 0.14 0.05 - - - -

TABLA 2: Frecuencios génicas del sistema Pi en la poblacién espaiola

-C9-
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2.8. ALFA-1-ANTITRIPSINA Y NEOPLASIAS

Este es un problema del que se hon ocupado, en aspectos parcig /
les, diversos autores: BINGHAM, 1972 (46); TALERMAN, 1977 (482);CHI0, 1979
(85); CASEY, 1973 (76); HSU, 1972 (233); SCHLEISSNER, 1975 (443); SUGA, /
1972 (468); SYLVEN, 1974 (473); VEREMEENKO, 1968 (508); ZACHARIA, 1969 /
(529); TWINING, 1975 (499); ORJASAETER, 1976 (392); BOYLE, 1978 (54); PAL
MER, 1978 (401); PALMER, 1980 (399); NASH, 1980 (379); TURNER, 1980 (497).

WUHRMANN y WUNDERLEY, ante el éxito obtenido con la determina /
cion del espectro electroforético en el plasmocitoma, concibieron la idea
de encontrar un patrén electrofordtico del céncer, especifico de los tumo
res molignos y basado en la disproteinemia, achacable ante todo y fundg /

mentalmente al dmbito de las globulinas.

En el campo concreto que estamos desorrollando, existe un onte-
cedente remoto de CLARK y Cols. (1948) (89) que sugirieron que niveles /
elevados de actividad inhibidora de las proteasas puede usarse como diong-
néstico de neoplosias. Los primeros trabojos que describen uno elevacidn
de la A-1-AT en los neoplasios malignas son los que corresponden o SIM /
MONDS y Cols (1969) (458) y LITVIN y Cols (1969) (327),0si como la demos /
trocién de la elevacidén de los alfo-globulinas en el animal de experimqg/
tacidn, con tumores inducidos con 3-metil-colantreno(ZACHARIA y Cols.1969)
(529) con cifras normoles después de los tres semonos siguientes a lo qi/
tirpocidén, especiolmente, recuperocidn de lo fraccién olfo-2.No existia /
precedente de la elevacién de alfa-l-globulinas y si del oumento de las /
alfo-2-globulinas:SARCIONE (1967) y EL-GHAFFAR y Cols (1967) (441) (136).
MUNDO FUERTES (376), estudio las variaciones de laos proteinos séricas en
funcidn de la estimulocién que praoduce el suvero de enfermos concerosos so

bre el crecimiento celular del Sacharomyces cerevisiae (el svero despro /
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teinizodo carece de tal efecto); lo mds tipico encontrado es el aumento de
las alfa-globulinas, en especial de la froccidén alfo-2. Un oumento de las
glicoproteinos séricas en enfermos neoplésicos, fué demostrodo por BACCHUS
(1976) (26)y, en concreto, elevacién de lo A-1-AT en enfermos neoplésicos
en general ha sido sefialodo por APICELLA y Cols en 1976(16) (en especial /
en el céncer de pulmén)y por SIMO-CAMPS y Cols en 1978 (459), habiendo /
apuntodo ROSTENBERG (1978)(436) que la glicosilacidn de lo A-1-AT en estos
enfermos esté alterada. En 1971, MIESCH y Cols (356)observan la elevacién

de la A-1-AT sérica en B pacientes con diversos tumores.

Dado que es la patologia respiratoria lo mds frecuentemente aso
ciado o modificaciones en lo concentrocién de A-1-AT,resulté ser el cdn /
cer de pulmdn uno de los primeros en que se estudié lo concentracién de /
A-1-AT sérica.Asi,se pudo comprobar (HARRIS y Cols,1974)(213) que en un /
conjunto de 73 cosos de enfermos con céncer pulmonar no resecable se ercon
trabon tasas elevodos de A-l—AT.To&os los tipos histolégicos se comportg/
bon igual, si bien en el carcinomo onapldsico la elevacién ero més llama-
tiva.Estos hallozgos, fueron confirmados de manero répide y repetido por
el mismo HARRIS y Cols (1976)(212), DADDI y MANCINI(1976)(112), DADDI y
Cols (1976)(113), KURGAN y Cols (1977){(290), DADDI y Cols (1978)(114).Es
to elevacidn no va acompafiada de elevacién de lo alfa-2-mocroglobuline /
(MICKSCHE y Cols (1977)(355) pero o veces se asocio a incremento de la b/
cifro de IgA (NASH y Cols 1980)(379). En 1975, TUTTLE y Cols.(498),haobian
demostrado inmunofluorescencio especifica con antisvero anti-A-1-AT en zo
nas peritumoroles de cénger de pulmén; dicho fluorescencia se sitvaba en
Los macréfagos.Esto lo resalta DOLOVICH y Cols.en 1975(125), poniendo én
fosis en sefialar que los dos érgonos con més riesgo de patologia en el /
déficit de A-1-AT,esto es: pulmén e higodo, son precisomente, aquellos /

que contienen moyor proporcidn de mocréfagos.
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REMOLD y Cols. (1975) (425) ol estudiar lo potenciacién que tie
nen los inhibidores séricos plosméticos sobre la inhibicidén de la migra /
cién de los macréfagos, sostiene la teoria de la interaccidn con los enzi
mas mocrofdgicos sugiriendo que estos inhibidores pueden jugar cierto po - -
pel en lo respuesto de los mocréfagos dentro de la inmunidad celular. DOLO
VICH y Cols (1975) (125) intentaron demostrar lo captacidn de compleijos /
proteaso-inhibidor por parte del mocréfago, pero lo lograron sélo con com
plejos proteasa-macroglobulino , pero no asi con proteoso-A-1-AT. La de /
mostracién, nuevamente, de A-1-AT en los macréfagos, por parte de ISAAE /
SON y Cols. (1979) (239) le hace preguntarse si la A-1-AT no seréd un mq5/
codor de céncer y, si se loculizu-en los macréfogos, jho sido sintetizado
alli? 6 ;la han captade?. Sus ensayos experimentales, le permiten ofirmar
que la A-1-AT, que se puede demostrar en los monocitos y en los mocréfa /

gos, ha sido sintetizado por ellos.

El otro tumor, més frecuentemente estudiodo en relaocién con la
A-1-AT ho sido, inevitablemente, el hepotomo. En 1968, NORKIN y Cols. /
(382) encuentron unas inclusiones eosinofilicas citoplasmiticos, PAS posi
tivas, en cosos de hepatomo que, retrospectivamente, podemos pensor se -
traotaba de las mismas inclusiones vistas posteriormente en los deficito /
rios. GANROT y Cols. (1976) (175) oporton, por primero vez, un hepotoma /
primario en un grupo de pocientes ZZ. En 1972, BERG y ERIKSSON (41) sefio-
lon dos corcinomosrhepéticos y un colangiocarcinomo en 13 pacientes con /

fenotipo ZZ.

En 1974, LIEBERMAN (317), describe lo asociocién entre déficit
de A-1-AT y hepotomo, deduciéndola, més que comprobéndola, ya que se bosa

en el alto porcentajo (10 %) de inclusiones hepéticas tipicos de los indi
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viduos con el alelo Z en los hepatomes, frecuencia superior a la del uLg/
lo Z en la poblacidén general (3.5 %X). Este hallazgo lo confirmon ERIKSSON
y Cols. (1974) (141), RAWLING y Cols (1974) (421), LIEBERMAN y Cols (1975)
(325), PALMER y Cols (1976) {400), THEODOROPOULOS y Cols (1976) (487), /
CLERC y Cols (1977) (90), BLENKINSOPP y Cols (1977) (48), KEW y Cols(1978)
(263) y KELLY y Cols (1979) (261). Resulta légico, por lo tanto, que algu
nos autores piensen que la presencio del alelo Z predispone al carcinomo
hepético (CHARLIONET y Cols. 1976) (81); REINTOFT y Cols. 1979) (423), /
mientros que otros piensen en uno osociacién fortuita (BEAUGRAND y Cols.
1978) (34). AL mismo tiempo se ho demostrado elevacidn sérica de la A-1-
AT en el hepatomo al onalizar el perfil prateico de enfermos con hepatj /
tis crénica, cirrosis y céncer hepdtico primitivo (HIRAMATSU y Cols.1976;
THEODOROPOULOS y Cols, 1979) (223) (486); piensan que puede servir como /
wonitorizacidn de la evélucién tumoral (CHIO y Cols. 1979) (85). Por méto
dos inmunohistoquimicos se ha logrado lo demostracién de A-1-AT en los /
hepotocitos tumorales (REINTOFT y Cols, 1979) (423), hecho, probablemente,
en relacién con lo secrecién de A-1-AT por uno lineo experimental de célu
los tumorales hepéticos (TURNER y TURNER, 1980) (497). Los depésitos de /
A-1-AT se han encontrodo, también, en células de sarcomo embrionorio indi
ferenciado hepdtico, en un nifio de 14 ofios (ABRAMOWSKY y Cols. 1980) (5).
En otros tejidos de animales de experimentacidén, existen ontecedentes si

milores (ISHIBASHI y Cols. 1978) (240).

Otro grupo de tumores estudiados han sido los derivedos del se /
no endodérmico, en los que se ha demostrado elevacién ‘sérico de la A-1-AT
y de lo alfo-fotoproteino (TALERMAN y Cols, 1977; TSUCHIDA y Cols. 1978)
(482) (493) que hon sido considerados como morcodores bioldgicos y, osi

mismo, se ho constotado la presencio de A-1-AT en el tejido tumoral me /



diante fluorescencio especifica (SHIRAI y Cols. 1976; PALMER y Cols. 1976)
(455) (400).

Esporddicamente, se han descrito otros tipos histolégicos de tu
mor que se hon acompaiiado de modificociones de la cifro de A-1-AT. De es /
ta monero, disponemos de los dotos que demuestron elevocién de alfo-l-glo
bulinas en los epiteliomas (GRENEY y Cols, 1971) {200), déficit de A-1-AT
en un caso de linfoma linfocitico acompafiado de cirrosis hep6tica y enfi-
sema (GUARDIA y Cols. 1976.) (201), elevacién de A-1-AT en los tumores de
intestino grueso, como ayuda al seguimiento, ol igual que'el CEA (WARD y
Cols. 1977) (514), elevacién de A-1-AT en el céncer géstrico (MUNOZ y /
Cols. 1979) (377), elevacién de A-1-AT en el carcinoma de cérvix, incluseo
en estadios precoces (LATNER y Cols, 1976) (302). En otro sentido, se ha
demostrodo, medionte inmunodifusién rodial lo presencia de A-1-AT en el /
tejido tumoral y el odyocente en cosos de cdncer de mama, colon, pulmén y
estémago (TWINING y Cols, 1975) (499). Por otra porte, se hon invecado /
los estados deficitarios de A-1-AT como responsables de una mayor susch/
tibilidod 6l céncer de péncreas (MOROSCO y Cols. 1979) (367). Tombién /
existe un estudio amplio de enfermos, con tumores introcronecles, en los
que se determino la A-1-AT sérico y en liquido cefolorroquideo, encontran
do cifros elevadas en lod dos medios, pero sélo difiere en el liquido ce-

falorraquideo entre los tumores malignos y benignos y no asi en el svero.

CHILD y Cols. en 1977 (84), hon demostrado la elevacién de lo
A-1-AT en leucemias crénicas, ounque lo alteracién es muy moderado,EGBRING
y Cols (1977) (133) demuestron comple jos A-1-AT-proteasa granulocitica /
"like-elastaso” en enfermos con leucemios agudos, septicemios y trastor /

nos de lo coagulacidn. Los autores interpretan que los trastornos de lo
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coogulacién se deben, més que a consumo, o un efecto proteclitico del en -
zima gronulocitico, el cual puede ser inhibido. COTROPIA y Cols. (1977) /
(102) tombién estudiaron los inhibidores de proteasas en la superficie de

los blostos de enfermos con leucemio aguda.

El papel de los enzimas proteoliticos y de sus inhibidores en /
el proceso tumorul.no estd oclarado suficientemente. Lo actividod proteé
sico puvede ser responsable, ol menos, de algunas de las alteraciones de
la membrana de la célula tumoral y, por lo tanto, de lo pérdida de con /
trol en el crecimiento (SCHNEBELI, 1972) (445). Estc se demuestra por el
hallazgo de que tres tipos diferentes de inhibidores de las proteosas son
capaces de reducir el crecimiento de los células tumorales, pero no tie /
nen el mismo efecto en las células normales.

Los células tumorales tienen ucéividod proteolitica, yu en 1968,
O’BRIEN (385) demostré que cierto octividod protedsica del tejido tumoral
(octividad tromboplostinica) se acompoﬁab?-de elevacidén reactivo de los
inhibidores de la fibrinolisis (antiplasminas). GOLDBERG y Cols. (1969)
(196) midieron en 20 adenocarcinomas de colon la actividad proteolitica
por hidrélisis de lo hemoglobino desnaoturalizado a pH 3.75 y 6.50. BRE /
CHER y Cols (1969) (58), comporan le cctividad hidrolitica en extructos
de cdncer de mama e intestino con tejido adyacente de carcinoma ductal y
de ciego, encontrando un aumento de proteinasa écide, arilamidosa, fripqg
tidasa, fosfatase Gcido y alcolina. KAZAKGVA y Cols (1969) (260) aisla /
ron un enzima proteolitica en medio neutro, del tejido de sorcoma de rotq
usando métodos de precipitacién y cromatografia. En tumores inducidos, /
aumenta lo activided de 5-hidroxilasa (NICHOLSON y Cels. 1973) (381), y /

de captesino-beta-goloctosidoso, aril-sulfoteso y fosfatoso édcide //
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(KAMPSCHMIDT y Cols. 1969) (255). Lo actividad proteolitico de los células
tumorales pueden locolizorse en lo superficie dé lo célulo, afectando o /
las caracteristicos adhesivas de las células tumoroles (WHUR y Cols. 1974)
(523) o bien la proteosa puede liberorse e inducir la produccién de migro
cién de célulos tumorales mediante un foctor quimiotéctico, hecho que se /
sigue de metdstasis (KOONO y Cols, 1974, KOONO y Cols, 1974) (270) (271),
por lo que lo contidod de proteasa liberodo por el tumor puede guordar re
lacién con la invasidn tumoral (O0ZAKI, 1971) (395). Algunos otros autores
han evidenciado oeéividad colagenaso en células tumorales de carcinomo de
rota VX-2 (DABBOUS y Cols. 1977) (111), conejo (STEVEN y Cols, 1977)(463),
actividad elostosa en corcinoma de momo que se acompafic de elevacién de /
la A-1-AT sérico (HORNEBECK y Cols, 1977)(230) e, incluso, inhibicién de
la actividad colagenasa de las células tumorales a cargo de un inhibidor

de proteasos (KUETTNER y Cols, 1977) (287).

Y es que los resultados de estos estudios sugieren que algunos
aspectos de lo morfologia y de lo conducta de los célulos tumorales se /
pueden explicar por la actividod protedsica, que puede ser inhibida(GOETZ
y Cols, 1972) (195). En este sentido, se ha usado inhibidor de la tripsi
na del péncreas de la vaca para obtener un olineomiento y/o un aumento de
lo adhesividad de luos células que conduzco o un efecto depresor sobre lo
proliferacién (GOETZ y Cols, 1972) (195). El inhibidor sintético TPCK /
(N-alfa-p-tosil-L-lising~clorometil-cetona) deprime lo proliferacién /
(O’NEILL, 1974) (390), aunque parece que lo hoce a través de la inhibi /
cién de la sintesis de proteinas (NAN-CHOU y Cols, 1974) (378). Otros /
inhibidores tienen efecto similar (TROLL, 1975) (492)'"bloqueuﬁdo“ el cre
cimiento tumorol, como por ejemplo el dcido 6-amino-n-hexanoico {DANIEL ,

1972) (116), la leupeptina-inhibidor de proteasas cislodo de octinomice /
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tos-(HOZWMI y Cols, 1972; KAKIZOE y Cols, 1977) (232} (254) y, en espe /
ciol, STI (inhibidor sintético de lo sojo) (O'NEILL, 1974) (390), osi co/
mo la aprotinina, con lo que se inhibe el crecimiento tumoral (LATNER vy
Cols, 1973) (299), se mejora lo competencia inmunolégica (LATNER y Cols,
1976) (30Ll) y se logro controlar el crecimiento invasivo de fibrosarcoma
en el hamster y del corcinomo mamario en el ratén (LATNER y Cols, 1974 )
(300). Los inhibidores de proteasas pueden, asi mismo, "controlar” los me
téstosis (VERLOES y Cols, 1976 ; GIRALDI y Cols, 1977) (509) (189) 6 dis-
minuvir el gﬁmero de ellas en el animol de experimentacién (YAMAMOTO y /

Cols, 1975) (525).

A pesor de toqo, y de conocer que lo administracidén intravenosa
de hidrolizodos de proteinas produce un aumento del RNA celular y de lo -
actividad mitética (ALSTON y Cols, 1968) (13), con un "disparo" en la sin
tesis del DNA (STUBBLEFIELD y Cols, 1976) (467); que en los trotamientos
con proteasas se produce un crecimiento celulor anormal con un aumento /
del nivel intracelular de AMP ciclico (BURGER, 1973) (68) y que la admi -
nistracién de protecsas oumenta el tomafio del tumor (SMYTH y Cols, 1971)
(461), el problemc no parece resuelto dado que, en otros cosos, se ha se
ficlado el efecto beneficioso de los enzimas protecliticos sobre la evoly
cién tumoral. Asi se explico lo remisién o desoporicién de la mosa tumo
ral por accién litice o por activar el meconismo inmune (GERARD, 1972 ;
THORNES y Cols, 1972; THORNES, 1974; PETUKHOV, 1972; IIDA y Cols, 1971 ;
BOYLE y Cols, 1976).(183) (489) (411) (238) (55).



- 72 -

2.9. TEONICAS DE ESTUDIO

En lo actualidad, los técnicos de los que disponemos parc deter

minar lo olfo-l-ontitripsina en los distintos medios estudiados son:

a)

b)

c)

\
.

Electroforesis sérico en membranas de acetato de celulosa o en

gel de agarosa o pH 8.6, encontrondo el enzimo en el pico corres
pondiente o los olfo-l-globulinos de los gue es el primer compo
nente., Se trota de un método puromente orjentotivo, de poco pre
cisién, ya que lo A-1-AT no es mls que un componente de esa bon

do y no toda esté sitvodo en la bonda, Se expresa en g/100 ml.

Medido de lo capacidad de inhibicién de lo tripsine (T.I.C,)del
svero, expresada en mg. de tripsina inhibidos por ml. de svero,
Se utilizo uno contidod fijo de suvero, diluciones conocidos de
tripsina y un sustroto, que ha sido muy varicble segin los dife
rentes autores (plocas rodioldgicas, BAPNA, BAEE, BAA, etc). Se
bosa en lo medida colorimétrico de los grupos liberados por la
accién de la tripsina sobre el sustroto (o moyor inhibicidn, me
nos grupos liberados). Es un método de técnico sencillo, pero
laboriosay no es excesivamente especifico ya que existen otros
inhibidores séricos de la tripsinc, cungue seon en menor propor
cién, si bien lo correloccidn es muy buena con la concentracidn

sérica de A-1-AT,

Inmunodifusién radiol segin técnica de MANCINI (332). Es el mé-
todo més sencillo y fioble en el momento octual y ofrece la /
cuantificacién exocto de la A-1-AT. Existen discos de inmunodi

fusidén rodiol comercializodos, o bien se pueden preparar con 3g.
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d)

e)
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de agorosa disueltos en 100 ml, de barbital 0.05 M buffer (pH
8.4) ol que se aRade posteriormente 2 ml. de uno mezclo o un ter
cio de antisvero enti-alfo-l-antitripsino de conejo. Se vtiliza
como control un svero de concentrocién conocida de A-1-AT. No /
es un método répido (le lecturo hoy que hacerla a las 48 h.).Se

expresa en mg/100 ml.

Inmunoelectroforesis bidimensional, segin lo técnico original /
de FAGERHQLL y LAURELL (154), con diverses modificociones poste
riores. Se realiza uno electroforesis inicicl en gel de almidén
o pH écido (4.95), seguida de inmunocelectroforesis antigeno-onti
cverpo, en gel de ogaroso en direccién tronsversa o lo primera.
Esta técnico hp permitido la identificocién del fenotipo de cade
individvo, dependiendo de la movilidad electroforético de los pi
cos descubiertos. Lo lécnica es complejo y lleva tiempo. Sélo /
tiene interés en estudios familiores. Sus resultodos no siempre

se correlaccionon bien con le concentrocién de A-1-AT en suero.

Enfoque isceléctrico * en gel de poliacrilomida., Esto técnico in
troducida por ALLEN en 1974 (11) resulta muy fécil poro la deter
minocién del fenotipo, sin embargo, es mucho mds corta que la in
munoelectroforesis cruzodo. Se boso en uno inmuncelectroforesis
con la vtilizacién de un medio con pH dentro del margen isoeléc
trico del A-1-AT; esto es, una inmunoelectroforesis centroda en

dicha zono isveléctrica.

* (Isoelec{rofocusing).
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f) Inmunoelectroforesis. Es un método prevalentemente cualitativo.

Se vtilizo lo microinmunoelectroforesis de SCHEIDEGGER. Se basa
en la separacién de los proteinas en un medic gelificado con /

posterior reaccidén con el ontisuero monoespecifico.

g) Difusién de OUCHTERLONY. Utilizado en 1970 por KIML (266). Méto

do inmunoquimico pora determinacidén cuantitotiva.

h) Electroinmunodifusién, segin lo técnico de LAURELL (303). Se /

]

trata de uno inmunocelectroforesis cuontitotivo en gel de agoro
su conteniendo antisvero. El antigeno, en su desplazamiento, de
jo un inmunoprecipitodo de un determinodo recorrido, que seré /
proporcional o lo concentracién del antigeno, siempre que el vo
lumen de este no varie. 5e utilizon soluciones stondord de con-

trol.

) Radicinmunoensayo. Método reciente pora determinor la A-1-AT;de
gran precisién en lo determinacidn cuantitativo pero de dificul
tades técnicas y que no resulta econémico. Se estd uvtilizando /

desde 1974 (SVEGER) (471).

) Nefelometria con royo léser. Si bien no hemos encontrado ningu
no referencia bibliogréfica ol respecto pensaomos que puedo ser
un método en el futuro que une o su gron precisidén, sv rapidez
y la posibilidad de estudios muy numerosos con poco personcl y

tiempo reducido.



3. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO Y
OBJETIVOS.
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Fundamentados en la revisién bibliogrdfica continuada que acabo
mos de exponer y que se refiere o las carocteristicos y modificociones de
la alfo-l-ontitripsino en diversas situociones y el papel de los proteosas
y de sus inhibidores en el curso de procesos tumorales molignos, nos plun/
teamos un estudio prospectivo clinico y experimental, poro conocer el com
portomiento de estao glucoproteine en los enfermos portadores de un tumor
moligno, osi como las modificaciones de los inhibidores de proteasas (trig
sina) en el animal de laborotorie, inoculedo con une cepa tumoral experi/

mental .
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3.1. ESTUWIO CLINICO

Lo primerc porte, el estudio clinico, debio consistir en demos
trar que lo presencia de un tumor maligno en el organismo se acompafia de
modificaciones de lo concentracién sérice de A-1-AT, valorar la magnitud
de estos modificociones y compararlas con otros grupos de individuos paro
conocer lo capacidod de discriminacion de esta determinacidn en relocién

con el diognéstico de enfermedad concerosa.

Para ello, debiamos valoror la determinocidn cuantitativa de [/
A-1-AT en un grupo amplio de personas y, con vistos a que el estudio fue
ra auténticomente prospectivo, realizar el test antes de disponer de una
confirmacién histoldgica del tumor (doto imprescindible o recojer postg/
riormente) o de la confirmacidn clinica de otro enfermedod o de normali /

dad.

Asi pues, con estos premisos, hemos seguido el esquema metodo-
légico que se puede ver en la Figura 1. Se expresan en dicho esquema las
lineas seguidas y los posibles comparociones entre los valores encontrg/
das. A una poblacién global de individ vos presuntamente tumoroles, norma
les o con otras enfermedades posibles, se realizaba la determinocién de /
uno formo indiscriminode pora, en secuencios posteriores, estrotificar /
los dotos en bose o los resultados diagnésticos obtenidos. Se puede llg /
gar asi a la estratificacidén en poblacién tumoral y no tumoral, compuesta
ésto Gltimo por individuos normales (sanos) o grupos de individuos con /
otro serie de enfermedades {grupos que se estudian mds detalladamente en

foses vltériores).
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POBLACION ESTUDIADA

TEST

! !

TUMOR NO TUWMOR
X; £ 0.5.; X1, 0.5 1
I
r 1
OTRAS ENFERMEDADES NORMALES
NO TUMORALES
XE + D.S.E Xy + D.S.N
1
A 8 C b £ F
XptD Sy 1 XgtD S g P XD Su [ XpaD.Sopy FIXp4D. 5. 1 Xp4D S0

FIGURA 1: Esquema metodolégico,
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El grupo de individuos tumorales estard compuesto por pacientes
con verificacién histolégico del tumor en todos los casos, mediante biop-
sia, intervencidn quirdrgica o necropsic, y el grupo control, no tumoral,
estord compuesto por individuos que acudian a consulto en el Instituto Na
cional de Oncologio, en muchos casos con lo sospecha de cdncer, no confir
méndose posteriormente, los que suponen aproximadomente un 40 % de las /
consultas en dicho Centro., Con el fin de aumentar el nimero de controles,
hemos incluido enfermos que, desde distintos Servicios del Hospital Clini
co, nos eran enviados paro consulta; con ello, logromos grupos homogéneos
en lo que respecta ol diognéstico. Asi, hemos conseguido un grupo de en /
fermas con mostoputios fibroguisticos y otros con los diognésticos de qi/
cus gostrodvodenal, colelitiasis, uveitis, hepatopatia crénico difusa y /
bronconeumopotia crénico obstructiva, en los cvales comporamos los ci /

fros de A-1-AT encontrados, con los enfermos tumorales y con los normoles,

Se realizd otro planteamiento (Figura 2) en funcidn de los /
hollazgos en lo determinacién de A-1-AT, con el fin de oplicar o este /
test los criterios de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positi
vo y volor predictivo negotivo. Nos interesaba , y este es el motivo de es
te planteomiento, diferenciar entre el grupo de enfermos con tumores malig
nos demostrodos y aquellos individuos que pertenecian al grupo no tumoral
o que eran normoles (se valoro el test paro lo presencio o ousencio de en

- fermedad).

Nos tuvimos que plantear las posibles modificaciones de lo con-
centracién sérico de A-1-AT en funcién del sexo y la edad, supuesto que /
la poblacién tumorol es, habitualmente, de més edod, y pudiera tener una

distribucién por sexos diferente o lo de los grupos que eran objeto de com
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POBLACION ESTUDIADA

TEST

)

VALOR NORMAL

— 3

VALOR ELEVADO

1

TUMOR

NORMAL

TUMOR NORMAL

FIGURA 2: Esquema metodolégico.
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porocién. Por ello, se analizaron los diferencios por sexos en lo pobla /
cién tumoral y normol, asi como la corretacién con la edad en dichos gruv

pos de individvos.

Asimismo, nos teniomos que preocupor de los posibles vuriocig/
nes de 1o concentrocién de A-1-AT sérica en funcién del almacenamiento /
del svero en distintﬁs condiciones. Pensamos que podrio ser bésico poro /
determinar si estaoba condicionado el momento en que habio éue procesar el
svero pora lo determinocidén del enzimo. En este sentido, hemos onalizado
la concentrocién de A-1-AT en muestras.de suera cuando se determinabo in
mediotomente después de la extraccién {en las siguientes 3-4 horas) y /
tras uno semana en diferentes condiciones de temperctura de almacenaje [/

(o temperaturo ambiente y o 02 C).

Conocidos estos factores que podion haber ocasionado errores en
el estudio comparative de nuestros grupos de individuos, estdébamos en si/
tuacién de comparar medionte un método estadistico (nosotros hemos utili/
zado el test de Student) los volores encontrados en los enfermos tumora /
les, en los ofectos de otros enfermedades (individualizados o en grupos)

y en los nromales.,

Debiomas comparar, del mismo modo, los diferentes subgrupos po
ro conocer si existian varjaciones dentro de los individuos tumorales, de
pendiendo de lo localizacién anotomo-clinica del tumor y de lo extensién

del mismo.

Queriomos comporar nuvestros determinaciones con otros tests /

bioldgicos y, osi, hemos estudiodo y utilizado lo determinocién de lo ol
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fo-l-globulina en la poblaocién tumoral y normal, la concentracién de alfe
2-mocroglobulina (el otro principal inhibidor de protensosvdel svero) y /
los resultados obtenidos con el test de Mokari, test de diagndéstico biolé
gico de cdncer, gque nuestro grupo de trabojo viene estudiondo de forma /
prospectiva desde hace tiempo, comporando el resuvltodo de dicho test con

los observados en los modificaciones de A-1-AT.

Con el fin de conocer lus variaciones de nlfo—l-ontitripsino'/
en funcién de las intervenciones quirdrgicas y dado que ésto puede modifi
cor lo cifra y ser une causa de error en la valoracidn, tuvimos que esco
jer individuos tumorcles no operodos ni tratodos y, comprobar las modifi
caciones al estudior un grupo de enfermos en los que se hon valorado los
variaciones de lo concentrocion de A-1-AT sérico en relacidn con interven
ciones quirdrgicas, realizando le determinacién del enzima en distintos /
fases del postoperotorio y comparondo los valores con la tosa encontroda
en el preoperatorio. Como grupos comparativos, hemos utilizado los mism;s
enfermos intervenidos, yo que no queriomos compararles con nuestro grupo

control, en funcién de posibles modificaciones de la tasa de A-1-AT rela

cionodas con lo enfermedad, motivo de la intervencidn quirirgica.

Con independencic de las modificociones de la concentracién .de
alfa-l-ontitripsino en los enfermos tumorales, lo cual podric servir como
marcador biolégico de una determinado enfermedod, el problema, plonteado
en profundidad, seria el posible papel de las proteasas y de sus inhibido
res en el enfermo canceroso. Por ello, y nos propusimos realizor un eﬂ/
sayo para intentar demostror que en el suero de estos enfermos puede /
existir interrelacién entre la clfa-l-ontitripsina y las proteosos (hemos

vtilizodo tripsina).
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En otro fase de nuestro estudio clinico, hemos onuliiﬁdo lo con
centracién de A-1-AT en muestras de jugo glstrico y duodenal de enfermos
portadores de un ulcus péptico. Podriomos, de esta manera, conocer algin
aspecto del comportomiento de lo A-1-AT en distintos medios orgénicos. En
esto mismo vio, se estudioron muestras de bilis procedentes de vesicula /
biliar y de colédoco, supuesto podrie ser un doto o fovor de su produccidn

hepdtica y de su distribucién en el organismo.



- B4 -

3.2, ESTUDIO EXPERIMENTAL

Concluida con estos ensayos la porte clinica, nos propusimos /
redlizor un estudio experimental en relacidén con los tumores malignos. Lo
justificocidon de esta parte experimental es precisa: lo imposibilidad de
disponer de un seguimiento de los.enfermos tumorales durante un omplio mox
gen de tiempo que fuero suficiente paro conocer los modificaciones de /
A-1-AT en funcién del desarrollo y lo evolucién tumoral. Si podemos dispo
ner de un tumor experimental de corta evolucién y de caracteristicas cono
cidas, podemos estudiar las voriociones de los inhibidores de proteasas /
duronte todo el curso de la enfermedad cancerosa. Por ello, hemos escogi
do el cdncer ascitico de Ehrlich en el ratén albino Swiss, con una linea
celulor existente en el Instituto Nucional de Oncologio. Hemos seguido lo
evolucién del tumor inoculodo, en diferentes onimales de experimentocidn,
en los que hemos determinado la capocidod de inhibicién de la tripsino /
{(7.1.C.) en grupo de ratones con tumor ascitico de Ehrlich en distintas /
fases de evolucidn asi como en un grupo de animoles sonos, considerados /
como controles. Hemos elegido la determinacién del T.1.C. ya que es un
método puramente enzimdtico, mientros que lo cuontificocidn de lo A-1-AT
por inmunodifusidén radicl se basa en la composicidén antigénica de le pro
teina, gue puede ser diferente en el hombre y en el animal de experimenta
cién . Lo medida del T.I.C. lo hemos reolizodo tanto en el svero del ra/
tén como en el liquido ascitico tumorol, observonde sus modificaciones o
lo lorgo de la evolucién del proceso.y relaciondndolas con los dotos obje
tivos de dicho evolucidén {pero del tumor en coda momento y variaciones /
de lo celularidod del liquido ascitico en los distintas foses evolutivas).
Nvestra intencidén no erc demo;trur las modificaciones del T.I.C. en sue /

ro o liquido oscitico, que serian esperadas no sélo ante lo inoculacién /
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del tumor sino ante cualquier agresién al animal (la simple inoculaeién /
yo podrio modificar los datos) sino observar lo posible correlacién y pa-

ralelismo entre estas modificaociones y lo evolucién del tumor.
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El estudio prospectivo que hemos planteado en el oportado onte
rior lo hemos llevado a cabo sobre uno poblacién de 409 individuos vistos
en nuestro consulta, o lo que se les tomaba uno muestra de songre en el /
momento de la onomnesis, momento en que el diognéstico no estaba hecho de
una forma definitive, aunque muchas veces ero sospechado. Con esta metédi

ca y esto poblocidn, iniciamos el estudio.
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4.1. ESTUDID CLINICO

4,1,1. Alfa-l-antitripsina,

El estudio se llevé a cobo en un total de 409 individuos a los

que se determinabo lo A-1-AT, como paso preliminar o estudios posteriores.

Lo distribucién por grupos de edodes se puede observar en la Fi
gura 3, con una distribucién mosive entre los 20 y los 70 afos. La edad

mediol fué: 47.22 + 15.01 afos.

Por sexos, se distribuion de la siguiente forma: 210 eron hom /

bres (51.34 %) y 199 eran mujeres (48.65 %).

De este conjunto de individuos estudiados, resvltaron ser por-
tadores de un tumor moligno (en octividad en ese momento) un total de /
152 enfermos, en todos los cuales se comprobé histolégicamente el diagnés

tico medionte biopsio, intervencién quirirgico o necropsia.

Esto poblocién tumoral tenio una distribucidn por edodes tal y
como se refleja en la Figuro 4, con un agrupamiento maximo entre los 45

y los 80 afios. La edad media fué: 57.09 + 14.56 aiies.

Por sexos, 62 eran hombres (40.78 %) y 90 mujeres (59.21 ¥%).
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FIGURA 3 Distribucién por edad de la poblacién total estudiada.
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FIGURA 4: Distribucién por edad de lo poblacidn tumoral estudiada.
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Lo localizacién del tumor ero lo siguiente:

LOCALIZACION n® de cosos
- Céncer de mamo 53
- Céncer de apuroto digestivo 26

(estémogo:10; intestino grueso:9; vias

biliores:2; pdncreas:1; higado:4)

- Céncer de pulmén 9
- Leucemias(13), linfomos(11l), mielomas(4) 28
- Céncer de oparato vrinario 11

(vejigo:8; rifén:2; préstota:l)

- ¢

- Céncer de oparato genital 6
{ovario:3; vagina:l; Otero:l; testiculo:l)

- Céncer de laringe

- Metdstasis de origen desconocido 5

- Otros (tireides:4; covum:3; faringe:l;
hipofaringe:1; melanomo:1) 10
TOTAL 152

El resto, formedo por 257 individuos, no eron pocientes cancero
sos. De ellos, 109 eran individuos rigurosamente normales, libres de tumor
y de otros enfermedades detectobles en los cuoles la distribucién por /
edodes, que se puede observar en la Figura 5, arrojé una edad media de /
35.29 + 13.51 ofios. Habia 75 hombres (68.88 %) y 34 mujeres (31.19 %). E1
resto de estos pacientes no tumorales, 148, eron enfermos afectos de di /
versos procesos diagnosticados con uno base clinica, confirmado por proce
dimientos objetivos. Sus diognésticos quedon resumidos en el Cuadro si /

guiente:
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FIGURA 5 : Distribucién por edad de la poblacién normal estudiada.
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DIAGNOSTICO n? de casos
Normales 109
Displasias momarias 15
Ulcus gastroduodenal 41
Colelitiasis 13
Uveitis 28
Bronconeumopatia crénica obstructiva. 30
Hepatopotio crénica 10
Otros (fibroodenoma de mamo:2; adenoma de 11

tiroides:1l;.mastitis crénica:2; anemia
opldsica:2; anemia refroctaria:l; osteitis
sacra con fistula rectal:l; insuficiencio

cordiocao:1; neumonia:l)

TOTAL 257

A todos ellos se les determiné la A-1-AT en suero siguiendo la
técnico de MANCINI. Se extroian 5 ml. de sangre por puncién venosa,centri
fugéndose durante 5 minutos con objeto de extroer el suero pare su proce
sacién posterior. En el mismo dia de }a extroccién se realizoba la prepg
racién. Se han utilizado placas de inmunodifusidém rodial poro lo cuanti /
ficacién inmunolégica de las proteinos plosméticas, M-Partigen (HOECHT /
IBERICA). Estos placas contienen gel de agar al cval se ho incorporado /
el suero inmune moncespecifico frente o lo proteina, obtenido mediante /
inmunizacidn de conejo. Estén listas para su uso inmediato y contienen /
dos ogentes conservadores: azideo de sodio y p-etil-mercurio-mercopto-ben
zol-sulfonoto de sodio en concentraciones méximas de 1 mg/ml. y 0.1 mg/
ml. respectivamente. Tros montener lo placo abierto durante unos 5 ming/
tos con el fin de eliminar el agua de ‘condensacidén que pudiero haber en

los pocillos se preparan los muestros de la siguiente manero (Figura 6).
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En cado ploco se utilizan tres diluciones controles preparodos o portir /
de uno mezcle de 0.5 ml. de svero fisioldgico que se afiade a unao muestra
standard de proteinas plasméticas de concentracién conocido de A-1-AT /
(Protein-Standard-Plosma, HOECHT IBERICA). Las diluciones se preparan con
5 mcl. de este preparado y 5 mcl., de svero fisiolégico (dilucién 1:2) con
2 mel. de lo solucion y B mcl. de svero fisiolégico (dilucién 1:5) y con
2 mcl. de la solucién y 18 mcl. de svero fisiologico {dilucién 1:10). De
cada uyna de estas diluciones se toman con una micropipeta (Purtigen-dii /
penser) 5 mcl. y se colocan en los pocilles 1, 2, 3 de cada placa, cuidan
do no dofior el gel de ogar. Dado que la concentracion conocido de A-1-AT
en el Standard de proteinas es de 166 mg/100 ml., resulta que la concen /
trocién de la proteinc en estos pocillos es 83 mg/100 ml., 33.3 mg/100 ml
y 16.6 mg/100 ml. res;ectivomente, valores que nos servirdn posteriormen
te como controles, El svero problema se prepara paralelamente mezclando /
1 mcl. de suvero con 9 mcl. de suero fisioldgico, quedando, por tonto, en
dilucién 1:10; toméndose 5 mcl. con la micropipeto y llevdndolo o otro po
;illo de la placa. Caso de concentraciones excesivamente desviodas se po
drén realizor diluciones distintas paro precisar el resultodo y, por el
contrario, em muestros de concentraciones muy bajas se pueden utilizer ./
discos LC-Partigen, usando 20 mcl. de muestra, en dolucién 1:1 (LC-Purﬁi

gen, HOECHT IBERICA).

Preparado osi lo ploca con los muestras controles y los proble
mos se topa cuidadosamente y de deja a temperoturo ambiente, leyéndola /
en el caso de la A-1-AT, o los 48 horas. Paro lo determinocién de protei
nas con peso molecular alto, que difunden lentamente, por ejemplo la /
al fa-2-macroglobulino, haptoglobina; fibrinégeno, etc. es necesario lo /

lectura o los 3 dios. Se mide el didmetro del anillo de precipitacién /
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(Figura 7), medionte una lupc decimilimétrica que permite una correcto vi

sién y uno exacto lectura siempre que se coloque contro fondo oscuro y /

FIGURA 7: Anillo de precipitocibn de A-1-AT sérica.

con iluminocién loterial. Los resultados se pueden leer o los 24 horas.

de haber preparodo lo plaoca, pero no son muy exactos. Una vez obtenidos
los diémetros de los anillo de precipitacidén en los cosos controles y en /
los problemas, se lleva su valor, elevado ol cuodrodo a una gréficao de co
librocién en lo que figura, en el eje de ordenados, €ste cuadrado del /
diémetro, expresado en mm2y en el eje de abscisas lo concentracién de /
A-1-AT en mg/100 ml. Dodo que disponemos-de 3 puntos con concentracién vy
diémetro conocido (Stondard-Control), esto permite el°dibujo de una lineo
de calibracion sobre la que se puede llevar cualquier valor del cuadrado
del diémetro de un problema, obteniéndose inmediotamente lo cifro de [/

A-1-AT; cifro que deberé ser multiplicado por la dilucién empleoda (habi/
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tualmente 10, como queda dicho). Un ejemplo de esta gréfice de colibrocién
se puede observar en la Figuro 8. Hobitualmente se obtiene una lineo recto
pero, si lo lecturo ho sido demosiodo precoz, la curvo de referencia no /
es una linea recta; en su lugar se obtiene una pendiente en las concentro

ciones més altas, debido o que en esos concentraciones elevadas no se ha /
llegado todavia al punto final de lo difusién. De otro parte, si las con /
centrociones de los proteinas en las muestras de suero son considerablemern
te mayores que las normales, los didmétros estén fuero del rongo de voli /
dez de lo curve de referencio (rongo de medicién); en este caso, las deter
minaciones deberén repetirse utilizando diluciones moyores de lo muestro /
de svero. Esto nos ha sucedido en algunas acasiones, cuando hemos encontra
do cifros muy elevadas de A-1-AT, obligéndonos o preparar nvevamente la /

muestra, en una dilueidn mayor.

Al vtilizar coda ploce es conveniente lo reclizacién de la cqi/
va de calibrocién, si bien, coso de que las placos sean del mismo lote co
mercial no hay ningin inconveniente en ytilizor la misma gréfico pare vo
rias placos. Una vez utilizadas porcialmente, se pueden usar posteriormen
te siempre que se hoga dentro de lo fecho de cady:zidod y monteniéndolas /
entre +4 y +6 2 C, Es conveniente repetir lo gréfico de calibracién si /

han tronscurrido més de dos semancs desde la primera utilizocién.

Con esta determinacién de lo concentracion sérica de A-1-AT /
hemos averiguodo el valor medio €n cada una de los poblaciones estudia /
das, con el fin de comparor posteriormente el grupo tumoral con el no tu
moral y oquél o su vez con el grupo de individuos sanos. A su vez, los /
valores del grupo tumoral y de la poblacién normal (sanos) hon sido com-.

poradeos con las encontrodos en los enfermos con displosios momorias, uvl/
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cus gostroduodenal, colelitiosis, uveitis, bronéoneumopatio crénicay [/
hepatopotios crénicas.

En el grupo de enfermos con tumores malignos, hemos estudiado /
los voriaciones en funcién de la localizacién del tumor asi como en fun /
cién de lo extensién tumoral establecide de acuerdo con el sistema TNM /'
(T: tumor; N: nddulo; M: metdstasis). Lo distribucién de los enfermos tg/
moroles de acuerdo con este sistemo es lo que se puede observar o conti /

nudcidn:

ESTADIO TNM n? de enfermos
T + {localizados) 35
N + (extensién regional) 45
M + (diseminados) 39
TOTAL 119

Hemos excluido de este estudio las leucemios, linfomas y mielo-
mas osi como los enfermos con metdstasis de origen desconocido. Hemos com

parado los resultados obtenidos en cada uno de estos grupos.

Con el fin de obtener datos del comportomiento de este anti-en-
zimo nos propusimos evaluor los modificaciones en funcidén de la edod y el

sexo, tonto en el grupo tumoral como en el grupo normal sono.

Asi mismo realizomos un ensoyo consistente en incubocién con [/
tripsina (Pevya, pureza 92 %) en 10 sveros de enfermos tumorales o 372 C

durante 120 minutos con el fin de evoluar los diferencios entre la deter
. . )
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minocién previa de A-1-AT y la posterior. Realizdbomos una mezclo de 0.5

ml. de la solucién de tripsina y 0.5 ml. de svero, incubando dicho mezcla

en las condiciones descritas. De este preparado se recogio 1 mcl. con /
9 cml. de svero fisiolégico (dilvcién 1:10, como en el resto de las deter
minaciones). Paralelomente, otros 0.5 ml. de suvero de lo mismo muestra /
eran sometidos a una incubacién "ficticio™ con 0.5 ml. de suero fisiolédgi
co, prepardndose a continvacién y del mismo mod> el problemo; con esto, ab
teniomos un control de referencio. Llegaodo lo hora de lo medido, se corre

gia de acverdo con los diluciones utilizadas.

De otro parte en los individuos normales hemos estudiodo un gru
po de 10 personas de las que el svero se mantenic en dos diferentes condi
ciones ombientales de temperatura: 7 dias o temperatura ambiente y 7 dias
o0 02 C, Lo determinacidén previa se comparé o los obtenidos tras estas si

tuociones y ellas entre si.

TR
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4.1.2. Correlacién con otros tests

4.1.2.1. Test de Makari

Durante este tiempo Senra y Cols. (1980) (451) han venido trabojan

do en el Test de Mokori como test bioldgico de diognéstico de Céﬂ/

cer basado en lo presencic de ontigenos especificos de céncer en /
el sveroc de enfermos portadores del mismo, que se han identificodo
como polisocdridos o glucoproteinus. Se trata de un test introdéz/
mico por inyeccion de antigenos polisocdridos tumorales pre-incuba
dos con svero del enfermo. Los ontigenos son preparodos de fraccio
nes mitocondriales de tejidos concerosos derivados de céncer de /
pulmén, sarcoma y linfomo, y tejidos normoles, inflomaterios y bg/
nignos. Es una reoccién cutdnea, inmediota, por complejos inmunes

(Tipo III de Gell y Coombs). Este test lo hemos venido realizondo

en un grupo de 60 enfermos con problemas diagnésticos, onte todo y
fundamentalmente, nédulos de origen mamario. Ello nos ho permitido
comparar los resultados obtenidos en ese grupo de enfermos mediun[
te los dos test: la determinocién de la A-1-AT y la reaccién intra

dérmico del Test de Makari.

Asi los enfermos con test de Mokari positivo o negativo se clasifj
caban en tumorales y no tumorales y en estos grupos se evalucbon /
las cifras de A-1-AT paro intentar poner de monifiesto divergen /
cias en los resuvltudos, o porolelismo,” vtilizondo un método compa

rotivo. E1 test de Makari resultd positivo en 31 casos, (16 tumora
les y 15 no tumoroles) y negotivo en 29 casos (8 tumorales y 21 no
tumorales); en estos grupos, se observoron los modificociones de /

los niveles medios de A-1-AT sérica y su correlacidn con el resulto
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do del test.

4.1.2.2, Alfo-1l-globulino:

Como otro test comparativo se ho usado la determinacién de lo cog/

centrocién de proteinas séricos medionte estudio electroforético en

acetato de celulosda, método stondarizado en nuestro centro. Esto

/

nos ha permitido disponer de los cifras medias de olfo-l-globulino

en un buen nimero de enfermo¢ que se detallan a continuocién:

DIAGNOSTICO

Tumor

No tumor, global

Normales

Ulcus grotroduodenal

Colelitiosis

Uveitis

Bronconeumopatic crénica obstructivo

Hepotopatio

n? de cosos

93
98
20
20
26
27
26

8

Entre estos grupos, hemos comparado las cifras de olfo-l-élobuli /

nas encontrodos y las hemos correlocionado con lo tasa A-1-AT, en

el caso de los enfermos tumorales.

4,1.2.3. Alfo-2-macroglobulina:

Hemos también estudiado el segundo inhibidor en importoncio que se

encuentro en el svero: lo alfo-2-macroglobulina. El método onaliti

co puro su determinacién por inmunodifusién radicl mediante técni-

1
ca de Mancini, voric en algunos puntos del descrito poro lo A-1-AT,

ke e,
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pero tiene un fundomento igual. Difiere en que, en lu fuse prepora
toria, la muestro se emplea en dilucién 1:2 y lo lecturo tiene lu /
gar o las 72 horos, por los caracteristicos yo descritos. Es nece /
sorjo lo utilizocién de un suero standarizado con concentrocién co
nocido de alfa-2-macroglobulina, diferente al que usdbomos paora lo
cuantificacién de la A-1-AT, Lo técnico de medida es similar en to

do (Figura 9). Hemos utilizado discos de inmunodifusién radial /

L]

:
;
!
% Figura 9: Anillo de precipitacién de la alfo-2-macro

globuling sérica, ¢

M-Partigen (HOECHT IBERICA).

Se ha determinodo lo alfo-2-macroglobulina en los siguientes in

dividuos:
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DIAGNOSTICO - n? de casos
Tumor 25
Normoles 27
Uveitis 28

Se hon comparado los resultados, correlaciondndose, con las cifras

de A-1-AT en los tres grupos,
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4.1.3. Determinocién en jugo gdstrico y duodenal

Como f;uto del estudio surgido en los enfermos con ulcus gostro
dvodenal, nos propusimos lo determinacién de lo A-1-AT en jugo gastrico y
duodenal. El estudio se ha realizado sobre 43 muestras de jugo gastrico y
duodenal obtenidas todas ellas peroperotoriamente, en el curso de gastrec
tomies por enfermedod ulcerosa y, en todos los casos, después de lo sec /
cién pilérica con el fin de minimizar el posible reflujo dvodeno-gastrico.
Los muestras de jugo gbstrico se obtuvieron de la sonda de ospiracién na
so-gdstrica dirigida manualmente desde el interior del obdomen por muqi/
pulocién del estomago, y el contenido duodenal se obtuvo por el ciruvjano

medionte aspirocién endo-duodenol con jeringuille estéril.

Los muestras obtenidas correspondion ¢ un total de 29 pacientes /
con ulcus duodentil. En 14 casos dispusimos de muestras de jugo gdstrico y
duodenal ol mismo tiempo. Los muestras se dividieron en dos grupos: el pri
mero de ellos constituido por 23 muestras de jugo duodenal pertenecientes
a otros tontos pacientes de los cuales 5 presentaban un ulcus gastrico ,
17 ulcus duodenal y 1 ulcus gostrico y duodenal simulténeamente. Los eda
des de los enfermos incluidos en este grupo estaban comprendidas entre /
29 y 71 ofios. Las 20 muestros de jugo géstrico pertenecion o 5 pocientes
con ulcus géstrico, 14 con ulcus duodenal y 1 con ulcus gdstrico y dvode
nal. Este grupo lo formaban 18 hombres y 2 ﬁujeres, siendo los I}mites de

edad iguales a los del primero.

En coda muestro se determinaron el pH y la concentrocion de A-1-AT
expresodo en mg/100 ml. cuondo fué detectoble. Para su.determinacién, se

ha utilizedo lo mismo técnica descrita, pero usondo diluciones del proble
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ma 1:1, En 13 de los 29 pacientes disponiomos de los niveles de A-1-AT sé

rica.

Se investigd la correlocién entre los concentraciones de A-~1-AT
en los jugos gdstrico y duodenal en los 14 enfermos en los que disponia -
mos de ambos dotos, osi como entre éstas y los niveles séricos del enzima
(13 pacientes en cada coso). Del mismo modo, se hallé lo recto de regre /
sion entre los concentrociones de A-1-AT en las muestras de contenido gas
tico o duodenal y el pH de cada uno de ellas (11 y 17 enfermos respectiva

mente).

Se analizaron los valores de A-1-AT en jugo géstrice y/o duode

nal en funcién de lo locolizacién de le tlcera
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4.1.4. Determinocidn en bilis

Se determiné medionte inmunodifusién redial le concentracién de
A-1-AT en 26 muestras de bilis recogidas directomente de lo vesicula bi /
lior durante el octo operatorio en enfermos posteriormente colecistectomi
zodos, con el diogndstico de litiosis biliar. En 24 de estos enfermos se
realizé estudio histopotolégico de lg vesiculo bilior. Segin el tamafio y
nomero de los célculos, los clasificemos en dos grupos: oquél que estabo

formaodo por enfermos con miltiples célculos pequefios y aquél formodo por

" enfermos con uno o varios cdlculos de gron tamado. En 21 enfermos se rg/

cogieron las concentrociones de las proteinas plasmdticas segin el potrédn
del espectro proteico realizado. Asi mismo, en 14 se obtuvo la concentra
cién,de inmunoglobuling G, A y M. La edad media de estos enfermos fué /

52 + 10 ofios. E1 4.6 % fueron mujeres y el 15.3 % hombres.

Por otro parte, se hon estudiado 22 muestras de bilis recogi-
da directomente de colédoco en 22 intervenciones guirirgicas en los que,
por diversos motivos, hubo de explorarse lo vio biliar principol En
la moyorio de estos cosos lo rozén de esto intervencidn fué un colelitia
sis. En 3 pacientes existio uno coledocolitiasis asociado; en un enfeg/
mo se realizé por f{stulo bilior secundorio a hidotidosis hepética y /
otro, por iOltimo, presentaba una pancreotitis crénico. La determinacidn
de A-]-AT se reolizd, asi mismo, por inmunodifusidén rodial. En 19 de eE/
tos enfermos se procticéd un estudio histopatolégico de la vesicula bi /
lior. Simultéreomente, se diferenciaron los casos en los que lo litiosis
era de un solo célculo grande y aquellos en los que existion varios o /
moltiples pequefios. Lo edad medio de estos enfernos fué 49 + 10 ofios. El

88 % eran mujeres (17 cosos) y 21 % eron hombres {5 casos).
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En ombos grupos, la cuontificacién de lo A-1-AT se reaclizd si /
guiendo la misma metédica que poro el jugo gdstrico y duodenal (dilucién

1:1)



- 109 -

4.1.5, Intervenciones quir{rgicas .

Hemos estudiodo un total de 34 individuos o los que se detefmi/
nabo la A-1-AT en svero el dio previc a una intervencién quirurgico y, mds
tarde, en el 32 y 79 dia del postoperatorio. Lo técnica empleodo fué la /
inmunodifusién radial. Lo edod medic de estos pacientes fué 51 + 12 afos.

Eran hombres el 58.82 % (20 cosos) y mujeres el 41.17 % (14 casos).

Las intervenciones o las que fueron sometidos han sido: en 15 /
casos, gastrectomio por uvlcus péptico; en 4 casos, colecistectomia; en 3
.. el e .o .
casos, correccién quirdrgico de una eventracidn; en otros 3, implanta /
cibén de un marcapasos; en 2, mastectomia por cdncer de mama; en 2 tiroj /
, dectomio por carcinomo tiroideo; en 2, sofenectomia por varices; en 1, am
putocién obdomino-perineal por un edenocarcinoma de recto; 1 caso de liﬂ/

foepitelioma de cuello y otro de una osteitis.

Se overigud la cifro de A-1-AT en el preoperotorio, en el 32 /
dic y en el 72 dia del postoperotorio. Ademds se analizaron separadomente
aquellos enfermos en los que la intervencién fué intraabdominol o no, com

pardndose los resultados obtenidos en cada grupo.

Antes de finalizar le exposicién de la metédico seguida en el /
estudio clinico, hemos de referirnos a unas técnicos que utilizomos espo
rédicomente con ocasién de un coso clinico ilustrativo que luego describi

remos,
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Se realizé lo determinocidn de la concentracién de A~1-AT en /
homogeinizado de tejido proveniente de higado de un enfermo que habia fg/
llecido por un hepatama, asentado sobre uno cirrosis hepética, como se de
mostrd en lo onatomio patolégica. La cuontificocidn del enzima se reolizé
siguiendo el método descrito previomente pero uvtilizando 20 mcl. de una /
dilucién 1:1 del homogeinizado, que se llevaba a disco LC-Partigen({HOECHT
IBERICA); se usaron homogeinizados de tejido tumoral y de tejido peritumo
ral (cirrético). Con la ocasidn de ese mismo enfermos se realizé lo tig/
cién con ontisuero monoespecifico anti-A-]1-AT marcado con fluoresceina,de
las piezas de tejido tumorol hepético y tejido peritumorol cirrético. El
ontisvero, conseguido de un animal de experimentacidn, es conjugado con
isotiociaonato de fluoresceina y preparado en forma de liofilizado (Flug /
rescein-Con jugated-Plasmo-Protein ontisers, HOECHT IBERICA). Para vtili /
zarlo, se diluye este liofilizado en un 1 ml, de agua destilodo y se prg/
paron dos diluciones (1:5, 1:10) entre este preparado y un tampén fosfato
buffer o pH 7.2 (8.5 g. CINo + 8.62 g de PO, HNa, . 2H,0 + 2.48 g de /
PO, KH, en 1000 ml. de ague destilada). Con estas dos diluciones se ti /
fien las preparaciones de la pieza unc vez que ésta se ho cortodo en conge
lacién. Tras la tincidn, es vista en el microscopio de flvorescencia en /

los primeros 24 horas.
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4.2, ESTWDIO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este estudio hemos escogido un tumor experi/
,mental que se ho inoculodo ol onimal de laboratorio, con ondlisis secueﬂ/
ciol posterior de los modificaciones de los inhibidores de proteasas en /

relacién con lo evolucidén tumoral.

El tumor escogido ha sido uno linec celular del céncer ascitico

de_Ehrlich(CAE), en concreto lo cepa de CAE existe en el Instituto Noeig/
nal de Oncologia, procedente del Instituto Gustove Roussy de Paris, con /
uno lineu primordial de células con 67 cromosomus con un cariotipo de 60
cromosomos en tres series haploides y 7 cromosomas "detectores" (un meto
céntrico, dos acrocéntricos pequefos y cuatro diminutos). Se trotc de un
tumor suficientemente conocido y experimentado, condiciones pora un ensa
yo de esta indole, E1 onimal de experimentacidén escogido ha sido el ratén
olbino SWISS, habiendo seleccionado hembros (por ser mds fécil lo inocula
cién intraperitoneal del liquido ascitico) de edad oproximado de 3 meses,

con peéo de unos 25 g. cado animal,

Intentdbomos relocionor lo extensién tumoral, con la copacidod
de inhibicién de la tripsino (T.I.C.) en suvero y liquido ascitico'del /

onimol inoculado con el tumor.

Lo extensidn tumoral se puede evaluvar de dos formas: peso del /

tumor (diferencia entre el peso total del onimal inoculado, en el momento
GHPLU

del sacrificio, y el peso del animal sin tumor) (Figura 10) y grodo @

lularidad conceroso en liquido oscitico. Ambos métodos los hemos u
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FIGURA 10.- Céncer ascitico de Ehrlich.

Evolucién del peso del tumor.
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do y posteriormente nos referiremos o ellos con detalle. Los dos pardme /
tros son un buen indice de lo extensién tumoral dudo que el CAE puede pro
ducir un crecimiento ascitico tumoral sin que existan implantes sélidos si
es que se ho inoculado correctamente el liquido ascitico; esto permite te
ner un peso baostonte exacto del tumor sdlo medionte el ovenado de la asci
tis en el momento del sacrificio. Por otro parte, la medido de la celulg/
ridad (determinando, incluso, el porcentoje de células vivas y muertas)es

de técnica relotivamente sencilla.
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4.2.1. Determinocidn del T,1.C. °

Se na determinudo e! T.I.C. en suero y liguido ascitico tumoral.
Pora obtener svero de los ratones hemos tenido que recurrir o la puncién /
intracardioco, ya que ero la dnico forma de conseguir sangre suficiente pgo
ra obtener 20 mcl., de suero, que son precisos. La recogida de songre de /
la cola del onimal o del globo ocular no permitio llegar o le cuentio ng/
cesario. Lo mortalidod por puncidén cardiaca es muy alto pero este proble/
me no es inconveniente ya que el onimal es sacrificodo en todo caso en el
momento de lo extraccidn, salvo en el grupo control que no seré sacrifica
do o lo largo del ensoyo. Lo obtencidn del liquido ascitico paro determi/
nor el T.I.C., en ese medio, no plontea problemos puesto que se recoge /

uno muestro después del ovenado en el dia del sacrificio del animal.

El proceso del svero y del liquido ascitico poro determinar el
T.I.C. tenio lugar el mismo dic de su extraccién y recogido ( si no es /

osi, hoy que guardar los muestros o -209C é -709C),

Lo medida del T.I.C. se ho realizodo siguiendo el método de /
ERLANGER y Cols (1961) (145), de lo siguiente formo: Se preparc el proble
ma con 20 mcl, de svero o liquido oscitico que se ofiode o 3.8 ml. de una
solucién amortigvedore o pH 8.2 (tris: 12.11 g + Cl, Co: 2.2 g + H,0:
1000 ml.) y'o 200 mcl. de una solucién formade por 10 mg. de tripsina /
(SIGMA) en 50 ml. de una mezcla, compuesta ésta por 2.5 ml, de ClH IN y
997.5 ml. de oguo destilada. Porclelamente se prepara un control sin sue
ro, y un blanco, sin lo solucidn de tripsino. Estao mezclo se mantiene en
bafo a 372C durante 15 minutos. A continuocién se ofioden 4 ml. de uno so

lucién del substroto utilizodo en este método:45 mg de BAPNA (N-olfa-ben
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z0il-D-L-arginino-p-nitroonilina, SIGMA) en 1000 ml. de oguo destileda. /
Posteriormente se incuba de nuevo a 352 C, en boafio. durante 15 minutos ,
tiempo que la tripsino debe estar octuondo sobre el substrato, en presen /
cia del inhibidor sérico. Una vez incubado se detiene lo reoccidn con lml.
de uno solucién compuesta por 30 ml. de Gcido acético (CH3 COOH) y 70 ml,
de agua destilodo, Se enfria con oguo corriente,y o continuacién, se lee /
(aunque se puede esperar 1-2 horos) en un espectrofotémetro a 405 nm de /
longitud de onda. El espectrofotémetro utilizodo en nuestro caso ha sido
el modelo Spectronic-20, BAUSCH & LOMB (PACISA), que permite un espectro /
de lectura entre 325 y 975 nm de longitud de onda.

Lo actividad que detecta el espectrofotémetro se mide o trovés /
del color omorille originado por la liberacidén de grupos p-nitroaonilina y

se denomino A.T.R., (Actividad tripsinica remanente).

D.0. = densidad Aptica,

AT.R = D.0. problemo X 100

D.0. control
El T.I.C. se determina:

o) 100 - A.T.R. (expresado en %).

b) D.0. control - D.0. problems , ' mg. tripsina 1
D.0. control ml svero

Los parémetros A, T.R. y T.I.C. son complementarios.
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4.2.2. Inoculocidn del cdneer oscitico de Ehrlich

El disefio experimental bdsico de lo inoculocién y seguimiento/
de los rotones albinos SWISS con CAE hao sido el que se muestro en lo Figy

ra 11.

Seleccionomos 60 onimoles que di;idimos en 5 grupas, ocorde /
con pesos aproximados; un grupo de 20 onimales que consideramos control y
otros cuotro grupos de 10 animales,a cada uno de los cuwales se les.inoqg-
lario el tumor. E1 motivo de que el grupo control fuese més numeroso era
lo necesidaod de recoger sangre el primer dic (con le mortalidad que con -
lleva, como quedd dicho) y que se mantuviero un grupo numeroso vivo hasto
el final del ensoyo.En este sentido tuvimos suerte puesto que la mortali
dod o la primere extraccidén de songre por vio introcardiace fué del 50 %
por lo que logramos mantener hasta el final el experimento unao camada con
trol de 10 ratones, nimero iguol ol del resto de coda uno de las comados

de onimales inoculados.

Uno vez inoculado el tumor se fueron sacrificando uno comado /
de 10 rotones inoculodos, en los dias 7, 9, 12 y 15 del experimento mien
tras que el grupo control llegé hasta el final. Lo cepo celular utilizoda
por nosotros tiene uno evolucién de unos 16 dios por término medio, pero
no hemos gquerido orriesgarnos o llegor ol dio 16 (preferimos socrificar /
lo Gltimo comado el dio 15) por el riesgo de gque murieran antes del sacri
ficio, en cuyo caso, los fendémenos de descomposicién son muy répidos por
el gron estodo de coquexic del animal, lo cucl puede interferir el experi

mento.
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Los 50 animoles que ibon o seguir el ensoyo (10 controles ";g/
pervivientes” y 4 camados coda uno de ellos de 10 onimales inoculodos) /
eran pesados el primer dio paro tener el primer control. Asi, enese primer

dio:

- pesodo de todos los onimoles.

- extroccidn de sangre, para determinar el T.I1.C., en el grupo
control. Se desestimaron los muestras de los 10 animales fo-
llecidos puesto que no ibamos o tener muestra de su sangre /
en el dio final del ensayo.

~ inoculacién del liquido CAE al resto de los 40 animoles.

La. inoculocién se reclizé medionte pase de CAE, extraido el 1i
quido del rotén albino SWISS de 12 dias de evolucién, momento en que lo /
celularidad debia ser moyor. Se extroen 5 ml. de liquido ascitico del tu
mor; de ellos se tomo 0.1 ml. que se ofiade o0 9.9 ml. de solucidén salino /
(Dulbeco 1 x). De esta solucién, se toma 1 ml. 51 que se ogrega 0.3 ml. /
de Eritrosina B con el fin de que se tifion en rojo las células muertas y
las vivas quedon refringentes. Asi, uno muestra de esto solucién tefiida /
se lleva al microscopio poro ver celularidod y viabilidad. Lo viabilidad
resulté ser del 96 % (porcentaje de células vivas que se ven al microsco
pio). Lo celulorided resulté ser 100 células/ compe microscopio x 10 cam
pos microscopio x 100 (factor de dilucién)x 1000 (microscopio) x 1.3 /

(foctor de dilueidn) = 130 x 106

célulos. Esto ero la contidod de células
en 1.ml, de liquido CAE extroido pora lao inoculacién. Conocido la celula
ridod, inoculamos 0.5 ml. de una solucién 1/100 de CAE en CINo 0.14 M /
(0.3 ml. del liquido CAE aspirado en 29.7 ml. de CINa 0.14 M) por lo que,

reolmente, lo inoculocién que realizamos fué de 650.000 célulos o cade /
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animal (1 ml. de solycién al 1/100 = 1.3 x 10° célulos).

El 72 dioc se reolizeo lo siguiente:

- pesado de los animales.

- extraccién de songre de un grupo de animales inoculodos (gpg
po A) para determinacién del T.I.C.

- inoculocidén a esos onimoles de 3 ml, de suero salino isoténi
co intraperitoneal. Esto es preciso realizarlo puesto que /
exi;tiré muy poco liquido oscitico este dio, yo que la curvo
de volumen comienza o aumentar el 72 y 992 dia, Previo "masa /
je" obdominal, se extraen posteriormente, wuno vez socrifico
do y abierto el animal, los restos de liquido con uno jerig/
guillo estéril y se pesan los animales socrificados.

- medido de lo viaobilidod y de la celuvlaridad por ml. de liqui
do ascitico, corriguiendo esto (ltimo en funcién de los ml.
de liquido habidos. Pora determinar lo celularidad, se dilg/
yen 100 mcl, de una solucién del liquido en Dulbeco 1 x al
que se afiade 100 mcl. de eritrosino B y se operc del mismo /
modo que queda resefiodo anteriormente.

-~ Determinacion de T.I.C. en liquido oscitico tumoral del gru-

po A,

El dia 99, se realizo lo siguiente:

~ pesado de los onimales restantes,

~ extroccién de songre de un grupo de onimales inoculados (gpg
po B) poro determinar el T.I.C.

- avenado y socrificio del grupo B con pesado de los animales

sacrificados.
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- medido de celularidod y viobilidad de las célules del liqui-

do oscitico, siguiendo el esquema onterior.

correccién de lo celuloridod de acuerdo con los ml. de liqui
do oscitico.

medido del T.I.C. en liquido ascitico tumoral del grupo B.

En el dio 122, hemos realizado lo que sigue:

pesada de todos los apimales restontes.

extraccién de sangre cde un grupo de animoles inoculados (grg
po C) paro determinar el T.I.C.

avenado y sacrificio del grupo C, con pesodo de los animales
sacrificados.

medido de lo celularidod y vicbilidad de los células del 11/
quido oscitico extraido. En este dia, dada la gran celulari/
dod, es necesario hocer una dilucién mayor en lo solucién so
lino (Dulbeco); asi, se colocon 10 mcl. de liquido en 10 ml.
de Dulbeco {dilucidén 1:1000). De esto dilucién se enfrenton
100 mcl. con 100 mcl, de eritrosino B como en dias onterio /
res. Se corrige la celularidod en funcién de los ml. de li/
quido ascitico extruido del animal.

medido del T.I.C. en liquido ascitico tumoral del grupo C.

Por 0ltimo, en el dio 152:

pesada de todos los onimales restontes,

extraccién de songre del grupo de animoles inoculados restan
tes (grupo D) para determinor el T.I.C.

avenado y socrificio del grupo D con pe;odc de los animales

sacrificodos.

medide de lo celularidad y viabilided de los células del 1i /
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quidoluscitico extraido (como en el dia 13).
- medido del T.1.C., en liquido ascitico tumoral del grupo D.
- extroccién de sangre para determinar el T.I.C. en el grupo /

control.

El ensoyo queda concluido osi, con lo observocién dioria de los

animaoles.

Se trato en definitiva de valorar el T.I.C. en svero y ascitis
de ratones con CAE y ‘'ver sus modificaciones en funcién de los dias de evo
lucién, del peso del tumor y de la celuloridad del mismo, monteniendo wun
grupo de animoles control poro descartar o constoter posibles variociones

del T7,1.C., sérico y del peso del animol.
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4.3, ANALISIS-DE LOS RESULTADOS

Uno vez explicado la metodolegio seguido en el estudio, hemos

de referirnos ol trotomiento estadistico que se le ho dodo o los daotos.

En términos generales, hemos utilizado el test de Student,_mé/
todo estodistico mds correcto pare com;orur entre si uno variable Gnica /
en distintos grupos estudiados y deducir lo probabilidad de que los dife
rencias entre los dos grupos se deban al azaor o que, reolmente se compq{/

ten de modo distinto con diferencios estadisticomente significetivas.

De otra parte, en algunos casos, hemos averiguodo lo linec de
regresién lineal {y = mx + b) junto con el coeficiente de correlacién (r)

al enfrentor dos voricbles en una mismo poblaciédn.

Hemos utilizado las férmulos derivodos del cldsico teorema de
BAYES que nos proporciona datos sobre la selectividad, especificidad, va
lor predictivo positivo y valor predictivo negotivo de un determinado /

test diagnéstico, paro uno enfermedad concreta, segin el esquemo siguien

te:
ENFERMEDAD
RESULTADO TEST TOTAL
. Presente | Ausente
Positivo a b o+ b
Negativo c d c+d

TOTAL a+c b+d N
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a
Sensibilidad = x 100
o+ c
Especificidad = — 9 x 100
b +d
Volor predictivo positivo = —2  _ x 100
. a+b
d

Valor predictivo negotivo =

x 100
c +d

Asi mismo, se hon tenido en cuenta los conceptos de error tipi
co de lo medio (S X ), de error méximo por azar (E), para un nivel de fia
* bilidad del 95 %, con el fin de obtener el intervale admisible para la me
dio ( X + E) y overiguar si lo cifro se situobo dentro o fueroc de ese in /

tervolo méximo odmisible por azar.




5. ESTUDIO CRITICO DE LAS TECNICAS
EMPLEADAS,
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Con el fin de consolidar y ofrecer fiabilidod en los resultc /
dos que pudiéromos obtener, hemos de hacer referencia o lo metodologio se
guido asi como @ las principales técnicos utilizodas, que requieren expli
cocidn de su uso. No es un intento de justificar lo eleccidén de determina
dos métodos y técnicas seguidos en nuestro estudio; es, simplemente, lo /

explicacidén objetiva de los motivos que nos impulsaron a su eleccién.
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5.1. METODOLOGIA DEL ESTWDIO

Nos ha parecido lo més apropiado, el vtilizar uno amplia pobla
cién, de la que, una vez conocido el dicgnéstico, se hicieron dos grandes
grupos: el formado por enfermos tumoroles y otro con individuos no tumora
les (normoles o afectos de otras enfermedodes). No sélo se tratobo de ver
si el test utilizado por nosotros (determinacién de la concentrocién de /
alfa-l-ontitripsing sérico) lograba diferenciar entre lo poblocién tumoral

.
y lo normal, sino conocer el poder de discriminocidén del test entre le po
blocién afecto de tumores molignos y el resto de la poblacién, odin cvondo
en ésta se produjeran eventuales modificaciones de la A-1-AT, El p10nteg/
miento que, en este sentido, nos preocupabo ero: si lo modificocién de lo
A-1-AT no sélo se produce en los enfermos tumorales ;es, sin embargo, mds
caracteristica en estos enfermos que en el resto de individuos, oln estan
do ofectos de otra enfermedod?. Por ello, nos ha purecido que lo Unica /
forma de discriminor este punto era comparar el resultodos de los enfermos
tumorales, con el resuvltado en el resto de los individuos estudiados ( no
tumorales). Es 16gico que hayamos visto necesario, asi mismo, el comparar
las poblaciones tumorales y normal osi como los dotos encontrados en uno
serie de enfermedodes con los encontrodos en los enfermos cancerosos y en

los normoles.

Pensomos que esta es la mejor forma de plontear un estudio cli
nico outénticomente prospectivo. Posteriormente pudimos comprobor que /
habiomos encontrado en el test eso copocidad de discriminacidn que buscé
bamos, considerando el conjunto de los grupos estudiodos. No podiomos es
perar que los individuos considerados uno o uno se comportorén sisteméti/

camente de uno determinado monero (por os{ decirlo, positivo o negative) /
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en la determinu;ién de un test que es, de por si, cuontitotivo, y que, co
mo test bioldégico, estd sujeto u modificaciones miltiples, Por eso, la /
vnica posibilidad ero considerar los grupos en conjunto, con sus valores
medios encontrados y aplicar el test de Student para volorar estedistica /
mente lo diferencio. De cualquier monera, poro estos cosos es posible la
medida de la eficacia de un test por métodos estodisticos. De ello, posg/

mos @ ocuparnos a continvacidn,
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5.2. EVALUACION DE UN TEST DIAGNOSTICO

A menos que lo interpretocién del test sea independiente del es
tablecimiento del verdadero diognéstico de la enfermedad (premiso seguida
por nosotros), no se podrion socar conclusiones o, éstas, podrion ser fal
sas (RANSOHOFF y Cols. 1978) (420). En definitiva, lo que nos debe intere
sar es conocer lo eficacio del test estudiodo, esto es lo copucidad de in
dicar presencia o ausencia de enfermedad. Por ofodidura, otros problemas
diferentes, pueden ser dificultades en potencia, paro asegurar lo efica /

cia: problemas técnicos, documentocidn insuficiente, etc.

Hemos seguido dos métodos pora averiguur la eficacia del test

objeto de nuestro estudio:

a) Comparacidn de los resultodos obtenidos medionte nuestro /
test y los resultodos obtenidos con otros tests yo estudio
dos. En este sentido, es por lo que hemos comparado los re
sultados en la concentrocién de A-1-AT en distintos grupos
(con tumor y sin tumor maligno) con los resultodos del test
de Mokari, método de diagnéstico bioldgico de céncer, en /
esos mismos grupos. Lo eficocio del nuevo test puede resul
tar mayor, menor o igual, pero lo hemos overiguodo partien
do de un punto de referencia.

b) Eficacio estodistico del test. Este duto viene expresado /
por cuctro parémetros, que son las respuestas o otros ton /
tas preguntas. Si el enfermo tiene uno determinadc enferme
dod, ;qué posibilidad hoy de que tengo el test positivo? ,
es decir, ;cudl es lo sensibilidod del test?; si el enfermo

no tiene esa enfermedad, ;cuél es lo probabilidad de que el
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test sea negativo,, es decir, ;cu6l es la especificidod?; o
onalizondo el problemo desde otro punto de vista: si el QQ/
fermo tiene un test positivo, ;jcuél es la probabilidad de /
que padezco la enfermedod?, es decir, ;cudl es el valor pre
dictivo positivo?, o bien, si tiene el test negotivo, ;cuél
es la probabilidod de que no padezco la enfermedod?, esto /
es, ;cudl es el volor predictive negotivo?. Un test perfec
to serio el que siempre es positivo en presencio de enferme
dad y negativao en su ausencia, Sin emborgo, hay que contor
con falsos negativos y falsos positivos cuondo nos movemos
en terremo bioldgico; encontrarlos no significo inutilidod,
si es que los pordmetros antes dichos ofrecen resultados /
aceptables.
- L4

Nosotros hemos oplicodo estos conceptos a nuestro estudio /
y hemos comparodo la poblocién tumoral con le poblocidn no
tumoral y con la normal, en funcién de la positividad o ne/
gotividod del test, en términos de modificaciones de lo con
centracidén sérica de A-1-AT en un grupo normal, por encima
del margen aceptable parc la poblacién normal (valor medio
+ 2 desviaciones stondord). Con ello, logramos responder a
otra pregunto: en ousencia de enfermedod conocida que m°di/
fique los niveles de A-1-AT, su elevocién ;puede ser diog /

néstica de lo presencia de un tumor maligno?.
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5.3. INMUNODIFUSION RADIAL

Conviene actvalizar el problemo y las corocteristicos de esto
técnica con vistas a intentor demostrar si, en la aectuolidod, es el método
de eleccion pore estudios cuontitotivos en grandes series de individuos ,

es decir, si se trata de un método que, por su sencillez, equilibrio costo-

beneficio , precisidn, resuvltodos, etc. se ha demostrodo como fiable.

En efecto, hoy es fécilmente posible lo determinocién cuantita
tive de los diferentes proteinos plosméticas, con el método de inmunodifu
sién rodiol de MANCINI (332). Y asi, SCHULTZE, SCHWICK, HEIDE, HAUPT y /
HEINBURGER (448), han descubierto y uislado numerosas proteinas describien
do funciones bioldgicas, no siempre bien conocidos, de algunas de ellos.
Esto tiene su origen en los descubrimientos de BEHRING que determinaron el
desarrollo de técnicas con el objeto de preparar concentrados de onticuq&'
pos o partir de sveros de onimoles hiperinmunes. Asi, ho sido posible ir /
conociendo caracteristicas fisico-quimicas de los proteinos, tales como sv
peso moleculor, su constante de sedimentacién (Svedberg), su corgo eléctri

ct, su punto isceléctrico, etc.

Dejondo a un lado los métodos de determinacidén de proteinos to
tales, la electroforesis y lo inmunoelectroforesis, respecto a cuyos deta
lles no vamos o entror, centroremos nuestro interés en el método de deter
minacidén cuontitotivo especifica de proteinas por inmunodifusién. Del mis
mo modo que lo inmunoelectroforesis, ésta determinocién cuantitotiva exi/

ge el empleo de un antisvero. Existen tres técnicas paro lao determinocidn:



o)

b)

c)
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Difusién lineal simple.- En 1946, OUDIN describié un método
paro determinacidén cuantitativo de una proteina, consisteg/
te en poner en un tubo de ensayo un gel que contiene el an-
ticuerpo moncespecifico correspondiente y recubrirlo con /
uno capo de uno solucién de la proteing especifice (ontigg/
no). Se formabe, asi, un precipitodo. El tromo recorride /
por el precipitado en el gel, es proporcional a lo reiz cua
droda del tiempo de difusidén. Lo velocidad de migracién del
antigenc en el gel conteniendo el anticuerpo es proporcio /
nal o la concentracién del antigeno. Para la vaolorocién, se
construye, con preparados standard, uno curva de referencia
paro uno proteina determinoda. Por medio de esta curva de /
referencia, se pueden determinar concentraciones desconoci
dos, midiendo el tramo recorrido por el precipitado y el /
tiempo de difusidn. E1 incpnveniente de este método es que
resulto necesarie trobajor a una temperotura constonte yo /
que lo velocidod de difusidén es funcidén de lo temperatura.
Difusidén dobre de OUCHTERLONY, En este método el antigeno

y el onticverpo difunden, uno hacia el otro, partiendo de
dos lugores de aplicacién separados. Lo moyoria de los ve /
ces, esto se realizo en plocas de Petri, comporaondo las di
luciones del .suero o determinar con los precipitodos de di
lucién stondard. Es un método que se utilizo paro el exa /
men cualitotivo de la composicién ontigénico del producto.
Inmunodifusién radial simple, Es la técnico més sencilla /
de los empleadas actuolmente. Tiene su origen en los trabo
jos de MANCINI, CARBONARA y HEREMANS (332). El antigeno /

se depositﬁ en un pocillo excovado en uno capa de gel que/
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contiene el ontisvero correspondiente. El oumento del éreo
del onillo de precipitocidén es funcién del tiempo, en con /
creto, de la raiz cvodrodo del tiempo. Desde el comienzo de
la difusién del antigeno, se formo un complejo antigeno-onti
.cuerpo. Después ae suficiente tiempo de difusién, por llegar
se o la zona de equivalencia se alconza el punto final de di
fusién. En este punto final de difusién, el drea que encie /
rra el onillo de precipitacién es directomente proporcional
o la concentracién del ontigeno, segin una funcién lineal.
Esta funcidn lineal viene objetivade por uno linea de refe /
‘rencia dibujada con los puntos de interseccién de los cvadra
dos de los didmetros de precipitacién de tres concentracio /
nes diferentes de un preparado standard y éstos concentrocio
nes conocidas de dicho preparado. Con oyudo de ésta recta /
puede determinarse cuantitativomente cualquier muestre, Lo /
pendiente de lo recta es funcién de lo concentracién del an

" ticuerpo.

Es un método preciso, dado que el halo de inmunoprecipito /
cidén esté muy bien definido, lo cuol se ha conseguido en el
materiol por nosotros uvtilizado, mediante lo concentrocidn /

superior de anticuerpo, que es en la actualidod de 5 mcl.

De todo ello, se deduce que hemos vtilizado un método exacto /
pora lo cvontificocién de lo proteina, o lo que se une lo sencillez de lo
técnica, su reproductibilidad, su costo relativamente bojo {cado ploco de
inmunodifusién tiene 12 pocillos paro muestrag)y el fécil almacenaje de 7/

los discos parc poder constotar los resultados posteriormente.
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Esta técnico yo ho sido utilizado por diversos autores paora /
cuontificar le alfe-l-antitripsina, consideréndose como cifra normal entre
200 y 400 mg/100 ml. Sin embargo, hemos considerado que no debjomos ocep /
tor sino lo cifra que, siguiendo nuestro metédica, obtuviéromes para las /
distintas poblociones, incluido lo normal. Todo investigocidén es medida
(HELMHOLTZ) y todo medida verdedero es esenciclmente comparative (Sir /
HENRY DALE), Paro comparor dos mognitudes, hoy que medirlas aontes y eso /
es lo que nos propusimos, ain disponiendo de cifros previas considerodas
como normales por otros outores. Es mds justo comparer con nuestros pro /
pios grupos que no asumir los volores.que se haon determinado, quizés, en
circunstancias diferentes. Esto lo hemos hecho tanto pore la A-1-AT como

para las alfo-l-globulinas y la alfe-2-mocroglobulina;
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5.4. DETERMINACION DEL T.I.C.

Es un método sencillo, pero laborioso, que hemos uvtilizado en
la valoracién de los inhibidores de proteasos del suvero de animales de /
experimentocidén. La A-1-AT del animal de experimentocidén puede tener di/
ferenciaos ontigénicas con la humano, lo que hace que los resultodos no /
fueran fiables caso de utilizar un método inmunoldgico, en concreto, lo
inmunodifusién radial, pora suv determinacién cuvontitativa. Por ello, y /
dado que existe una estrecho correlacidén entre lo concentracidn de A-}-
AT y lo copacidod de inhibicién de lo tripsino del svero, nos decidimos/
por determinar el T,.I.C. en el ensoyo experimentol., Asi, podriomos obtg/
ner una idea bastonte oproximado de lo octividad enzimética y, en cual /
quier coso, valoror la inhibicidn de las proteosas del onimol conceroso,

que erao nuestro objetivo.

El inconveniente que tiene es que lo ACtividod inhibidoro de
la tripsino medida, corresponde o la sumo de actividades de inhibidor /
alfa-1 (A-1-AT), del inhibidor alfa-2 (alfa-2-macroglobulina) y del inhi
bidor inter-alfa. Sin embargo, éste {ltimo es despreciable porque contri
buye en medida insiginificonte o dicha actividad y, de otra porte, lo /
A-1-AT supone el 90 % del T.I.C. total, por lo que, ante niveles constan
tes de alfo-2-macroglobulina, las variociones del T.I1.C. son debidas of
variociones de lo A-1-AT, Adn no pudiendo determinar exoctamente estos

hechos en el ratén, son dotos confirmados en el hombre.

Laos diversas técnicas con las que se determino el T.I.C, se
bosan en enfrentomiento del svero con tripsino en presencio de un subi/
trato. Si lo tripsino no se neutralizo totalmente con el svero, puede /

atocar al substrato, dando una reaccién cuontificable. Lo base es igual
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en todos las técnicas descritos, voriondo exclusivomente dos parémetros:

o) E} sustroto vtilizodo. Los més usados han sido el BAEE
(benzoil-orginino-etil-ester) y el BAPNA (L—benzoil-orgini
no-p-nitroonilino) que es el més universalizodo, desde el
clésico trabajo de ERIKSSON, y que ho sido el vtilizade /
por nosotros.

b) Lo contidad de suero utilizada. A partir de los valores del

T.I.C., sitvados olrededor del 80 % se pierde lo progresién
lineol de los extinciones, presenténdose posteriormente uno

recuperacién porciol de esto actividad. El moyor volumen /

¢
:
I
{
;

de suero en el que se mantiene esto progresidm son 20 mcl.

mientras que los volimenes superiores deben desechorse /
pues las inhibiciones que producen caen en lo zono donde
se ha perdido lo progresién lineal. Nosotros hemos vtilize

do 20 mcl. de suero en nuestros determinociones.

Hoy tres premisos en esto técnico de determinocién del T,1.C.,
que deben ser respetadas: 1) el svero, si se olmacena, se debe guardar o
| -20¢ C 6 -70¥C; 2) lo solucién de BAPNA y lo de tripsino diluide en ClH
: 1 N con aguo destilada, deben conservarse siempre o +49C y dvronte un /
tiempo no superior a lo semono; y 3) lo estabilidod de lo tripsino depen
de de que existan iones calcio en el medio por lo que es, siempre necesa

sio,usar un tompén con calcio (nosotros hemos utilizado el C12 Co).

Los valores normales de T.I.C. en suero humanc hon sido comu
nicodos en diversos ocasiones (1.3 + 0.24 mg/ml., OCIO y Cols; 1.07 +
1.2 mg/ml., ERIKSSON; 1.07 + 0.26 mg/ml., TALAMO) (368) (139) (475). No
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sotros los hemos determinado en el onimol de experimentocidn poro obtener
nuestro punto de referencia, comparondo nuestros controles con los otros

grupos estudiados.
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5.5, EL CANCER ASCITICO DE EHRLICH COMO TUMOR EXPERIMENTAL

Los estudios de tumores asciticos han abierto un nuevo campo
en la Joncologio cuantitativo” (HAUSCHKA, 1956) (214). El céncer osciti
co de Ehrlich, vsado actualmente en el mundo entero, fué producido en /
1932 por LOWENTHAL y JAHN (329), o partir de una forma ascitico del sdeno
carcinoma momario del rotdén, que procedio de lo lineo Fronkfurt del tumor

que EHRLICH y APOLANT (1905) habian sislado.

Es un tumor especialmente Gtil para voloror el crecimiento en
funcién del aumento numérico de los células neoplésicas. Es, por otra /
purte, un tumor experimentel de fécil monejo, de crecimiento relotivomen
te répido y, sobre todo, de caracteristicos sobradamente conocidas. Por
todo esto, nos ha porecido el ideol poro la reolizacidn de lo parte expe

rimental de este trobojo.

Lo cepo que hemos vtilizodo estéd suficientemente caracterizo-
do (CARDA y Cols, 1969) (72). Asi, se conoce que, la mayoria, tiene un /
tiempo de evolucién entre los 16 y los 20 dias (con un margen entre B y
25 dios); que el incremento de peso estd en funcién del volumen del 13 /
quido ascitico y es directomente proporcional o la supervivencia de los
animales inoculados; que el moyor recuento celular se alconza entre el /
12 y 15 dio (momento en que se tomo liquido parc su pase o otros onimo /
les) descendienda paulativomente hasta lo muerte del animal; que el indi
ce mitético méximo se obtiene el octovo dio, esto es, olgﬁn'dio ontes de
la méxima celularidod, y disminuye de forma constante o partir de ese /
dia; y que existen cuatro tipos celulores en lo oscitis: célulos de tamo

fio mediono, de tomafio gigonte, vocuoladas y células pequefios picnético -
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sy s
necroticas.,

Se producen alteraciones visceroles en el huésped, fundomentel
mente en el rifién y en el higodo, donde existe infiltrocién tumorol, ne /
crobiosis y alteraciones de los hepatocitos de noturaleza no bien determi
nodo. Los metéstasis son muy raras o no ser que tengo un tiempo de evolu-
cién muy largo. Con todo, es un tumor que evoluciono fundumentalmente de
forma "liquida" y, si lo inoculacidén es corrects, se puede evitar el cre
cimiento sélido. En nuestro caso no hemos tenide nunca un crecimiento sé

lido.

Las células representan un 25 % del peso del céncer ascitico
de Ehrlich y el extrocto nuclear de nucleoproteinos representan el 30 %
de los célulos concerosas (VALLADARES, 1959) (501) (502) (503).Lo compo
sicién del liguido oscitico es le sigviente: olbimina: 52 %; olfo-l-glo
bulinas: 3 %; alfo-2-globulinas: 5 %X; beta-l-globulinas: 3 %; beta-2-glo
bulinos: 18 % y gommaglobulinos: 3 %. Tiene unos 57 gammos/ml. de é4cidos
nueleicos (49 gommas de RNA y 8 gammas de DNA). Cada célulo canceroso /
posee 8 p.g. (1 picogromo = 0.000008 gummos.é meg.) de DNA y 40 p.g. /
(0.000040 gammas & mcg.) de RNA, con lo que se puede deducir, incluso,lo

equivalencio en édcidos nucleicos, de la inoculacién.

Es fécil obtener el nimero de células en el liquido oscitico,
observando al microscopio los caompos, con una muestro de liquido tedida
pora diferencior células muertos de células vivas (viables). Este nimero
de célulos hay que corregirlo en base al volumen del liquido. Con el ni
mero total de célulos tenemos 06 indice correcte de lo masa tumorsl. Co

mo lo celuloridod suvele ser moyor en el dio 12 de evolucidn, es en ese,/

Fl
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momento cuando debe realizorse el pase, comprobando previomente lo viabi
lidad (porcentaje de células vivas en relécién al total) y realizondo la
inoculocién con prontitud yo que lo viobilidad disminuye rdpidamente al
posar el tiempo. Estpy se debe o que el porcentoje de células muertos es
paralelo al fendémeno de la coogulocion y éstos liquidos son muy espesos

y se coogulon con extrema facilidad,




6. RESULTADOS
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6.1. ESTUDIO CLINICO

Vamos a exponer o continuacidén los resultodos obtenidos en /
nuestro estudio, que quedorén reflejodos en los siguientes Tablas y Figy
ras., Asi mismo, se expondrén las volorociones estadisticos hechas en cg/
du coso que es, realmente, el Onico comentorio posible puesto que todo /

lo que se opine por aiiadiduro no dejan de ser interpretaciones,

Como quedé dicho en su momento, hemos portide de un grupo to
tal de 409 individuos, en lo que se ha determinado -la alfo-l-ontitripsi
na sérico por inmunodifusién rodiol, del cual hemos individualizedo gru
pos pare sy estudio pormenorizado. En la Figura 12 se puede observar lo
distribucién de las cifros de A-1-AT en lo poblacién total estudioda, /

de 409 individuos, cuyos diognésticos fueron:

~ tumor M1ligno .eeessorovssesrecsvssnos 152 casos

- no tumor maligno ..ccecsoerescccncoas 257 casos

- no:males,(sgnos),k....u..;..,.;,... 109 casos

) -~ displosios momarios ...cccoesceesces 15 casos
~ ulcus gastrodvodenal ...cceveaecens 4] cosos

- colelitiasis .c.coevveserncacanacas 13 casos

- uveitis ...ieccicccincccncncasnnnen 28 casos

~ bronconeumopotias cronicos ..ovcece 30 cosos

-~ hepotopotios crénicos ..cececscoecs 10 cosos

- OtrOS .,vcoccccscesccecsosscsscrases 11 casos
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FIGURA 12: Distribucién de las cifras de A-l-AT

en lo poblacidén total estudiade,
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6.1.1. Alfo-l-ontritripsina sérice en la poblacién tumoral y no tumoral
- 4
Resultaron ser enfermos tumoroles un conjunto de 152 indivi /
duos, en los que se demostrd histolégicamente el tumor. Las cifras de /
A-1-AT encontrodos en- cada caso, osi como el diogndstico quedon reflejodos
en la Tabla 3. El valor medio encontrade fué 722.55 mg/100 ml. con uno /
desviocidén stondard de 360.99.

Un totol de 257 individuos fueron enfermos no tumorales. El /
valor medio de los cifras encontredos (Tabla 4) fué 439.15 mg/100 ml., con
desviocién stondard de 146.31.

La diferencio entre los valores medios de estos dos grupos /
fué oltomente significative con un volor de p € 0.0005 segin el test de /

Student (Tobla 5).

Si consideramos en el grupo no tumorol el valor de la cifro /
medio + dos desv}uciones stondord (439.15 + (2 x 146.31) = 731.77), el es
tudio de los individuos que tiene "test positivo” (cifra superior o €sto)
o "test'negutivo“ (cifro inferior o €sta) en lo poblocién tumoral y en la
no tumoral, nos permite overiguar los valores de sensibilidad (53.94 %),
especificided (86.77 %), valor predictivo positivo (70.68 %) y valor pre
dictivo negotivo (54.52 %) del test (Tabla 6).

Entre los enfermos no tumorales, existio un grupo de indiv;/
duos normales (sanos) cuys concentrocién media de A-1-AT sérica fué /
384.5 + 96.25 mg/100 ml. (Toble 4), La diferencia entre el grupo tumoral

y este grupo fué, osi mismo, estodisticomente significotive, con vn velor
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A-1-AT A-1-AT
ne DIAGNOSTICO (mg %) n? DIAGNOSTICO (mg %)
1 Céncer de momo 225 27 Cénecer de moma 332
2 Céncer de moma 465 28 Céncer de mama 1235
3 Cénc;r de mamo 480 29 Céncer de moma 332
4 Céncer de moma 430 30 Céncer de mama 705
5 Céncer de momo 349 a Céncer de mamo 452
6 Céncer de mama 405 32 Céncer de mamo 452
7 Céncer de momo 440 33 Céncer de moma 1675
8 Céncer de mama 332 34 Céncer de mama 970
9 Céncer de mama 532.5 35 Céncer de mamo 415
10 Céncer de mama 654 36 Céncer de mamo 575
11 Céncer de momo 842 37 Céncer de moma 510
12 Céncer de mamo 460 38 Céncer de momo 377
13 Céncer de momo 522.5 39 Céncer de mama 854
14 Céncer de mamo 750 40 Céncer de moma 534
15 Céncer de mama 522.5 41 Céncer de momo 646
16 Céncer de mama 615 42 Céncer de mamo 646
17 Céncer de mamo 492.5 43 Céncer de mamo 1589
18 Céncer de moma 492.5 44 Céncer de moma 1079
19 Céncer de mamo 860 45 Céncer de mamo " 552
20 Céncer de mama 296 46 Céncer de mama 686
21 Céncer de momo 532.5 47 Céncer de moma 768
22 Céncer de mamo 635 48 Céncer de mamo 397
23 Céncer de mama 522.5 49 Céncer de momo 1050
24 Céncer de moma 1000 50 Céncer de mama 686

25 Céncer de momo 522.5 51 Céncer de momo 534
26 Céncer de mama 970 52 Cdncer de mamo 726
TABLA 3 : Concentrocién de A-1-AT sérico en lo poblaciér twmotal
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TABLA 3 : continuocidn

ne DIAGNOSTICO ]‘(‘;;'% ne DIAGNOSTICO o
53 Cdncer de moma 463 79 Hepatocarcinoma 920
54 Céncer de recto 380 80 Céncer de pulmén 420
55 Céncer de recto 635 81 Céncer de pulmon 355
56 Cdncer de recto 448 82 Céncer de pulmén 635
57 Céncer de recto 1185 83 Céncer de pulmén 847,
58 Céncer de recto 608 84 Céncer de pulmén 892
59 Céncer de recto 686 85 Céncer de pulmébn 734
60 Céncer de sigma 332 86 Cancer de pulmén 770
61 Céncer de colon 520 87 Céncer de pulmén 381
62 Céncer de colon 747 88 Céncer de pulmén 413
63 Céncer de estdmago 280 89 Leucosis 400
64 Céncer de estodmago 535 90 Leucosis 830
65 Céncer de estdmago | 1550 91 Leucosis 397
66 Céncer de estémago | 1185 92 Leucosis 646
67 Céncer de estémago | 1835 93 Leucosis 768
68 Cinger de estémago | 1079 94 Leucosis 1589
69 Céncer de estémago 570 95 Leucosis 1127
70 'Céncer de estémago 381 96 Leucosis 608
71 Céncer de estémago 463 o7 Leucosis 1224
72 Céncer de estédmago 854 98 Levcosis 854
73 Céncer de vesiculo 805 99 Leucosis 854
74 Céncer de vias bilio] 100 Leucosis 365

res 11079

75 Cénder de péncreas 770 101 Leucosis 810
76 Hepatocorcinoma 415 102 Linfoma 415
77 Hepatacarcinoma 580 103 Linfoma 280
78 Hepotocarcinoma 1079 104 Linfoma 165




TABLA 3 : continuacidn
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' A-1-AT A-1-AT
n? | DIAGNOSTICO (mg,%) n? DIAGNOSTICO (mg %)
105 Linfomo 435 131 Céncer de vogino 1350
106 Linfomo 964 132 Céncer de (tero 770
107 Linfoma 1151 133 Céncer de testiculo 1270
108 Linfomo 688 134 Céncer de laringe 945
109 Linfoma 1874 135 Céncer de loaringe 515
110 Linfoma 498 136 Céncer de laringe 480
111 Linfoma 552 137 Céncer de laringe 970
112 Linfomao 290 138 Mts. de origen desco
nocido 340
113 Mieloma 964
139 Mts. de origen desco
114 Mielomo 463 nocido 1490
115 Mieloma 1376 140 Mts. de origen desco .
nocido 1400
116 Mieloma 570
141 Mts. de origen desco
117 Céncer de préstoto 200 nicodo 1370
118 Céncer de rifién 417.5 | 142 Mts. de origen desco
nocido 1127
119 Céncer de rifion 1400
143 Céncer de covum 487.5
120 Cdncer de vejiga 245
144 Céncer de cavum 417.5
121 Céncer de vejiga 880
‘ 145 Céncer de covum 365
122 Céncer de vejigo 1610
146 Céncer de hipofaringe 460
123 Céncer de vejigo 1340
147 Céncer de tiroides 545
124 Céncer de vejigo 705 :
148 Céancer de tiroides 1124
125 Céncer de vejigo 770
149 Céncer de tiroides 350
126 Cdncer de vejigo 470
150 Céncer de tiroides 854
127 Céncer de vejigo 770
151 Cdncer de faringe 945
128 Céncer de ovario 847.5
152 Melanoma 734
129 Cdncer de ovario 685
130 Céncer de ovario 264
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A-1-AT A-1-AT
n? | DIAGNOSTICO (mg %) n? DIAGNOSTICO (mg %)
153 Normal 319 179 Normal 415
154 Normal 417.5 180 Normal 415
155 Normal 290 181 Normal 510
156 Normal 362 182 Normal 332
157 Normal 466 183 Normal 377
158 Normal 333 184 Normal 452
159 Normal 290 185 Normal 415
160 Normal 277 186 Normal 705
161 Normal 307.5 187 Normal 620
162 |  Normal 290 188 Normal | 362
163 Normal 225 189 Normal 377
164 Normal 405 190 Normal 395
165 Normal 362 191 Normal 530
166 Normal 380 192 Normal 510
167 Normal 349 193 Normal 377
168 Normal 264 194 Normal 415
169 Normal 362 195 Normol 415
170 Normal 349 196 Normal 435
171 Normal 362 197 Normal 332
172 Normal 307.5 198 Normal 415
173 | Normal 456 199 Normal | 332
174 Normal 332 200 Normal 332
175 Normal 350 201 Normal 345
176 Normal 377 202 Normal 395
177 Normal 255 203 Normal 415
178 Normal 510 204 Normal 362
TABLA 4 : Concentracién de A-1-AT sérico en la poblacién

no tumoral.
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TABLA 4 : continuocién

A-1-AT A-1-AT
Ne DIAGNOSTICO (mg %) N2 DIAGNOSTICO (mng %)
205 Normal 415 231 Normal 183
206 Normal 377 ° 232 Normal 589
207 Normal 345 233 Normal 350
208 Normal 270 234 Normal 290
209 Normal 435 235 Normal 305
210 Normal 362 236 Normol 290
211 Normal 510 237 Normal 646
212 Normal 510 238 Normal 381
213 | Normal 435 239 Normal 350
214 Normal 362 240 Normal 235
215 Normal 300 241 Normal 430 -
216 Normal 415 242 Normal 420
217 Normal 345 243 Normal 270
218 Normal 332 244 Normal 380
219 Normal 770 245 Normal 310
220 Normal 575 246 Normal 390
221 Normal 377 247 Normal 350
222 Normal 415 248 Normal 360
223 Normal 470 249 Normal 260
224 Normal 415 250 Normal 280
225 Normal 362 251 Normal 250
226 Normal 332 252 Normal 430
227 Normal 452 253 Normal 300
228 Normal 534 254 Normal 300
229 Normal 481 255 Normal 380
230 Normal 463 256 Normal 420
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TABLA 4 : continuocién

. A-1-AT A-1-AT
n? | DIAGNOSTICO (mg %) n? DIAGN?STICO (mg %)
257 Normal . 380 . 283 Ulcus péptico} 463
258 Normal 410 284 Ulecus péptico]l 305
259 Normal 230 285 Ulcus pépticoj 964
260 Normal 380 286 Ulcus péptico}l 397
261 Normal 320 287 Ulcus péptico] 208
262 Displosio momorio] 635 288 Ulcus péptico| 381

263 Displosia momaria} 532.5 289 Ulcus péptico] 446
264 Displasio mamaria| 532.5F 290 Ulcus péptico| 832
265 Displasio mamorio] 522.5 ‘291 Ulcus pépticol 305
266 Displaosio momoriaf 460 292 Ulcus péptico| 413
267 Displasio momario] 522.5 293 Ulcus péptico] 498
268 Displesio momoria}l 410 294 Ulcus pépticol 463

269 Displosia momaria| 532.5 295 tilcus pépticol 747

270 Displosio mamarie| 595 296 Ulcus péptico} 550
271 Displasic mamaria}l 550 297 Ulcus péptico| 420
272 Displasia mamaria} 770 298 Ulcus péptico] 330
273 Displasio mdmario] 595 299 Ulcus péptico] 380
274 Displosia momoria] 620 300 Ulcus péptico] 220
275 Displosia mamaria| 685 301 Ulcus péptico} 390
276 Displasio mamarial 463 302 Ulcus péptico} 250
277 Ulcus péptico 332 303 Ulcus péptico] 350
278 Ulcus péptico 413 304 Ulcus péptico] 900
279 Ulcus péptico 666 305 Ulcus péptico| 460
280 Ulcus péptico 789 306 Ulcus pépticof 620
281 Ulcus péptico 481 307 Ulcus pépticof 350

282 Ulcus péptico 589 308 Ulcus péptico] 390




TABLA 4 : continvacién
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A-1-AT A-1-AT
n? DIAGNOSTICO ne DIAGNOSTICO

(mg %) (mg_%)
309 Ulcus péptico 550 335 Uveitis 335
310 Ulcus péptico 700 336 Uveitis 516
311 Ulcus péptico 390 337 Uveitis 552
312 | Ulcus péptico 210 | 338 | Uveitis 481
313 Ulcus péptico 700 339 Uveitis 747
314 Ulcus péptico 350 340 Uveitis 552
315 | Uleus péptico 270 | 341 | Uveitis 413
316 Uleus péptico 550 342 Uveitis - 481
317 Ulcus péptico 400 343 Uveitis 516
318 | Colelitiosis 516 | 344 Uveitis 552
319 Colelitiosis 747 345 Uveitis 413
320 Colelitiasis 430 346 Uveitis 498
321 Colelitiasis 350 347 Uveitis 627
322 Colelitiosis 463 348 Uveitis 706
323 Colelitiasis 534 349 Uveitis 1056
324 Colelitiasis 463 350 Uveitis 481
325 Colelitiasis 608 351 Uveitis 498
326 Colelitiasig 290 352 Uveitis 646
327 Colelitiosis 262 353 Uveitis 397
328 | Colelitigsis 446 354 Uveitis 552
329 Colelitiosis 262 355 Uveitis 381
330 Colelitiosis 747 356 Uveitis 498
331 Uveitis 810 357 Uveitis 552
332 Uveitis 365 358 Uveitis 481
333 Uveitis 646 359 B.N.C.O. 481
334 Uveitis 589 360 B.N.C.O. 406
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TABLA 4: continvacidn

A-1-AT A-1-AT
n? DIAGNGSTICO n2 | DIAGNOSTICO

(mg %) (mg %)
361 | B.N.C.O. 406 387 | B.N.C.0O. 330
362 | g.N.C.o. 400 | 388 | B.N.C.O. 380
363 | B.N.C.O. 500 389 | Hepatopatia 260
364 | B.N.C.O. 406 390 | Hepatopatio 700
365 | B.N.C.O. 406 391 | Hepatopotia 420
366 { B.N.C.O. 410 392 | Hepatopatio 406
367 | B.N.C.O. 406 393 | Hepatopatia 280
368" B.N.C.0Q. 415 394 | Hepatopatia 320
369 | B.N.C.O. 650 395 | Hepatopotia 406
370 | B.N.C.O. 320 | 396 | Hepotopatia 380
371 | B.N.C.O. 410 397 | Hepatopatia 210
372 | 8.N.C.O. 410 398 | Hepatopatio 550
373 { B.N.C.O. 340 399 | Mostitis crénica 635
374 | B.N.C.O. 250 400 | Mostitis crénica 620
375 | B.N.C.0. 220 401 | Fibroadenoma mama 532.5
376 | B.N.C.O. 350 402 { Fibroodenomo mama 516
377 { B.N.C,O. 420 403 | Anemia aplésica . 381
378 { B.N.C.O. 420 | 404 | Anemio aplésico 766
379 | B.N.C.O. 380 405 | Anemic refractaria | 942
380 { B.N.C.O. 450 406 | Adenoma de tiroides] 381
381 | B.N.C.O. 290 407 | Osteitis socro 413
382 | B.N.C.O. 320 408 | Insuf. cardiocao 420
383 | B.N.C.0. 360 409 Neuyoniu 720
384 | B.N.C.O. 250
385 B.N.C.O. 140
386 | B.N.C.O. 500
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i SIGNIFICACION
GRUPO N X D.S ESTADISTICA
TUMORAL 152 | 722.55 | 360.99
p < 0.0005
NO TUMORAL 257 | 439,15 | 146.31

TABLA 5: Significacién estadistico de lo diferencia

en lo concentrocién de A-1-AT en lo poblacidén
tumoral y no tumoral.

TEST TWMOR NO TUMOR TOTAL
Positivo (+) 82 34 116
Negativo (-} 70 223 293

TOTAL 152 257 409

Se= 53.94 % Esp.: 86.77 %
V.P. + = 70.68 % V.P. - : 54,52 %

TABLA 6: Porémetros de eficocia del test en relacién

con la poblacién no tumoral en conjunto.
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de p<0.0005 (Tabla 7).

Al deducir lo "positividad" 6 "negotividad” del test en fun /
¢ion de que la concentrocién en lo poblocidén tumorel sea moyor o menor o
lo cifro media + dos desviociones stondard de la concentracién en esta /
poblocién normal (384.5 + (2 x 96.25) = 577), nos encontramas con que /
los pardmetros de eficacic del test son, en este caoso: sensibilidad: /
53.94 %; especificidad: 96.33 %; volor predictive positivo: 95.34 %, y /
valor predictivo negativo: 60 % (Tabla 8).

Asj mismo, existion diferencios estadisticamente significoti
vas entre los enfermos tumorales y el grupo formado por los no tumorole;,
excluidos los normeles (todos ellos, por lo tanto, individuos con otros
enfermedades) con un volor de p<0.0005; incluso excluyendo las bronco /
neumopatias crénicas y las hepotopatios (ambos grupos con cifras normo /
les), siendo en este caso el valor de p<0.0005 (Table 9). Resultados si
milores se obtienen ol comporar el grupo de no tumorales, perc con enfer
medades diversas, con el grupo normal (p<P.0005) asi como aquel, exclui

das los bronconeumopatios y los hepatopatios, con el normal (Tabla 9).

Lo distribucién de las cifras de A-1-AT en la poblacién de en
fermos tumoroles, normales y con otros enfermedades, se puede observar /

1
en la Figura 13 y su representacidén pormenorizode en el Figura 14,
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j SIGNIFICACION
GRUPO N X D.5 ESTADISTICA
TUMORAL 152 | 722.55 | 360.99
pe0.0005
NORMAL 109 | 384.5 96.25

TABLA 7 : Significocidén estadistico de la diferencia

entre el grupo tumoral y el normol

TEST TUMOR NORMALES TOTAL
Positivo (+) 82 4 : 86
Negativo (-) 70 105 175
TOTAL 152 109 261

Se= 53.94 % Esp.: 96.33 %
V.P, + = 95.34 % V.P.: 60 %

TABLA B : Parédmetros de eficacic del test en relacién

con la poblacidén normal sana.

-



NO TUMORALES, CON OTRAS
ENFERMEDADES

NO TUMORALES, CON OTRAS ENFER

MEDADES (excluidos BNPC y
hepatopatias)

N= 97;%= 508.31;D.5.= 164.23)

(N=148; X =479.19; D.S.= 163.76) | (
TUMORALES 1
&
(N= 152; x= 722.55; D.S.= 360.99) p < 0.0005 p < 0.0005 o
NORMALES
(N= 109; x= 384.5; D.S5.= 96.25) p < 0.0005 p <« 0.0005

TABLA 9: Poder de discriminacién de la determinacién de A-1-AT sérica enlos enfermos tumorales



-~ TUMORALES: N = 152; X = 722,55; D.S. = 360,99
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FIGURA 13: Distribucién de las cifras de A-1-AT en los distintos grupos.
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6.1.2, Alfo-l-ontitripsino sérica en diversas condiciones

En el mismo grupo de enfermos no tumorales, los cifras medias
de A-1-AT sérico en las distintas poblaciones fué la que se recoge en la .
Toblo 10, asi como lo significocién estodistico de las diferencies con /
el grupo tumorol y con el grupo de individuos normales. Existia difereg/
cia estodistico significotive en todos los grupos, tonto en relacién con
los tumorales como con los normales, excepto en los enfermos con broncg/
neumopatias crénicas obstructivas o en los enfermos con hepuatopotios,que

no diferion,

Los valores encontrados fueron: displasias momarias: 561.7 +
88.86 mg/100 ml. (p<0.05 con los tumorales y p <0.0005 con los normales);
vlcus gastrﬁduodenal: 473.71 + 185.94 mg/100 ml, (p<0.0005 con los tumo
rales y p<0.0005 con los normales); colelitiasis: 470.61 + 155.49 mg/
100 ml. (p<0.0l con los tumorales y p<0.005 con los normales); uveitis:
547.89 t 147.84 mg/100 ml. (p< 0.0l con los tumorales y p<0.0005 con /
los normales); bronconeumopatios crénicos: 380.87 + 94.05 mg/100 ml.(no
diferencias significativas con los normales y p<0.000 con los tumora /
les). No se analizé el grupo heterogéneo, formado por los 1l individuos

restontes con potologia muy diversa.

Esto nos llevé ¢ pensar que lo representacién gréfice de las
cifraos medias puede darnos uno idea del espectro donde se sitGon los va
lores en los distintos procesos. En lo Figuro 15, podemos ver la distri
bucién de los distintos grupos estudiados en funcidn de lo cifro medie

de A-1-AT sérica.



SIGNIFICACION ESTADIS SIGNIFICACION ESTADISTICA
TICA CON GRUPO TUMORAL ENFERMEDAD CON  NORMALES
(722.55+360.99) (384.5 + 96_.25)
_ HEPATOPATIAS (n= 10)
) p < 0.0025 N.S.
A~1-AT = 393.2 + 137.63
DISPLASIAS MAMARIAS (n= 15)
p < 0.05 p < 0.0005
A-1-AT = 561.7 + 88.86
ULCUS GASTRODUODENAL (n= 41)
p « 0.0005 p < 0.0005
A-1-AT = 473.71 + 185.94
COLELITIASIS (n= 13)
p <'0.01 p< 0.005
A-1-AT = 470.61 + 155.49
UVEITIS (n= 28)
p < 0.01 g p < 0.0005
A-1-AT = 547.89 + 147,84
BNCO (n= 30)
p < 0.0005 N.S.
A-1-AT = 380.87 + 94.05

TABLA 10: Concentracidén sérica de A-l-AT en distintas poblaciones de grupo no tumoral.
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»= Distribucién de los distintos grupos estudiados en funcidn
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6.1.3. Alfa-l-ontitripsino sérico segdn lo localizocidn del tumor

En lo poblacién tumoral se independizaron por grupos los indi
viduos segin lo locolizocién del tumor (Toblo 11) encontréndose difereﬂ/
cias estadisticamente significativos entre el grupo normol y los volores
medios encontredos en enfermos con céncer de mama (633.73 + 293.13 mg/
100 ml); con céncer de aparato digestivo (766.23 + 377.71 mg/100 m1); /
con céncer de pulmén (605.26 + 202.68 mg/100 ml1); con leucemias, linfo /
mas y mielomas (755,61 + 407.22 mg/100 ml.); con céncer de aparato uring
rio (B00.68 + 452,08 mg/100 ml); con céncer de oparato genital (81.08 +
248.30 mg/100 ml)}; con cfincer de loringe (727.5 + 230.50 mg/100 ml); con
metéstosis de origen desconocido (1145.4 + 420.24 mg/100 ml.); y con un
grupo diverso de tumores en distintos localizaciones: tiroides, cavim, /
hipofaringe, melanoma, etc. (638.2 + 276.15 mg/100 ml.). En todos los co

sos el valor de p fué menor de 0.0005,

Individualizodos los grupos, los comparamos unos con otros, /
pudiendo observor que diferion los concentrociones entre los individuos
con metlstasis de origen desconocido y los enfermos con céncer de pulmén
{(p<0.005), entre aquellos y los enfermos de céncer de mamo (p <0.0005)
y entre los enfermos con metéistosis de origen desconocido y el grupo de
leucemios, linfomas y mielomas (p <0.05). Asi mismo, habia diferencia /
estodisticamente significativo entre los enfermos con cdncer de mamo y

céncer de aparato genitel (p<0.005).

Entre las enfermas con céncer de mama y las enfermas con dis

plasias momarios, no existia diferencio estodisticamente significativa,




SIGNIFICACION CON

LOCALIZACION N X D.5 GRUPO  NORMAL
CA. MAMA 53 633.73 293.13 p < 0.0005
CA. DIGESTIVO 26 766.23 377.71 p < 0.0005
CA. PULMON 9 605.27 202.68 p < 0.0005
LEUCEMIAS, LINFOMAS | og 755.61 407.22 p < 0.0005
Y MIELOMAS

CA. AP. URINARIO 11 800.68 452.08 p < 0.0005
CA. AP. GENITAL 6 981.08 248.30 p < 0.0005
CA. LARINGE 4 727.5 230.50 p < 0.0005
MTS. DE ORIGEN 5 1145.4 420.24 p < 0.0005

DESCONOCIDO
OTROS 10 638.2 276.15 p < 0.0005

TABLA 11: Varicciones de la A-1-AT sérice en relacién con lo

localizacidn del tumor.

=291 =
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6.1.4, Alfo-l-ontitripsing en el enfermo tumoral y estodio TNM

Hemos clasificado o los enfermos tumoroles en T +, N 4, y M +,
dependiendo de que la enfermedad estuviera localizada, tuviero extensién
loco-regional o fuera generalizado, respectivamente. Asi, hemos encontrado
35 individuos T +, 45 N + y 39 M +. No incluimos en estos grupos los ley
cemias, linfomos y mielomas, ni los procesos metastdsicos de origen desco

nocido (los cuales podrion hober pertenecido a N + é a M +),

Los valores encontrados de A-1-AT sérica se muestran en lo Ta
bla 12, asi como lo significacién estadistice de los diferencias encontra
dos entre los tres grupos. Una visién gréfica de estos valores, lo pode /

mos observor en la Figurao 16,

El grupo T + (grupo A) tenio una A-1-AT sérica de 587.45 + /
251.12 mg/100 ml. por valor medio; el grupo N + (grupo B): 650.9 + 280.51
mg/lOO ml. y el grupo M + (grupo C) 848.51 + 396.14 mg/lOO ml. No exis /
tion diferencias entre el grupo A y el B, mientraos que s{ existian entre

el grupo A y el C { p< 0.0025) y entre el grupo B y el C (p <0.005).




GRUPO ESTADIO| N X D.S.

A T + 35 | 587.45 251.12
8 N o+ | 45 | 650.9 280.51 L
. 'S
1

c Mo+ 39 | 848,51 396.14

SIGNIFICACION A-B : N.5.

ESTADISTICA: A-C : p<0.0025
B-C : p<0.005

TABLA 12 : Significocidn estadisticoc de las variaciones
de A~1-AT sérico en relocidn con extensidn -
tumoral (se excluyen leucemias, linfomas, mie

lomas y metéstasis de origen desconocidd .



A-L-AT (mg %)

1000+ 848.511396.14
1 . Tsem=64.26
800 650.9+260.51’ J-
587. 45 +251.12
TSEM=42.28
8001 TSEM=43.06 1 '
-L —
‘ &
]
4001
2001
0
A (T+) B (N-+) c (M+) GRUPO

FIGURA 16: Variocidén de la concentracidn sérica de A-1-AT en funciédn
de la extensién tumoral (TNM)
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6.1.5. Variociones de alfa-l-antitripsina en funcién del sexo y lao edad

En el grupo de individuos normoles, lo concentracidén de A-l-
AT sérico en los hombres (75 casos) fué: 383.43 + 81.61 mg/100 ml., mien “
tras que en las mujeres (34 cosos) fué: 386.85 + 122.46 mg/100 ml. La /

diferencia entre ombos volores no demostrd significacién estoadistica.

Tompoco se encontré esta significocién entre los hombres del
grupo tumoral (62 casos) con una A-1-AT medic de 814,22 + 401.04 mg/100
ml., y las mujeres (90 casos) con A-1-AT medioc de 720.93 + 653.14 mg/100
ml., si bien lo cifro es més baja en los mujeres que en los hombres (Ta

ble 13).

No hemos encontrado correlacidn entre lo concentrocién sérico
de A-1-AT y lo edad de los individuos, tanto si consideramos el grupo /
normal como el tumoral. En el caso de los individuos normales, el coe{i/
ciente de correlacién (r) eroc 0.07 y lo férmulo de la recto de regre /
sién (Figura 17) era y; -0.49 x + 503.22. En los enfermos cancerosos,el
coeficiente de correlacién fué 0.015 y lo recta de regresidn: y= 0.407x

+ 704.55,



- SIGNIFICACION
Sexo N X D.S. ESTADISTICA
H 62 814.22 401.04
TUMORALES N.S.
M 90 720.93 653.14
H 75 383.43 81.61
NORMALES N.S.
M 34 386.85 122.46
TABLA 13 : Variociones de la A-]1-AT sérica en funcidn del sexo

en la poblacidn tumorol y en los normales

IR 2 ATV i At

=491 -



A-1 - AT

(mg%)
Y= 0.407 X + 704.558

r=0.018

y=-0.49 X + 403.22
r=0.07

TUMORALES

NORMALES

FIGURA
normal y tumoral

EDAD

17 : Correlacion de A-1-AT /edad en lo poblacion

—89'[_
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6.1.6. Interaccion tripsina-alfa-l-ontitripsina en el suero de enfermos

cancerosos

Tras lo incubacién con tripsina, o 372 C du;unte 120 minutos,
de 10 sueros en los que previomente se habio determinado lo A-1-AT, que
pertenecion o enfermos tumoroles, se determind nuevamente la concentra /
cién de A-1-AT, hobiendo obtenido un descenso (Figure 18), con cifros muy

por debojo de los previas (Toblo 14).

Lo cifro medioc previe fué 743.5 + 151.09 mg/100 ml., mientros
que con posterioridad al periodo de incubocién se obtuve 294.6 + 140.90
mg/100 ml. Lo diferencia era estadisticamente muy significotive /
(p ¢ 0.0005). E1 descenso de lo concentraocién, en mayor o menor grado, /

fué sistemdtico en todos los casos estudiodos.

Las muestras de suero con incubocidn "ficticia" con svero fi
siolégico tenion uno cifro medio de 798.6 + 99.8 mg %. No se modificé
significotivomente la cuantia de A-1-AT en este grupo, si bien lo cifro

fué algo més elevada después de lo incubocién con suero fisioldgice.
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A-1-AT (mg%)

X=743.5
D.S =181.00
1000-
8001 o
X -294.6
‘D.5=140.90
6001
4007
2001
r
) -1 —

BASAL POSTINCUBACION

FIGURA 18: Descenso de lo A-1-AT sérico tros incubocidn

con tripsino.,
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L]
A - 1 - AT (mg & )
B) POST INCUBACION C) POST INCUBACION CON
A)PREINCUBADOS | oy TRypsINA SUERO FISIOLOGICO
770 235 768
964 646 686
747 171 - 854
686 196 920
854 235 920
420 147 762
580 248 810
920 365 832
768 290 580
726 413 854
X = 743.5 X - 294.6 X = 798.6
D.S.= 151.09 D.S.= 140.90 D.S.= 99.8
SIGNIFICACION A-B:p<0.0006 B-C:p <0.0005
ESTADISTICA:

A-C

: N.S.

TABLA 14 : Modificocién de lo A-1-AT del svero de enfermos
tumorales incubado con tripsino a 372 C durante
120 minutos
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6.1.7. Influencio de la temperatura de conservacidn del suero sobre la

ol fa~l-antitripsino

Hemos utilizedo 10 muestras de suvero de individuos normoles /
pora valorar los cambios en la concentrocién de A-1-AT sérico. Asi, la /
determinébamos en una fase previo y almacendbomos poarte de los muestras
en dos condiciones: @ temperatura ombiente y o 02C, duronte 7 dias en om
bos casos, volviendo a repetir al cabo de ese tiempo los determinaciones.

Los resultodos obtenidos se observan en la Table 15. No GXiE/
ten modificociones significativos entre las determinociones basal, tras /
olmacenomiento en frio o ¢ temperaoturoc ombiente. Los volores medios fue
ron 357.35 + 48.58; 370.2 + 53.23; y 347.6 + 69.93 mg/100 ml. respectiva

mente.



R
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A - 1 - AT (mg %)
GRUPO A GRUPO B GRUPO C .
417.5 423 397
362 380 380
405 466 380
362 405 362
264 276 290
349 320 171
377 350 397
332 365 381
290 320 305
415 397 413
X = 357.35 X = 370.2 X = 347.6
D.S.= 48.58 D.S.= 53.23 D.S.= 69.93
SIGNIFICACION A - B : N.S.
ESTADISTICA: A -C :N.S.
B - C : N.S.

A: Determinocion basal; B: Determinacién tras 7 dias
o temperoturc ombiente; C: Determinacién tros 7 dias o 02 C.

TABLA 15: Variaociones de la A-1-AT sérico en funcidn de lao

temperaturo de conservocién del suvero.
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6.1.8. Estudio paralelo de lo alfa-l-ontitripsino y del test de Mokori

En 60 enfermos hemos estudiado parolelomente ambos tests, (Fi )
gure 19). En lo Tabla 16 se recogen las cifras de A-1-AT sérica en fun / :
cién del resultado del test de Makori, y de lo histopatologia; osi mismo,g
se analizan los valores medios encontrgdos en los distintos grupos, con

sy significocidén estodistico (Figura 19).

Llomon lo atencién los siguvientes hechos:

a) Existe uno diferencio estadisticomente significotivae (p¢
0.0025) entre el grupo tumoral con test de Mokari pesitivo
(grupo A, A-1-AT = 718 + 136.17 mg/100 ml.) y el grupo no
tumoral con test de Mokari positivo (grupo B, A-1-AT = /
570.8 + 87.19 mg/100 ml.).

b) Existe wna diferencio estadisticamente muy significotivo
(p<£0.0005) entre el grupo tumoral con test de Makari posi
tivo (grupo A) y el grupo tumoral con test de Makari nega
tivo (grupo C, A-1-AT =.452.44 + 102.13 mg/100 ml.) en el
sentido de que lo concentracién de A-1-AT es mucho més bg/

jo en los enfermos que tienen un test de Mokari negativo.

¢) Existe una diferencic estadisticomente significotivo ( p<
0.01) entre el grups no tumoral con test de Mokarj positi
vo (grupo B) y el grupo no tumorol con test de Mokari ne

gativo (grupo D, A-1-AT= 498.5 + 87.22 mg/100 ml,)

d) No existe diferencia estadisticamente significative entre
el grupo de enfermos tumorales con test de Makari negoti /

vo (grupo C) y el grupo de enfermos no tumorales con test



A-1-AT (mg%)

MAKARI
POSITIVO
8004
718
1 MAKARI
800/ $70.8 NEGATIVO
l 498.5
) 452.44
4001 l
[+*4 [+ 4
a g n: g
200 8 = § -
[ [=] - [=]
z z
)
A B C D

FIGURA 19: Test de Makari y A-1-AT.

GRUPOS

SIGNIFICACION ESTADISTICA

GO @ > >

OO N

p<0.0025
p < 0.0005
p<0.01
N.S.

74 U
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TEST DE MAKARI POSITIVO TEST DE MAKARI NEGATIVO
TUMOR NO TUMOR TUMOR - NO TUMOR
(grupo A) (grupo B) (gruﬁoﬂc) {grupo D)
842 wmg % 635 mg % 332 mg% 332 wmg %
806 mg % 532.5mg % 448 mg % 350 wmg ¥®
892 mg % 522.5 mg % 532.5 mg % 635 mg %
750 mg % 410 mg % 522.5 mg % 532.5mg %
688 mg % 550 wmg % 615 mg % 460 wmg %
492.5mg % 770 mg % 4925 mg % 532.5mg %
B60 mg % 595 mg % 296 mg% 595 mg %
635 mg% 620 wmg % 381 mg % 532.5 mg %
522.5mg % 685 mg % : 377 wmg %
854 mg X 595 wmg % 620 mg %
552 wmg % 620 mg % : 452 mg %
686 mg % 534 g% ’ 516 mg %
768 mg % 5225 mg % 534 mg %
686 mg% 448 mg % 481 wmg %
534 wmg % 463 mg % .
920 mg % 460 mg %
X= 718 mg % 'X= 570.8 mg % X= 452.44 mg % 532.5 mg'%
D.S.= 136.17 D.S.= 87.19 D,S.= 102.13 522.5 mg %
’ 654 mg %
510 mg %
377 mg %
X= 498.5 mg %
D.S.= 87.22

TABLA 16: Estudio parolelo de lo A-1-AT sérico y el test de MAKARI
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de Mokori negotivo (grupo D).

La moyoria de los enfermos pertenecienteo al grupo D (falsos

positivos del test de Makari) padecion uno displasia momaria.
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6.1.9. Alfa-l-globulinos en las poblaciones estudiodos.

Remos estudiodo lo tose de alfo-l-globulinas en una serie de
individuos, La tosa encontrodo en los enfermos tumoroles (93 cosos) fué
0.365 + 0.139 9/100 ml;; en los enfermos no tumorales (98 cosos ,consi
deramos globolmente los individuos normales y los enfermos no tumorales)
fué 0.329 + 0.111 g/LOO ml.; y en los individuos normoles resulté ser:
0.299 + 0.091 g/100 ml. La diferencic entre el grupo tumorol y el no ty
moral fué significotiva {p£0.025) y osi mismo, diferian significotivo /
mente los volores encontrodos en lo poblacién tumoral y en lo normal /
(p((L025). Sin embargo, no existia diferencia estodisticomente significo
tiva entre lo serie de normales y la de otros procesos patolégicos encon
trados: ulcus gastroduodenal (A-1-G = 0,33 + 0,197 9/100 ml); bronconey
mopotia crénica obstructivo (A-1-G = 0.282 + 0.078 9/100 ml.); hepatopa /
tios (A-1-G = 0.319 + 0.103 g/100 ml.); a excepcién de los procesos uvei
ticos (A-1-G = 0.205 + 0.062 g/100 ml.) con un valor de p <0.0005.(Tablas
17 y 18).

No hemos encontrodo correlacién significative (r= 0.179) en /
los enfermos tumorales, entre lo concentrocién de A-1-AT sérico y la de
alfa-l-globulinas. La férmula de la recta de regresién (Figura 20) fué

y= 0.000072 x + 0.27,



- 179 -

SIGNIFICACION ESTADIS
GRUPO n X D.S. TICA CON TUMORALES
(g %)
TUMORALES 93 0.365 | 0.139 -
¢ | NO TUMORALES 98 | 0.329 |o0.111 p£{ 0.025
? (global)
NORMALES 20 0.299 | 0.091 p{ 0.025

TABLA 17 variociones de las Alfcl—globulinos en la poblacidn

tumorol.

A-1-G (g % )

0.40
§
;é
§
{ 0.30 1
)
1 y = 0.000072 X + 0.27
I
4 0201 r = 0.179
g
' 0.10
0.0 — —

20 40 60 80 100 A-1-AT(mg %)

FIGURA 20 : Correlacién A-1-AT/A-1-G en los enfermos

tumorales



SIGNIFICACION ESTADISTICA

GRUPO N X ( g%) D.S.

CON  NORMALES
NORMALES 20 0.299 0.091 -
ULCUS GASTRODUODENAL 20 0.35 0.197 N.S.
COLELITIASIS 13 0.296 0.105 N.S.
BNCO 26 0.282 0.078 N.S.
HEPATOPATIAS 8 0.319 0.103 N.S.
UVEITIS 27 0.205 0.062 p < 0.0005

TABLA 18 : Voriociones de los alfol-globulinos en distintas poblaciones estudiadas.

= Q8T -
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6.1.10. Concentraciones de Alfo-2-macroglobulina

El segundo inhibidor, en importoncio, de lao tripsina, presgﬂ/
te en el svero, es la alfo-2-mocroglobulina, que hemos determinodo en un
grupo de 27 individuos normales, 25 enfermos tumorales y 28 enfermos con

uveitis.

Los valores encontrados (Tabla 19) no han demostrado diferen/
cia significativa entre las cifras medios del grupo normal (295 + 93.41
mg/100 ml.)y del tumoral (323.15 + 120.87 mg/100 ml.). Sin embargo exis
te diferencia volorable entre lo poblacidén normal y los enfermos con /
uveitis, que presentan uno cifra medio de 340.72 + 108.50 mg/lOO ml., /
siendo el valor de p£0.05.

No hemos encontrodo correlocidn entre lo concentrocién de /

A-1-AT séricu y alfo-2-macroglobulina sérico, ni en la poblacién tumoral,
ni en lo normal, ni en lo compuesto de enfermos con uveitis, que es la '
Gnico con modificaciones de lo alfo-2-macroglobulina. En la Figura 21 /
aparece lo lineo de regresidén de lo relocidn entre A-l-AT y olfo-2-macro
globulina en los individuos normales {y= 0.32 x + 235.23) con un coefi /
ciente de correlocidén r= 0.25. En la Figuro 22 se muestra lo linec de re
gresién de lo relacién en los enfermos tumorales (y= 0.048 x + 282.11) /
con un coeficiente de correlaciém, r= 0.09, Por Ultimo, lo lineo de re /

gresién de lo relocién en los enfermos con uveitis (y= 0.23 x + 214,22)

aparece en la Figura 23, con un coeficiente de correlacién, r= 0.31.




- 182 -

NORMALES TUMORALES UVEITIS
N= 27 N= 25 N= 28
299.6 339 423
250 203.6 452.6
274.4 160.4 325.6
226.4 238.2 274.4
192.6 452.6 160.4
612.6 299.6 274 .4
452.6 408.4 ‘ 274.4
274.4 250 312.6
312.6 498.4 366.2
250 498.4 274.4
380 339 498.4
287 274.4 226.4
287 226.4 262.2
362.4 203.6 312.6
226.4 299.6 299.6
262.2 238.2 274.4
299.6 192.6 287
339 203.6 562.4
408.4 612.6 498.4
203.6 238.2 394.2
130.2 452.6 274 .4
181.6 339 312.6
250 408.4 437.6
299.6 498.4 238.2
366.2 203.6 250
274.4 X = 323.15 mg % 629.6
262.2 D.S.— 120.87 394.2
X = 295 mg % _ 250
D.S.= 93.41 X = 340.72 mg %
D.S.= 108.50
SIGNIFICACION ESTADISTICA:
Normoles - Tumorales : N.S.
Normales - Uveitis : p<0.05

TABLA 19: Concentrocién de A-2-M en poblocidén normal, tumoral
y enfermos con uveitis.
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A-2-M
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: FIGURA 9} :Correlacién A-1-AT/A-2°M en individuos normales
A-2-M
* 3004
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FIGURA 25: Correlacién A-~1-AT/A-2-M en los enfermos tumorales

i .
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FIGIPA  71: Chavvalnriin A_Y_AT/A_?-M an enfarmne con tvaltin,




6.1.11, Valoracidn de lo alfa-l-ontitripsinc en el contenido géstrico y

duodenal

Anolizodos nvestros enfermos ulcerosos, dependiendo de lo lo
calizacién de la Glcera, no se han obtenido diferencios significotivos,
en relacién con la locolizacidn gdstrica o duodenal del ulcus, en le con

centracidn sérico de A-1-AT (Table 20).

Medida lo A-1-AT en muestras de jugo géstrico y duodenal (Fi
guras, 24 y 25) fué posible detectarlo en todas las muestras del jugo /
duodenal (23 muestros) y sélo en 9 de las muestras (en total, 20) de ju
go géstrico. (Tobla 21). Lo concentracién medio de A-1-AT en el conteni

do duodenal fué de 48.01 + 59.65 mg/100 ml. mientres que en las muestras

FIGURA 24: Anillo de precipitocién de lo A-1-AT
de jugo géstrico.
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ULCERA GASTRICA
ULCERA GASTRICA ULCERA DUODENAL + DUODENAL
789 mg % 666 mg % 413 mg %
463 mg % 481 mg % 420 mg %
381 mg % 589 mg % 350 mg %
305 mg % 305 mg % 270 mg %
413 mg % 964 mg % 550 mg %
330 mg % 397 mg %
460 mg % 208 mg % %= 400.6 mg %
550 mg % 446 mg % D.S.= 92.15
700 mg % 832 mg %
390 mg % 498 mg %
210 mg % 463 mg %
700 mg % 747 mg %
400 mg % 550 mg % -
380 mg %
X = 468.53 mg % 220 mg %
D.S.= 164.3r 390 mg %
250 mg %
350 mg %
900 mg %
620 mg %
350 mg %
390 mg %
332 mg %
X= 492.52 mg %
D.S.= 207.35
SIGNIFICACION U.géstrice - U. duodenal: N.S.
ESTADISTICA :

U.géstrico - U, géstrica + duodenal:N.S.

U.dvodenal - U, géstrice + duodenal:N.S.

TABLA 20 : Niveles de A-1-AT sérica segin localizacion

del ulcus péptico.
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CASO JUGO DUODENAL JUGO GASTRICO
1 42.5 mg % 6.86 mg %
2 7.4 mg % N.D,

3 13.5 mg % N.D,
4 14.7 mg % 44.6 mg %
5 17.1 mg % N.D.
6 11.3 mg & 6.1 mg %
7 6.1 mg % 17.1 mg %
8 7.1 mg % M.D.
9 15,9 mg % 26,2 mg %

10 26.2 mg % N.D.

11 17.1 mg % N.D.

12 6.1 mg % 11.3 mg %

13 23.5 mg % 3 mg %

14 4.2 mg % N.D.

15 115 mg % N.D.

16 150 mg % N.D.

17 200 wmg % N.D.

18 200 wmg % N.D.

19 33.2 mg % 3 mg %

20 3 mg ¥ .

21 41 wg %

22 57.5 mg %

23 92 mg ¥

X= 48.01 mg % X= 14.62 mg %
D.S.= 59.65 D.5.= 12.71
SEM= 12.71 SEM= 4.23

SIGNIFICACION ESTADISTICA : p < 0.05

TABLA 21: Concentracién de A-1-AT en jugo duodenal

y géstrico de enfermos con ulcus gastroduodenal.
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FIGURA 25: Anillo de precipitacién de lo A-1-AT
de jugo duodenal. .

de jugo pbstrico, en los que fué detectoble la media fué 14,62 + 12,71

mg/100 ml. Lo diferencio entre ombas medios no fué estodisticomente sig/
nificativu(pj>0.05).Lus muestros de jugo gdstrico enm los que fué posible
detector A~1-AT pertenecian o los 5 enfermos con ulcus géstrico y a 4 de

los portadores de ulcus dvodenal.

En los 14 onfermos en que pudo estudiorse tanto el jugo géstri
co como el duodenal (casos 1 o 14 de lo Tablo 21) el coeficiente de corre
lacién (r= -0.26) y lo recto de regresién colculodo o partir de los dotos

encontrados en uno y otro medio, tampoco mostré significocidén estodistico

(Figuro 26).




A -1-AT o J.D. - 188 -

FIGURA 26: Correlocién entre las
concentrociones de
y = -0.31 x4+ 21,75 A-1-AT en jugo gdstrico
I = -0.286 y duodenal.

A-1-AT en J.G,

A-1- AT en J.D/J.G.

. 4.G.
FIGURA 27: Correlocién entre los
concentrociones de y=0.01 x +9.87
A-1-AT en suero y jugoe
istrico § dvodenel r=0.18 .
gdstrico 6 duodenal. J.D.
y=0.0t x+ 6.1 ’
r=0.38
A-1-AT serica
A-1-AT
FIGURA 28 : Correlocidn entre lo
concentrocién de A-1-AT
J.D. en jugo géstrico y duo
denal y el pH de éste.
Yy=0.0003 x + 7.01 ) J.G.

reows

y=0.03x + 4.1 .
r=0.a¢

pH



Las lineas de ;egresién entre las concentraciones de A-1-AT /
sérico y-en el jugo géstrico y duodencl (r= 0.18 y r= 0.38 respectiva /
mente) no indican ningdn tipo de correlocién entre estos dos parémetros
(Figurc 27); como tampoco existe entre estos Gltimos y el pH respectivo
(r= 0.06 y r= 0.36; jugo duodenal y jugo géstrico respectivamente) (Figu
ra 28). »

En los 5 cusos en que la (lcero se localizabo exclusivamente
en el estémogo, el pH gdstrico fué significotivomente superior ol encog/
trado en los pocientes con ulcus duodenal (5.28 + 0.73 v.s, 1.97 4 0.47).
En esos cinco casos %ué posible detector A-1-AT en el jugo géstrico. E1
pH medio de los muestros del jugo duodenol fué de 6.98 + 0,27, La rele /
cién entre pH y detectobilidod o no de lo A-1-AT en jugo gdstrico o duo /

denal se puede objetivar en la Tabla 22,

Si onalizamos los concentraciones de A-1-AT en jugo gdstrico
o duodenal, en funcién del podecimiento de uno Ulcero géstrica o duode /
nal (Tablo 23), ‘nos encontromos con los siguientes resultodos. En el gru
po de individuos con ulcus géstrico, lo cifro medio de A-1-AT en jugo /
géstrico fué 18.24 mg/100 ml. con un SEM (error estondaord de lo medio)de
7.7, mientras que en jugo duodenal fué 14.3 mg % con un SEM de 2.86. En
los enfermos con ulcus dvodenal, no se pudo detector la A-1-AT en 11 de
los 15 muestras de jugo gdéstrico estudiados. Del resto, la concentra /
cién fué 10.11 mg/100 ml. (SEM = 3.18). En todos los muestros de jugo /
duodenal se pudo detecter, con un resultade medio de 57.38 mg % siendo /

el SEM de 15.61.

En relocién con la ausencio de A-1-AT en un porcentoje muy ele




A-1-AT DETECTABLE

MUESTRAS n? pH
JUGO DUODENAL 17 6.98 + 0.27 17/17 (100 %)
JUGO GASTRICO 11

- dlcera duodenal 6 1.97 3 0.47 1/6 (16.6 %)
5 5.28 + 0.73 5/5 (100 %)

~ dlcera géstrico

TABLA

duodenal y pH del mismo.

22: Relacién entre detectabilidad de A-1-AT en jugo géstrice o

= 06T -



A~1-AT (mg %)

MUESTRA n? Casos -
X D.S. SEM
J.G 5 18.24 15.40 7.7
Ulcus géstricoe
(total: 5) J.D. 5 14.3 5.72 2.86
J.G 15 10.11 5.51 3.18
Ulcus duodenal (ll‘N.D.)
(total: 24) J.D. 18 57.38 64.30 15.61
TABLA 23 : A-1-AT en jugo gdstriéo {J.G) y duodenal {J.D) en enfermos con ulcus

géstrico o duodenal,

- 16T =
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FIGURA 29.- Significacién de los variaciones de A-1-AT en jugo géstrico-
y duodenal, en enfermos con vlcus. (U.G.= Ulcus géstrico;
U.D.= Ulcus duodenal).
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vado de muestros de jugo gdstrico, se evidencié uno diferencio estadisti
camente significotivo (p<0.02) al comparor los enfermos con vlcus gds /
trico y duedenal en el sentido de que en éstos es extroordinariomente /

més frecuvente lo ousencio que en oquellos.

E‘ los enfermos con ulcus duodenal, la cifrea medio de A-1-AT

en jugo géstrico (10.11 mg/100 ml. y de ocuerdo con su variobilidod odmi
sible, pora un nivel de fiabilidod del 95 % (Figura 29), resulté ser sig
nificativomente inferior o lo concentracién de jugo géstrico en los en / é
fermos con ulcus géstrico (18.24 mg/100 ml). En otro sentido, la concen /
trocién de A-1-AT en.jugo duodenal en los enfermos con ulcus dvodenal

fué 57.38 mg/100 ml, lo que resultd ser significativomente més elevada /

que lo del jugo duodenal en los enfermos con ulcus gdstrico: 14,30 mg /

100 ml., de ocverdo con lo variobilidod odmisible pare esta cifra (Figg

ra 29).



- 194 -

6.1.12.Valoracion de lo alfa-l-antitripsino en bilis

En las muestras recogidas de vesicula bilior, lo concentra /
cién medio de A-1-AT, expresado en mg/100 ml. fué 65.86, referide o 22
pacientes,dodo que en 4 de ellos no fué detectoble (Toblo 24), Con esto,

concluimos que la A-1-AT esté presente en lo bilis (Figura 30).

FIGURA 30: Anillo de precipitocién de la A-1-AT

en bilis procedente de vesiculo bilior.

De los 24 pocientes o los que se reolizé estudio histopotolé/
gico de vesiculo, todos presentaron colecistitis, excepto uno (caso n? 4),
que tenio una concentracidén de A~1-AT de 5 mg/lOO ml. Tres de los pocien

tes en que no se detectd presentoron también colecistitis,

No se ho encontrado diferencia significotivo entre el grupo
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aso | AAT Alfa) 146 TgA IgM
(mg %) globulinas
1 155 0.15 1500 280 780
2 117.5 0.22 1150 350 80
3 130 0.33 - - -
4 5 0.24 1100 310 200
5 88 0.34 1150 260 160
6 36.5 0.33 1450 460 710
7 24.3 0.35 1350 270 290
8 200 0.36 1100 330 250
9 150 0.20 1100 170 190
10 9.1 - - - -
11 N.D. - - - -
12 140.2 0.16 1000 215 310
13 60.8 0.21 - - -
14 46.3 0.20 3200 520 180
15 15.9 - - - -
16 N.D. 0.37 1450 650 330
17 85.4 0.28 - - -
18 12.6 0.30 980 460 170
19 N.D. 0.13 - - -
20 120 0.35 - - -
21 30.5 0.21 1450 280 600
22 6.1 - - - -
23 9.1 - - - -
24 3.4 0.31 1000 100 620
25 N.D. 0.42 - - -
26 3.4 0.33 - - -
x= 65.86 x= 0.27 | x= 1355.7}:f x= 332.5 x= 347.85
SEM=12.87 | SEM= 0.01 | SEM= 145.11} SEM= 37.69] SEM= 59,09

TABLA 24: Concentracidén de A-1-AT en bilis

globulinas e inmunoglobulinas séricos (mg %).

N.D = no detectable; X = Media; SEM= Error stondord de la

de vesiculo y de ulful-

media
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formado por individuos con uno o vorios célculos de gron tamefio, tuyo ci
fro media fué 70.24 mg/100 ml., y el grupo formado por individuos con /

miltiples célculos pequefios, que presentd uno medioc de 72.87 mg/100 ml.

Lo toso medio de olfo-l-globulinos, en los pacientes o Jos que
se determiné fué 0.27 + 0.08 g/100 ml. Al intentar correlacionar ton la
A_1-AT en bilis, se obtuvo un volor de r= 0.22 que no es estadist.comente
significativo, Porolelomente, se overigud el coeficiente de correlocién
entre lo concentracién de A-1-AT en bilis y lo de inmunoglobulina: G, A
y M, siendo respectivamente 0.14, 0.18 y 0.11, lo que tompoco se tonside

ré significativo ( p>»0.1).

En la Tablo 25 se exponen los resultodos obtenidos en .o d& /
terminacién de A-1-AT en bilis recogido de colédoco, Solo fué detectable
en 11 de los 22 muestras estudiados., Lo cifro medio, en estos cases, fué

12.62 mg/100 ml. y el error stondard de la media 4.19.

Teniendo en cuente los valores encontrados en bilis proceden
te de vesiculo biliar (65.86 mg/100 ml.), al cnalizer le diferenc:a en /
controda con este otro doto segin la t de Student, ésta orroja un valor

de p entre 0.0025 y 0.005, lo que es oltomente significativo.

De los 19 enfermos de este grupo ¢ los que se realizd estudio
histopatolégico, 18 mostraron signos de colelitiosis. El pociente sin ip

flamacién vesicular, tenio un A-1-AT, en bilis,de 3 mg/100 ml.

La cifro media de A-1-AT en bilis de colédoco, en oquellos en

fermos que presentabon una litiosis por un Onico célculo gronde, wé [/
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CASQS DIAGNOSTICO A-1-AT
1 JCOLELITIASIS 0.8
2 JCOLELITIASIS y COLEDOCOLITIASIS 3
3 |COLELITIASIS y COLEDOCOLITIASIS 24.3
4 | COLELITIASIS y COLEDOCOLITIASIS 3
5 | PANCREATITIS CRONICA 8.5
6 HIDATIDOSIS HEPATICA N.D.
7 {COLELITIASIS 3.4
8 | COLELITIASIS 3.4
9 | COLELITIASIS 30

10 | COLELITIASIS N.D.
11 | COLELITIASIS N.D.
12 | COLELITIASIS N.D.
13 | COLELITIASIS 8.1
14 | COLELITIASIS N.D.
15 | COLELITIASIS N.D.
16 |} COLELITIASIS N.D.
17 COLELITIASIS N.D.
18 | COLELITIASIS N.D.
19 | COLELITIASIS 46.3
20 | COLELITIASIS N.D.
21 | COLELITIASIS N.D.
22 | COLELITIASIS v W.CUS DUODENAL 8.1

X = 12.62

SEM= 4.19
TABLA 25: Concentrocidn de  A-1.AT en bilis

recogida en colédoco (mg %)

N.D= No detectable; X = Media
SEM= Error stondard de lo media
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27.2 mg/100 ml., en comparacién con la encontrado en los enfermos con va
rios o miltiples cdlculos biliares pequefios, en los que fué 3.72 mg/lOO
ml. Entre estas dos cifras existe una diferencio estadisticomente signifi

cdtivo, con un valor de p entre 0.025 y 0.05.

En 11 cosos se dispuso de las cifras de A-1-AT en bilis de ve
siculo y bilis de colédoco simulténeomente, pudiendo comprober, que, en
7 de ellos, la cifra de vesiculo era superior o 1; del colédoco; lo con
trario sucedié en dos casos, y en otros dos casos no fué detectable en /
ninguno de las localizaciones. Los dos enfermos en los que la cifro fué
superior en colédoco que en vesicula, correspondion ¢ los casos 19 y 22
(Tabla 25). o
Un dato llamativo es el gron porcentaje de muestraos en-los /
que no es detectable lo A-1-AT (11 de 22 muestros). Si recordomos que en
bilis de vesiculo sdélo eron 4 muestros de 26 en los que no se detectabo
este enzimo, la comparacién entre estos dos dotos arroja un volor de /

p& 0.00L.



- 199 -

6.1.13. Voriocién de la olfo-l-antitripsina sérico,con las intervenciones

quirlrgicas.

Los valores encontrados en fase pre y post-operctoric (a los

3 y 7 dios) se muestron en lo Tubla 26.

La cifra media de A-1-AT encontrada el dia previo a la inter
vencidn, en el conjunto de 34 individuos estudiados (Grupo 1) fué de /
436,61 mg/100 ml., con uno desviocién standard de 198.42 {Tablo 27). Asi
mismo, los cifras medios encontrodas a los 3 y 7 dias de la intervencién
(Grupos II y III respectivamente) fueron 778 + 252.21 mg/100 ml. y /
722.82 + 229.89 mg/100 ml. respectivamente.

Lo diferencia en lo cifro de A-1-AT sérica entre el grupo I y
el grupo II, resulté ser altomente significative con un valor de p
0.0005, Del mismo modo, existio una diferencia estodisticamente muy sig/
nificativa (p<(0.0005) al comporar los grupos I y III. Entre el 32 y 7¢
dic del postoperatorio (grupos II y III) si, bien descendio algo la ci /

fro, no existia diferencio estadisticomente significativo,

En sélo dos casos (intervencién por adenocarcinomo de recto y
gostrectomia por uvlcus) se pudo observar un descenso en el tercer dia /
del postoperatorio en comparacién con el preoperatorio. En ambos cosos,/
lo cifra del preoperatorio fué muy alto (1050 y 964 mg/100 ml. respecti
vomente). En 5 casos, lo cifro del 72 dia del postoperotorio fué infe /

rior o0 la encontrado en el preoperatorio.

Considerodo solamente el tercer dio del postoperotorio, en [/
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POSTOPERATORIO
PREOPERATORIO
3 dios 7 dios
964 552 832
183 498 463
589 747 768
350 1127 832
397 854 1079
290 552 463
305 397 726
290 320 666
290 666 1056
646 686 481
208 942 747
381 608 589
397 726 666
© 350 552 498
463 686 589
381 747 1010
463 589 666
38l 1274 1103
413 898 832
1050 1185 510
446 810 1324
770 1550 1130

TABLA 26 : Determinociones de A-1-AT sérica

en faose pre y postoperotorio,
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TABLA 26: continuacién

POSTOPERATORIO
PREOPERATORIO
3 dias 7 dias
305 920 747
365 498 552
262 365 552
446 1079 608
413 898 706
350 1079 876
498 876 608
235 646 463
430 666 sl
262 854 446
463 1402 1127
747 964 964
X=436.61 | X=778.20 X=722.82
. D.5=198.42 |p.5.=252.21 |D.5.=229.89




PREOPERATORIO POSTOPERATORIO
30 4ia 7¢ dia
(Grupo I) (Grupo II) (Grupo III)

N 34 34 34
X 436.61 778.20 722.82
D.S. 198.42 252,21 229.89
SEM 34.03 43.26 39.43
SIGNIFICACION  oupos 1 - II: p <0.0005

ESTADISTICA:

GRUPOS I

GRUPOS II

- III: p <0.0005
- III: N.S.

n? de casos
media (mg %)

)

O xtZ
n

SEM= error standard de la media

N.S.= no significotiva

.S.= desviacién standord

TABLA 27: Diferencios entre los niveles de alfa-l-antitripsina

en pre y postoperctorio.

=202 -
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los 10 enfermos en que la intervencién habio sido extroabdominal (masteg
tomia, tiroidectomia, vorices en extremidades inferiores, implantocidn /
de marcaposos y linfoepitelioma de cuello) la cifra medio fué 555.4 +
117.15 mg/100 ml.ren los 24 individuos restantes, que habion sufrido una
intervencién introabdominal la cifro media fué 890.80 + 219.66 mg/100 ml.
La diferencio entre estos dos valores fué estadisticomente significotiva
(p£0.0005), es decir, que la elevacién era significativomente moyor en /
los individuvos que sufrian intervencidn  introabdominal. éste hecho se
puede comparor tombién en el 79 dio del postoperctorio (valor medio de /
567 mg/100 ml. en los intervenciones extraabdominales y 800.55 mg/100ml
en las intracbdominoles como un valor de p £ 0.0005). No existia dife
rencio entre los dos grupos de enfermos en el dia previo a lo interven /

cién (Figura 31).
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FIGURA 31: Variacién de la A<l-AT sérica con las intervenciones quirdrgicos,
(velores medios sn »g X)
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6.2. ESTUDIO EXPERIMENTAL : ;

Se formaron 5 grupes, cada uno de 10 ratones de raza albino /
SWISS, hembros, de unos 3 meses de edad. El grupo control tenio un peso
medio de 26 + 1.2 g; el grupo A: 20.2 + 1.32 g; el grupo B: 24.2 + 1.46g;
el grupo C: 26.5 + 0.5 g; y el grupo D: 26.8 + 0.97 g.

A los grupos A, B, C y D se les inocularon células de tumor /

ascitico de Ehrlich, segin estd detallodo en Material y Métodos.Se inocy
laron a codo onimal 650.000 células con uno viabilidod del 96 % (porceg/

taoje de células vivas).

En el 72 dia de evolucion del tumor se sacrificaba el grupo A
(hobio alcanzado un peso medio de 23.2 + 3.42 9); en el 92 dia se socri/
ficaba el grupo B (tenia un peso medio de 30 + 3.52 9); en el 122 dia,se
sacrificaron los animales del grupo C (con un peso medio, entonces, de
32.12 + 1.74 g): y en el 159 dia fueron sacrificodos los ratones del /

grupo D (hobion olconzado el peso medio de 33.45 + 3.83 g).

Durante todo el experimento, no varid de formo significativo
el peso de los ratones del grupo control (Figura 32) que oscilé entre /

26 y 26.5 g.

En todos los animales inoculados, el crecimiento fué liquido,
sin implontes sélidos peritoneales. Asimismo el liquido ascitico nunco

fué hemorrdgico.
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FIGURA 33: Voriaciones del TIC sérico en los onimoles
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6.2.1, Cyantificacién del T.I.C. en suvero de animoles con C.A.E,

En todos los onimales del grupo control se realizé la determi

nacién del T.I.C. sérico, que resultd ser 0.70 mg/ ml. en el dio 192, y /

0.71 mg/ml. ol finalizar el ensayo, sin evidenciarse, por lo tanto, va /
riociones estodisticomente significotives (Figura 33). Los vaolores pox /
menorizados de lo A.T.R, (octividdd tripsinica remanente) y del T.I.C.

(copacidad de inhibicién de la tripsinc), en el grupo control, al comien

zo y al final del ensayo, se muestran en la Tabla 28,

En los animoles inoculados (grupo A, B, C y D) se medio la /

A.T.R. y el T.I.C. en svero y liquidoc ascitico en el dio del socrificio.

El grupo A, sacrificado el 79 dia, tenia un T.I.C. en svero /
con un valor medio de 0.91 + 0.05 mg/ml. (Toble 29). El grupo B, socrifi
codo en el 92 dia, tenic un T.I.C. en suero con un valor medio de 0.95 +
0.042 mg/ml. (Tabla 30).El grupo C socrificado el 129 dia, tenio un /
T.1.C. medio en suvero de 0.964 + 0.03 mg/ml. (Tablo 31). En el grupo D,
bquel sacrificado el 152 dia, nos encontramos con un valor medio de /

T.1.C. en svero de 0.977 + 0.027 mg/ml. (Tablae 32).

La evolucién de la cifro de T.I.C. en los distintos grupos se

puvede ver en la Figuro 33.

En lo que respecta o lo significocién estadistico de las dife

rencias entre estos grupos, quedon reflejadus en la Table 33.

De otra parte, podemos hacer un célculo de la capscidod de /
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DIA - 1 DIA 15
CASO :
ATR (%) TIC (mg/ml} ]| ATR (%) TIC (mg/ml}
1 37.5 0.62 36.66 0.63
2 0 1 33.89 0.66
‘3 38.18 0.61 22.92 0.77
4 51,28 0.48 34,54 0.65
5 2.77 0.97 31.03 0.69
6 16 0.84 20 0.80
7 64.51 0.35 11.11 0.88
8 31,14 0.68 37.04 0.63
9 23.21 0.76 27.2 0.72
10 20.40 0.79 30 0.70
X= 0.70 X= 0.71
€ N.5—>
D.5.=0.18 D.5.=0.08

N.5.: Diferencio no significativa

TABLA 28B:TIC en suero de los animoles del

grupo control,
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CASQ ATR ( %) TIC (mg/ml.)
1 14,12 0.86
2 10.53 0.89
3 7.14 0.93
4 9,37 0.91
5 9.09 0.91
6 19.19 0.81
7 9,23 0.91
8 3.84 0.96
9 2.5 0.97
10 1.11 0.99

X = 0.914
D.S.= 0.05

TABLA 29 : TIC en svero de los onimales sg
crificedos el 72 dia (grupo A)
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CASO ATR ( %) TIC (mg/ml.)
1 11.90 0.88
2 1.17 0.98
3 0 1
4 2.5 0.97
5 11.82 0.88
6 3.33 0.96
7 4.16 0.95
8 8.33 0.92
9 1.05 0.98
10 0 1
% = 0.95 .
D.S.= 0.042

TABLA 30 : TIC en suvero de los onimales sacri

ficados el 92 dio (grupc B)
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CASO ATR ( %) TIC (mg/ml.)
1 0.66 0.99
2 1.11 0.99
3 1.5 0.98
4 2 0.98
5 1.17 0.99
6 10 ©0.%90
7 10 0.90
8 2.73 0.97
9 5 0.95
10 1.11 0.99
X = 0.964
D.S.= 0.03
TABLA 31 : TIC en suvero de los animales socri

ficodos el 122 dio (grupo C)
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CASO ATR ( % ). TIC (mg/ml.)
1 1.11 0.99
"2 2.5 0.97
3 0.9 0.99
4 0.66 0.99
5 0 1
6 10 0.9
7 2.3 0.98
8 0.8 0.99
9 0.43 0.99
10 2.5 0.97
%= 0.977
D.5.= 0.027

TABLA  32: TIC en svero de los onimales socri
ficodos el 152 dic (grupo D)



CONTROLES GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D
. (72 dia) (92 dia (122 dia) (152 dio

CONTROLES

0.7041 & 0.1870 - 0.0005<p<0.0025 p<0.0005 p<0.0005 p <0.0005

GRUPO A :

0.914 + 0.05 0.0005 < p< 0.0025 - 0.0025< p<0.05 ] 0.005 <« p< 0. 01 | 0.0005 « p«0.0025

GRUPO B

0.952 + 0.042 p <0.0005 0.0025< p<0.05 - N.S. N.S.

GRUPO C -

0.964 + 0.0341 p<0.0005 0.005 < p<0.01 N.S. - N.S.

GRUPO D

0.977 + 0.027 p<0.0005 0.0005< p< 0.0025 N.S. N.S. -

TABLA 33

grupos estudiados.

: Valoracidn estadistica de las diferencias en el TIC sérico en los distintos

- g1z -
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inhibicidén de la tripsina de la totolidod del suero, en base al peso mg/
dio de los onimales, uno vez extroido el tumor, en los diferentes dies

(20.5 g; 25.2 g; 24.25 g.‘y 22,25 g) y al volumen de sangre de estos ani
moles (se considera que el 7 % del peso) que seria 1.43 ml., 1.76 ml.,/
1.69 ml. y 1.55 ml. respectivomente. Con ello, el T.I.C. en el total del
volumen sanguineo queda: 1.30 mg., 1.67 mg., 1.62 mg. y 1.50 mg. (mg. de

tripsina inhibidos por el total del volumen de sangre).
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6.2.2. Cuontificacién del T.1.C. en liquido ascitico de animales con C,A.E.

Si enalizomos los hollozgos de T.I.C. en liquido ascitico, nos

encontramos con los siguientes valores:

Grupo A (sacrificado dia 72): 0.151 + 0.049 mg/ml. (Tablo 34).
Grupe B (socrificado dia 92): 0.244 + 0.087 mg/ml. (Tabla 35).
Grupo C (socrificodo dio 122): 0.440 + 0.046 mg/ml.(Tabla 36).
Grupo D (sacrificado dio 152): 0.646 + 0.093 mg/ml.(Tabla 37).
En la Figura 34, se observon las modificaciones de estas ci /
fras medios de T.I.C. en liquido ascitico en funcién de los dias de eveo /
lucidn, y en lo Tabla 38, 1lo valorocién estadistico de los diferencios /

encontradas en estos grupos, con diferencios significotivos en todos los

casos.

Ademds, podemos valoror lo capocidad de inhibicién de lo trip
sina de la totolidod del liquido ascitico (T.I.C. en mg/ml. x ml. de 1i/
quido) (Toblo 43). .

Una vez conocidos los resvltados sefialados de T.I.C. en suero
y liquido oscitico de estos lotes de onimales inoculados con C.A.E. asi
como de T.I.C. sérico en los controles pasamos o describir los resulta
dos de la voloracién del desarrollo tumoral en base al peso del tumor y

o lo celularidad del mismo.
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CASO ATR (%) TIC (mg/cc)
1 78 0.22
2 78.65 0.21
3 84.61 0.15
4 87.09 0.12
5 88.88 0.11
6 86.31 0.13
7 89.47 0.11
8 84.78 0.15
9 76.08. 0.23
10 91.11 0.08
X = 0.151
D.S.= 0.049
TABLA 34: TIC en liquido ascitico de los onimaoles

socrificados el 72 dia (grupo A)
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CASO ATR (%) TIC (mg/cc)
1 64.10 0.35
2 69.23 0.31
3 66,17 0.34
4 72.85 0.27
5 75.34 0.25
6 84.51 0.15
7 90.27 0.097
8 75.94 0.24
9 67.21 0.32

10 87.14 0.21
X = 0.244
D.S.= 0.087

TABLA 35: TIC en liquido oscftico de los animales

sacrificados el 92 dic (grupo B)
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CASO ATR (%) ~ TIC (mg/cc)
1 50 0.5
2 58.82 0.41
3 54,87 0.45
4 57.65 - 0.42
5 67.90 0.32
6 53.41 0.47
7 54.21 0.46
8 54.66 0.45
9 53.33 0.47
10 54,44 0.45
X = 0.44
D.S.= 0.046

TABLA 36 : TIC en liquido ascitico de los animales
- socrificodos el 122 dia (grupo C).
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CASO ATR (%) TIC (mg/cc)
1 32.58 0.67
2 60 0.4
3 27.47 0.72
4 31.58 0.68
5 37.5 0.62
6 31.52 0.68
7 35.55 0.64
8 23.47 0.76
9 40 0.6

10 30.43 0.69
X = 0.646
D.S.= 0.093

TABLA 37: TIC en liquido ascitico de los onimales
socrificodos el 159 dié :(grupo D).



TIC liquido
#scitico [mg/mi)
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FIGURA 34: Evolucion del TIC en el liquido ascitico de los animales

inoculodos con CAE



GRUPO A GRUPQ B GRUPQ C GRUPO D
GRUPO A
0.151 + 0.049 - 0.0025 « p<0.005 p< 0.0005 p < 0.0005
GRUPO B
0.244 + 0.087 0.0025 < p < 0.005 - p «0.0005 p < 0.0005
GRUPO C
GRUPQO D )
p < 0.0005 p <0.0005 p < 0.0005 -

0.646 + 0.093

TABLA 38:

Valorociones estadisticas de las

ascitico en los grupos estudiados.

diferencias entre el TIC del liquido

- 1ee -
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6.2.3. Variociones del peso del tumor C.A.E.

Todos los onimales eran pesadas al comienzo y en los dias 7,
9, 12 y 15 ontes y después de extroerles el tumor (dios correspondiertes
ol sacrificio de los distintos lotes). El grupo control era pesgdo eos
mismos dias. En los onimales inoculodos lo pesodo se hocio ontes del so
crificio e inmediotomente después del ovenado del liquido y después d:1

ospirodo de los restos de liquido, uno vez abierto el abdomen.

Esto nos ha permitido hacer una valoracién bastante eproxing
da del peso del tumor, que resulté ser 2.7 g. en el grupo A {a los 7 /
dios) (Figura 35); 4.8 g. en el grupo B (o los 9 dias) (Figura 36); /
7.87 g. en el grupo C (o los 12 dios) (Figura 37); y 11.2 g. en el grspo
D (o los 15 dias) (Figure 38).

Lo evolucidén del peso del tumor, por lo tanto, fué gréficomen

te la que aporece en la Figuro 39,
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EVOLUCION TUMORAL
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FIGURA 35 : Peso del tumor CAE en el FIGURA 36: Peso del tumor CAE en el
grupo A (o los 7 dios) grupo B {o los 9 dias)
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FIGURA 37:Peso del ‘tumor CAE en el
grupo C (a los 12 dies)

FIGURA 38 Peso del tumor CAE en el
grupo D (a los 15 dios)
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FIGURA 39: Voriccién del peso del tumor CAE en funcidén de los dios de evolucion.
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6.2.4. Voriociones de la celularidad del liquido ascitico del tumor C.A.E.

El otro pardmetro que nos interesaba paro valorar lo evolucién
tumoral era le celularidad del liquido ascitico relocionado con el deso /
rrollo de lo enferm?dud cancerosa e indice, asi mismo, del volumen del tu
mor. Tras seguir 1o técnico descrito en Material y Métodos pora medir la
celuloridad del liquido ascitico, hemos obtenido los resultados que paso

mos O exponer:

En el grupo A (o los 7 dias de evolucién) la celuloridad medio
(célulos/ml.) del liquido ascitico fué lo de 797.77 x 10° + 226.90 x 10°.
Hoy que recorder que, este dia habiamas introducido en todos los animales
3 ml. de svero salino pora fociliter el "lovodo” abdominal yo que lo con
tidad de ascitis ‘es, hobituolmente, muy pequefia. Los resultados detallg/
dos de este grupo quedan reflejodos en lo Tabla 39. Lo viobilidad de /
los células {porcentaje de células vives) que contenia el liquido asciti

co era 94 %,

En el grupo B (a los 9 dias de evolucién) la celuloridod me /

5

dio por ml. de liquido oscitico fué 4798.4 x 10° + 2509.01 x 10° (Toblo

40). La viobilidad de las células era del 95 %,

En lo que respecta al grupo C (o los 12 dios de evolucién) lo
celularidaod encontrode arrajé una cifro medio de 388 x 106 + 154,62 x lO6

célulos/ml. (Table 41). Lo viobilidod de los células fué del 97 %.

En el grupo D (o los 15 dies de lo inoculacién), lo celulari /

6

dad medio fué 543.2 x 10° + 490.57 x 10% células/ml. (Tabla 42). La viabi



CELULARIDAD
* ) , Corregida por c¢c. de
Caso c.:;c?iii;quido células/ml. Liquido ascitico (TOTAL)
1 3 728 X 10° 218.4 X 10°
2 3.8 1154 X 10° 438.52 x 10°
3 3 640 X 10° 192 x 10%
4 3.1 1128 X 10° 349.68 x 10°
5 3 878 X 10° 263.4 X 10°
6 4.8 866 X 10° 415.68 ¥ 10° '
7 4 390 X 10° 156 x 10° X
8 4 712 X 10° 284.8 x 10° '
9 4.1 684 X 10° 280.44 X 10°
% = 0.64 c.ci | X =797.77 X 10%cls| % = 288.7688 X 106 cls
D.S.= 0.61 D.5.2226.90 X 10° |D.S.= 91.2349 x 10°

* Este dig perdimos una muestrd por dccidente en el Laboratorio

** No se consideran los 3 c.c. que sirvieron pora el "lavado" abdominal.

TABLA 39 : Celuleridod del liquido del CAE a los 7 dias (grupo A)



CELUWARIDAD

c.c. de liquide ‘ Corregida por c.c. de
Caso ascitico células/nl. 1iquido ascitico (TOTAL)
1 4.1 2960 X 10° 1213.6 x 10°
2 6 2288 X 10° 1372.8 x 10°
3 4.1 8752 X 10° 3588.32 X 10°
4 4.2 6056 X 10° 2543.52 x 10°
5 3.5 2168 X 107 758.8 X 10°
6 4 2976 X 10° 1190.4 X 10°
7 4.6 3192 X 109 1468.32 X 10°
8 3.2 3456 X 10° 1105.92 x 10°
9 3 8232 X 10° 2469.6 X 10°
10 2.5 7904 X 10° 1976 X 10°
= 3.92 c.c. | %=4798.4 X 10% cls | %= 1768.728 X 106 cls
D.S.z 0.92 D.S.= 2509.0L X 10° | D.S.= 824.2757 X 10°

TABLA 40 ; Celularidad del liquido del CAE a los 9 dias (grupo B)

= 42T -



CELULARIDAD
c.c. de liquido Corregida por c.c. de
CASO ascitico células / ml liquido ascitico (TOTAL
1 6.5 578 X 10° 3757 X 10°
2 4.6 308 X 10° 1416.8 X 10°
3 8.2 174 x 10° 1426.8 X 10°
4 6.6 286 X 10° 1887.6 x 10°
5 2.8 418 X 10° 1170.4 X 10°
6 8.3 246 X 10° 2041.8 X 10° \
7 7.8 500 X 10° 00  x 10° N
8 8.5 354 X 10° 3009 X 10° :
9 8.6 312 x 10° 2683.2 X 10°
10 9.9 704 X 10° 6969.6 X 10°
% =7.18 coc. | % =288 x 10% cls | % = 2826.22 X 10° cls
D.S.= 2.01 D.5.= 154,627 x 10° |p.5.= 1656.01 x 10°

TABLA 41: Celularided del liquido del CAE a las 12 dias (grupo C)



CELULARIDAD

c.c. de liquido i Corregida por c.c. de
CASO ascitico células/ml liquido ascitico (TOTAY)
1 10.8 204 X 10° 2203.2 X 10°
2 10.6 306 X 10° 3243.3 x 10°
3 4 390 X 10° 1560 X 10°
4 4.5 1536 X 10° 6912 x 10°
5 6.1 550 X 10° 3355 X 10°
6 12.5 1462 X 10° 18275 X 10°
7 14.5 166 x 10° 2407 x 10°
8 16.5 160 X 10° 2640 X 10°
9 17 306 X 10° 5202 X 10°
10 18 352 X 10° 6336 X 10°
% = 11.45 cocol = 5432 x 10% cls| % = 5213.38 X 10% cls
D.S.= 4.93 D.S.= 490.57 X 10 | D.5.= 4679.65 x 10°

TABLA 42: Celylaridad del liguido del CAE a los 15 dios (grupo D)

= 62T -
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lidad celular fué del 90 %.

En lo Figuro 40 se expoﬁe lo evolucién de lo concentrocién de
célulos en ascitis, en funcién de lo evolucién tumoral por dias, tol y /
como acabamos de onolizar por grupos. El punto més bojo (dio 1) corres /
ponde al nimero de células inoculadas por nosotfos o los animales de los
distintos grupos, a portir dé un pase de cepa C.AE. en el 12?2 dic de ng
lucién. La celuloridad es mayor en el 152, momento en el que tombién es
més alto el volumen del liquido oscitico, por lo que lo celularidod to /
tal (células/ ml x volumen de oscitis en ml.) tieme sSu punto culminante

en ese dia (Figura 41).

En relocién o esto, en lo Figuro 42 se puede observar los vo/
riaciones del volumen del liquido ascitico en funcidén de los dias de cre

cimiento tumoral tronscurridos.

Lo Toblo 43 es un resumen de los datos fundamentales encontro

dos en los distintos grupos,



TUMORAL

EVOLUCION

EVOLUCION TUMORAL
log n canlas/ml

log n célutasimi

10 4
.

10

9
8.68 3.73

= 1€2 =

15 DIAS

7 9 12 15 DIAS 7 9 12
FIGURA 41: Evolucidn de lo celulorided total

FIGURA 40: Evolucion de la concentracidn
de célulos en liquido gscitico del liquido ascitico del CAE.

del CAE.
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GRUPO A B c )
DIAS DE EVOLUCION 7 9 12 15
TIC en svero {mg/ml) 0.91 0.95 0.964 0.97
TIC en ascitis {mg/ml) 0.15 0.24 0.44 0.64
Volumen de ascitis (ml) 0.64 3.92 7.18 11.45
TIC total en ascitis (mg) 0.096 0.94 3.15 7.32
Peso del tumor (g) 2.7 4.8 7.87 11.2
Colularidad: comcentracidn (células/mi) |797.77 x 105 [4798.4 x 105 | 388  x 10° | 543.2 x 10°
Celularidad total 288.76 x 10° |1768.72x 10° |2826.22 x 10° |5213.38x 10°

TABLA 43 : Resumen de los datos recogidos experimentolmente con CAE

- £E€Z -
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6.2.5. Correlacién del T,1.C. sérico y del liquido oscitico con el peso

y la celuloridad del tumor C.A.E.

Se han correlacionado o continuacién, los siguientes paréme /

tros con sus correspondientes coeficientes de correlocién.

- T.I.C. en suerc y en liquido ascitico. r= 0.89 (Figuro 43),

- T.I.C. del liquido oscitico con volumen de lo oscitis.
r= 0.99 (Figure 44).

~ Peso del tumor y celularided totol del mismo. r= 0.99 (Figy
ro 45),

- Peso del tumor y volumen del liguido ascitico. r= 0.99 (Fé/
gura 46).

- T7.1.C. del suvero con peso del tumor. r= 0.92 (Figuro 47).

-~ T.I.C. del svero con celularidod totol del tumor. r= 0.92
(Figura 48).

- 7.I.C. del liquido ascitico con peso del tumor. r= 0.92 (Fi
guro 49).

- T.I.C. del liquido oscitico con celuvlaridad total del tumor,
r= 0.92 (Figura 50).

- T.I.C. del svero y concentracidén celulor en liquido usciti/
co (célulos/ml.). r= 0,92. (Figura 51),

- T.I.C. en liquido ascitico y concentrocidén celular en liqui
do ascitico. r= 0.72 (Figura 52).

- T.I.C. total en ascitis (T.I.C. en mg/ml. x ml. de oscitis)
y celuloridad totol en oscitis. r= 0.95 (Figufc 53).

- T.I.C. totol en ascitis y concentracién celular en liquido

asci tico (célulos/ml.). r= 0.92 (Figuro 54).
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TIC enliquido ascltico

{mg/m) .

y=7.25 X - 2.31
r«=0.89

TIC en suero (mg/ml)

FIGURA 43.- Correlacién TIC en suvero y liquido ascitico
de CAE.

Volumen del tiquido
ascitico  fmi)

Vv=20.86 X - 115.14

r«0.99

T/C \iquido ascltico ‘rng/ml’

FIGURA 44 .~ Correlacidén entre TIC del liquido ascitico
y volumen de la ascitis del tumor CAE,
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Celularided totel

de| tumor

y = (5.54x10%) x -(1.39 x 18"%)

r=099

peso tumer (g)

FIGURA 45,.- Correlacién entre peso del tumor CAE y
celularidod total del mismo.

Volumen ftiquido
esscltico (ml)

V=128 X - 1.41

r=0.99

peso tumor (g)
FIGURA 46.- Correlacibn entre peso del tumor CAE y
volumen del liquido ascitico.
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Peso del tumor
(g)

Y= 0.087 X + 0.94
r=0.92

TIC sénco(mglml)
FIGURA 47: Correlacic¢n entre TIC sérico y peso del tumor CAE

Celutaridad total del
liquido ascitico

yH7.04 x10") x -(1.77 x 10™°)
r =002

TIC sérico (mg/mi)

FIGURA 48: Correlocién entrs TIC sérico y celularidad
totol del tumor CAE




- 238 -

peso tumor (g)

y=125.85 X - 829.33
'=0.92

TIc Ir'q.lscilico(mgfnl)
FIGURA 49 :Correlocidén entre TIC del liquido oscitico y peso
del tumor CAE

Celularided total de?
liq. ascitico

y=(7.94.1o°) X-(1.44, 10")

= 0.92

TIC lig nscrlico("'O/’"’)
FIGURA 50 : Correlacién entre TIC del liquido oscitico y
celularidad total del tumor CAE
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Concentraci6n celular

( células/ml)

4

y={(701.10%)x ~(6.20 . 10°)
r= 0.92

T1C sérico(mgfnt)
FIGURA 51: Correlocién entre TIC sérico y concentracidn

celular en liquido ascitico

Concentracion celular
(cé!ulas /m/)

J

y{6.82.10%) x +(1.21.10%)
r=0.72

M v A2 ¥ — v

TIC 1/q aseitico (mg/mi)
FIGURA 52 . Correlacidn entre TIC en liquido bscitico y
cancentrocion celular en liquido asciticoe.
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Cewdaridad total
de! tumor

y{3.82.10%)x41.03 x10°)

r=0.98%

T IC total en ascitis (mg)

FIGURA 53:Correlocién TIC totel en oscitis y celularidad totol

Concentracion celular
,
(celulas/mi)

y ={7.06x10%) X492 10%)

r=0.92

TIC total en ascitis (mg)
FIGURA 54 : Correlocién entre TIC total en oscitis y goncentrocién

celulor
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- T.1.C. en "fase liquido" y celularidod total, r= 0.98 (Figg
ro 55).
= T.I.C. en "fose liquido” y concentracién celular en liquido

ascitico. r= 0.70 (Figura 56).

Engendemos por T.,I.C, en fose liquido o lo sumo de T.I.C. en
el total de sangre y T.I.C. en el total de ascitis { en funcidén del volu
men de songre y de ascitis, respectivomente), Este T.I.C. en "fose liqui
da” fué 1.396 mg (grupo A); 2; 61 mg (grupo B); 4.77 mg (grupo C) y /
8.82 wg (grupo D).

Todos estos datos, nos indicon que se correlocjonon perfectg/
mente los dos parémetros de valoracién de la extensién tumoral (peso del
tumor y celularidad total del liquido ascitico), que el peso del tumor es
té en funcién de la celularidod y del volumen de lo ascitis; que lo ele
vocién del T.I.C. es paralela en el suero y en el liquido ascitico y, /
por Ultimo, pero pensomos que lo mds importonte, que el T.I.C. del svero
y del liquido oscitico se correlacionon perfectamente con los parémetros
que miden lo extensién tumoral: el peso del tumor C.A.E. y lo celulorj /

dad del ‘mismo,
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Celvlaridad total

y = 6.28.,10%)x {2.42x109)

r=0¢98

TIC en fase quuida(mg)

FIGURA 55 : Correlocién entre TIC en fase liquido
y celuvloridod total.

Concentracion celular en
ascitls (células/m/)

y{4.63:107)x +{1.73.10%)

f= 0.70

TIC en fase llqulda( mg)
FIGURA 56 : Correlacidén entre TIC en fase liquide

y concentracidon celulor



7. DISCUSION Y COMENTARIOS. .
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Es conocido que lo actividod protedsica puede ser responsable,
ol menos, de algunas alteraciones de lo membrana de lo célula tumoral y,
por tanto, estar implicado en lo pérdido de control en el crecimiento ce
lular. Dodo que lo actividad protedsico tumorol es un hecho conocido, ca
ben esperar modificaciones de los inhibidores de proteasas en el orgonis
mo de enfermos portadores de un tumor moligno y, en concreto, modificecio
nes de lo alfo-l-ontitripsine como principul componente del poder de inhi

bicidn de proteasas,
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7.1. EL COMPORTAMIENTO DE LA ALFA-1-ANTITRIPSINA EN LOS ENFERMOS CANCERO-

505.

Los grupos de enfermos tumorales, no tumorales y normales dife
rian en cuonto a lo edad, siendo uno poblacién més joven los normales que
los tumorales. Por ello, previo al estudio comparotivo de la A-1-AT en /
estos dos poblaciones, teniamos que confirmar que no se modificaba con /
la edad, hecho que comprobomos (Figura 17). Situocidn similor o la ocy /
rrido con respecto al sexo (Tablo 13) que, tampoco condiciona ninguna mo
dificacién, si bien en los tumorales lo cifra medio es olgo moyor en los
hombres (814.22 mg/100 ml.) que en las mujeres (720.93 mg/100 ml.) ounque
sin diferencios significativas., Esto pequefic voriocién lo ponemos en relo
cidén con lo distribucién de localizaciones dg tumores, que es diverso en
la poblacidén tumoral, yo que en las mujeres, un gran nimero viene reprg/
sentado por enfermas con céncer de mama y éstas son los que tienen uno /
elevacién menor de lo A-1-AT, Paro esto comparacién de los variaciones
en funcién de lo edad y del sexo, hemos usodo, légicamente, como pobla /
cién control, los individuos normales y no los individuos de lo poblo /
cién general no tumoral, yo que nos interesaba deducir el comportamiento

en las personos normales, sin introducir otras posibles cousos de error.

Por motivos de téenico, tuvimos que comprobor previomente si
se modificabo o no lo A-1-AT dependiendo de las condiciones de olmoceng/
miento (o temperotura ombiente o o 09C), observando que no existion va /
riaciones (Tobla 15); A pesar de esto comprobacidn, las determinaciones
se hon reolizodo siempre el mismo dio de lo extroccién de la songre, pero

consideramos esto como un doto importante paro el futuro.
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No lloma lo atencién que en una poblocién general, formada / =

por enfermos tumorales, individuos normales y enfermos con otros procesos
diversos, la distribucién de los cifrus de A-1-AT en suvero sea muy hetero
génea (Figura 12), pero una véz agrupodos por diagnésticos se delimiton /
me jor los grupos tumoral y no tumoral, dando el aspecto de bimodolidod o

la gréfica (Figuro 15).

Une vez demostrado como onotdbomos previamente gque no intrody
ciomos diferencias en bose a la distribucién por edod y sexo de las ;oblg
ciones objeto del estudio, pudimos constotar que lo cifra medio de A-1-AT
en los enfermos tumorales (722.55 mg/100 ml.) diferio estadisticomente de
formo muy significativo con respecto o todo el resto de individuos no tu
morales (439.15 mg/lOO ml) con un valor de p<0.0005. Esto nos sugiere /
que, medionte lao cuontificacién de la A-1-AT, logromos discriminar perfec
tamente un conjunto de individuos tumorales con otro conjunte no tunoral,
“0én cuendo en éste Ultimo estén incluidos otros procesos que condicionen
modificaciones de los niveles de A-1-AT, como luego pudimos comprober.Di
cho de otro forme, la elevacién de la A-1-AT, es mucho mds llomative en
los enfermos tumorales gue en otras situaciones que se acompafion, aii /

mismo, de elevacién del enzimo (Tablas 5, 9 y 10).

Al independizar de los individuos siq tumor maligno, oquellos
que no tenian en el momento del estudio, ningln tipo de enfermedad (pobla
cién normal) nos encontramos con une cifra media de A-1-AT de 384.f mg/
100 ml., osimilable a los cifras ya conocidas de concentrucién-séricu de
esto proteina, descrita por otros autores. Lo diferéncio entre este gry
po y el tumoral, légicamente, alcanzd la méximo significocién estodisti

ca (Tabla 7).
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Los parémetros de eficacio que mds nos satisfacen son lo espe
cificidad del test al compararlo con los individuos normales (Toblo 8) /
que resultd ser del 96.33 %; es decir, onte una A-1-AT normal, en el /
96.33 % de los cosos el enfermo no es portedor de un tumor maligno. Asi”
mismo, el valor predictivo positivo es del 95.34 %, lo que indico nueva
mente que la elevacidn manifiesta discrimina perfectomente antre los tu
morales y los normoles.

Con todo ello, parece demostrada lo elevacién Fron;o de A-1-AT
en la poblacién tumorol. Acerco de lo posible explicacién poro esta elevp
cién, existe una idea postulada por LIEBERMAN (317) de que la A-1-AT se /

eleva como respuesta defensiva del orgonismo pora evitar lo progresién /

del tumor. GOETZ y Cols, (1972) (195) controlan el crecimiento de un ty /-

mor en el hamster con inhibidores de proteasas, de lo que deducen que el*
crecimiento y lo ogresividod del tumor dependen de lo octividod proteoli
tico del mismo (WHUR, NICHOLSON) (523) (381), la cual puede ser inhibida.
En este caso, lo A-1-AT tendric como misién lo de intentor "controlar" /
el crecimiento de los tumores. Otroc explicacién posible o esta elevacién
serio lo produccién local exagerado o nivel del tumor. Estaos hipétesis /
se podrion unir a los hallozgos de TWINING y Cols. (1975) (499) que hon
demostrado A-1-AT en tejido tumorol, mamorio, géstrico, pulmonar y en cén
cer de colon, y a los de TUTTLE y JONES (1975) (498) que encuentran en /
tejido tumoral pulmonar fluorescencio especifico con onticuerpos anti-
A-~1-AT., Sin embargo, el hallazgo de A-1-AT en lo piezo tumoral no solucio
no el problemo planteoado, pues no se puede sober si el lugor de produc /

cién es dquel, o sbélo ho sido un lugor de destino.

Este comportamiento de la alfa-l-ontitripsino es similor en /
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todos los tipos de tumores estudiodos y, asi, estd significativaomente [/
elevada, por orden de mayor @ menor elevacién en: metdstosis de origen /
desconocido, clneer de aporote genital, céncer de aparato urinario, cég/
cer de aparoto digestivo, leucemias, linfomas y mielomas, céncer de lg/
ringe, cdncer de mamo y céncer de pulmén (Tabla 11). No hemos visto reco
gido en lo literatura un estudio que anclice simulténeamente varias loca
lizaciones y compruebe que todos los tumores se comporton de modo simi /
lar. Hasto chora se habian analizado localizaciones esporddicas: pulmén
(HARRIS y Cols; DADDI, KURGAN y Cols) (213) (112) (113) (114) (290). tu/
mores derivodos del seno endodérmico (TALERMAN y Cols, TSUCHIDA y Csls.)
(482) (493), intestino grueso (WARD y Cols) (514), estémago (MUNOZ , /
Cols. ) (377), leucemias (CHILD y Cols) (84) y corcinoma de cervix steri
no (LATNER y Cols) (302).

Tampoco hemos visto recogido, y nos paorece de interés, lis /
elevaciones de lo A-1-AT séricu en relacidn con la extensién tumora., que
nosotros hemos valorado de acuerdo con el sistema TNM, E1 TNM nos permite
una evaluacién clinice rdpida de la extensién del tumor. Hemos_consxutodo
que lo elevocidén es més monifiesto en los cosos de enfermedad genertliza
da (M +), por encimo de los cosos lozalizados (T +) o loco-regionales /
(N+). Adn usi( los cosos localizados presentan uno diferencia estodisti/
comente significativa {p < 0.0025) con los normales, lo que indica cwe /
este método es sensible incluso en procesos localizados (Table 12, Figg/
ro 16). Lo dnica referencio o este respecto es la de VELDE y Cols. en /
1979 (507) que, analizondo reactantes de fose ogudo como indicadores de
lo presencia de céncer de cvello vterino, encuentro elevaciones comc /

"marcadores” de recidivas; sin embargo, este autor analizé solamente la
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alfo-l-glicoproteino . dcida, haptoglobina, proteina C reactive y tres com
ponentes del complemento (C4, C3 - proactivador y C9), perc no la A-1-AT,
LATNER y Cols (302) encuentran elevacién de la A-1-AT en estodios inmicig
les de carcinoma de cervix uterino, pero este tumor es demosiado accesi/
ble o otros técnicas.de diagndstico precoz, por lo que no se puede peg/
sar en screening poro estos casos. Utilizado este método como despista /

je, su utilidod habriec que buscarla mds en los tumores internos.

RIMON y Cols (429) habian demostrado que lo accién del inhibi
dor se debe o la formocidon de un complejo inactivo entre éste y el enzi/
mo. Nosotros hemos podido constator como, tras la incubacién con tripsi/
na de svero con A-1-AT cvantificada previamente, se pierde ‘cierto conti/
dad de A-1-AT, que supone una variacién significativo (Tabla 14). La pe
queﬁa'voriacién entre las determinaciones basales y tras la incubacidén /
con svero fisioldgico, si bien no es significotive, la podriamos expli /
cor por cierto fenémeno de concentrocidén. Nuestro hallazgo porece confir
mar que se produciria una unidén entre enzimo e inhibidor y éste, poste /
riormente, quedaric ligedo al .enzima, no pudiéndose detectar. Es un meca
nismo diferente al comportamiento de lo alfo-2-mocroglobulino, que o pe
sar de unirse al enzima, no pierde su copocidad de ser detectoda (ADHAM
y Cols. 1978) (6). Dado que este inhibidor tiene un tomafo considerable
(Pm = 45000-55000) hoy que suponer que sélo uno porcién de lo cadena po
lipeptidico establecerio contocto con el enzima; es el llamado "sitio
activo” o "centro activo”, donde se situarion los aminodcidos llamados /
"de contacto” que estarfin especialmente préximos entre si, ounque pudie
ron estar separodos en la secuencio de la codeno polipeptidica. En defi
nitivo, parece que lo A-1-AT en el enfermo canceroso es bioldgicomente

activa y que se comportamiento biolégico (unién con lo tripsina, forman
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do un complejo inactivo) es superponible o lo que ocurre en la persono

normal.

En relacién con la franca elevacidén de la concentracién séri/
ca de A-1-AT, hemos de mencionor algunos casos demostrativos. Por :jem /
plo, muchos enfermos que svperoban la cifra de 1000 mg/100 ml.; éstos /
eran los casos correspondientes o los ndmeros: 24 (cdéncer de momo; A-1-AT
1000 mg/100 ml.), 28 (céncer de moma; A-1-AT : 1235 mg/100 ml.), 33 (cén
cer de momo; A-1-AT: 1675 mg/100 ml.), 43 (céncer de mama; A-1-AT: 1589
mg/100 ml.), 44 (céncer de moma; A-1-AT: 1079 mg/100 ml.), 49 (cén:er de
moma; A-1-AT: 1050 mg/100 ml.), 57 (céncer de recto; A-1-AT: 1185 mg/
100 ml), 65 (céncer de estémago; A-1-AT: 1550 mg/lOO ml.), 6& (cénter de
estérogo; A-1-AT: 1185 mg/100 ml.), 67 (céncer de estdémogo; A-1-AT 1835
mg/100 ml.), 68 (céncer de estémogo; A-1-AT: 1079 mg/100 ml.), 74 :céﬂ /
cer de vias biliares; A-1-AT: 1079 mg/100 ml.), 78 (heputocarcinom;
A-1-AT: 1079 mg/100 ml.), 94 (leucemio; A-1-AT: 1589 mg/100 ml.), *5 (ley
cemia; A-1-AT: 1127 mg/100 ml.)}, 97 (leucemio; A-1-AT: 1224 mg/100 ml.),
109 (linfoma; A-1-AT: 1874 mg/100 ml.) 115 (mieloma; A-1-AT: 1376 rg/100
ml.), 119 (céncer de rifién; A-1-AT: 1400 mg/100 ml.), 122 (céncer le ve/
jiga; A~1-AT: 1610 mg/100 ml), 123 (céncer de vejiga; A-1-AT: 1340 mg/
100 ml.), 131 (céncer de vagina; A-1-AT: 1350 mg/100 ml.), 133 (céicer /
de testiculo; A—l;AT: 1270 mg/100 ml.), 139 (metéstasis de origen lescg/
nocido; A-1-AT: 1490 mg/100 ml.), 140 (metéstasis de origen desconscido; ‘
A-1-AT: 1400 mg/100 ml.), 141 (metdstasis de origen desconocido; A-1-AT:
1370 mg/100 ml.), 142 (metéstasis de origen desconocido; 1127 mg/1(0 ml).
148 (cédncer de tiroides; A-1-AT: 1224 mg/100 ml.). En el grupo no tumoral
sélo un caso superabo los 1000 mg/100 ml,; es el caso nomero 349, on /
A-1-AT de 1056 mg/100 ml., que pertenecio oun enfermo con uveitis (Tobles
3y 4).
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Hemos tenido oportunidod de estudior cuotro enfermos con hepo
tpcorcinomo que corresponden o los nimeros: 76, 77 y 78 y 79 con A-1-AT /
de 415, 580, 1079 y 920 mg/ml. respectivomente (Toblo 3). GANROT, LAURELL
y ERIKSSON, en 1967 (175), sefalan un hepatoma en un grupo de pacientes /
ZZ con tusa bajo de A-1-AT. BERG y ERIKSSON (41) encuentron 3 hepatomos
(2 corcinomos hepéticos y 1 colangiocarcinoma) en 13 muestras de higodo /
de pacientes con fenotipo ZZ, hallando,por otre parte, grénulos PAS posé/
tivos en 7 higados de 78 pacientes con hepatoma, sugiriendo que un 10 %
de los hepatomas tienen la voriante Z (porcentoje muy superior al de la /
poblocidn normal), ERIKSSON y HAGERSTRAND (141), estudiondo 9 adultos con
déficit homocigético de A-1-AT y cirrosis, encuentran frecuentemente un /
enfisemo concomitante y, en 6 cosos, un hepotoma; los cuerpos intrecito /
plasméticos son demostrables en estos 6 tumores (4 carcinomas hepatocelg/

lores y 2 colongiocarcinomas). RAWLINGS y Cols (421) comunican un caso de

un pociente de 66 afios, con fenotipo MIZ, y consecuente boja concentracién

de A-1-AT, que presentabo un corcinoma hepatocelular y otro con 64 afos /
que mostré fenotipo MZ y carcinoma hepatocelular con metdstosis pulmona /
res y bullas enfisematosas. En 1975, LIEBERMAN y Cols (325) estudian un
enfermos de 16 afios con hepatomo y metdstasis nodulores en higado y meso
colon transverso; los grénulos PAS positivos, tipicos de lo variante Z, /
se encuentran en lo mosa tumorol y en los ndédulos metostdsicos. El coso
nomero 77 de nuéstru serie, con una A-1-AT de 580 mg/100 ml. presentabo,
odem6s, un enfisema pulmonar de zonas basales, lo que nos motivé o deter
minor la A-1-AT en sus fomiliares més préximos, con los siguientes resuvl
tados: un hermuné: QOO mg/lOO ml.,; una hermona: 300 mg/lOO ml., (los dos
Gnicos vives); un hijo: 150 pg/lOO ml. No se realizé a lo otro hijo vivo
por estar embarazade y ser esto situacién una causa conocida de elevacidn

de la A-1-AT. Su mujer presentaba una concentracidn de A-1-AT de 250mg/
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FIGURA: 57, Fluorescencia espec{fica anti-A-1-AT
en tejido tumoral hepético.

FIGURA:58. Fluorescencia especifica onti-A-1-AT
en tejido cirrético hepético.
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100 ml. Sospechamos en este enfermo un déficit intermedic de A-1-AT yo /
que su hijo tiene una concentracién de A-1-AT inferior al 60 % del valor !
normal {la mujer del enfermo era normal), y coexistir un enfisema basal
tal y como est6 descrito en los deficitorios. A ello se une que en el eg/
tudio histolégicoe hepético (biopsio por laparotomic) se encontrd que los

hepatocitos no tumorales presentabon positividad ¢ lo tinciédn con PAS, /

haciéndose PAS negotivos tros la digestién por soliva; algunas gronulaocio
nes PAS positivas, después de la dicstase, se transformaron en pigmento /

verde, correspondiendo, por tonto, o zonos de éstasis biliar; finalmente,

existen grénulociones que no se digieren por la saliva y que se disponen
en las células periportales. Desgraciadamente, no pudimos confirmar lo /
sospecho del déficit por no tener el fenotipo del enfermo.
Q

En el caso nimero 79 de nuestro serie, con unoc A-1-AT sérico
de 920 mg/100 ml., se realizd estudio histoquimico de una muestra de teji
do hepdtico, tiféndolo con ontisuvero monoespecifico onti A-1-AT marcado
con fluoresceina, E1l coso carrespondio a un enfermo con un tumor primiti
vo hepdtico., De esto monerc fué posible descubrir localizacién hepético
de la A-1-AT en tejido tumoral hepético (Figura 57), asi como en el res
to del porénquimo hepdtico, donde usentabo uno cirrosis (Figura 58). Lo
fluorescencia era mucho mds abundante en el caso del porénquime tumoral
que en el parénquima cirrdtico. Este hecho se confirmé cuondo determina
mos cuantijtotivaomente la A-1-AT medionte medido de lo concentrocion en
homogeneizado de tejido tumoral hepético y tejide cirrético hepbtico, [
utilizando discos LC-Partigen (porac bojos concentraociones). Pudimos de
mostrar que en ombos homogeneizodos estuba presente la A-1-AT y, como

sefialdbomos antes, en mayor contidad en tejido tumoral (5 mg/lOO ml.) /
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que en tejido cirrético (3 mg/100 ml.) (Figura 59). Lo presencio de alfa-
l-ontitripsina en tejido tumoral pudiera tener dos explicociones bésica /
mente: produccidén o aposicidn Jel inhibidor en el tumor, o solamente opo
sicién, en el tejido, del inhibidor circulante, que se encuentro en gran

concentrocibén, proboblemente, como respuesto del organismo para inhibir

FIGURA 59, Anillo de precipitacién de lo A-1-AT

procedente de homogeneizado de tejido

tumorol hepético y tejido cirrético -
hepbtico (derecha e izquierda respec-

tivamente).

enzimos protedsicos tumorales (LIEBERMAN, 1975) (326). Pensamos que es /
més proboble lo segunda posibilidad, "reactive”,. busados, ademés, en lo

gran destruccién del tejido hepético de estos enfermos, que impositilitg
ria lo produccién de Afl-AT en lao viscera, como en condiciones normales.
Tombién pudierc tratarse de los aclOmulos de A~1-AT en los hepatocitos, /

propios de las individuos deficitorios; sin embargo, esto posibilicad /
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nos parece menos verosimil, por cuonto existe uno diferencio de distribu
cién de la fluorescencio entre el tejido tumorol y el tejido hepético /
con cirrosis y, teéricomente, en ese coso deberioc ser uniforme lo distri

buciédn.

Nuestras observaciones en los hepatomas, nos inclinon o pen /
sor que, aunque es frecuente la asociacidén de déficit congénito de A-1-
AT y tumor primitivo hepético, estos se acompofian de elevacién de la [/
A-1-AT sérica, semejonte a lo descrito en el curso de otras neoplosias /
malignos, por lo que el hepatoma no parece comportorse de formo difereg/

te al resto de los tumores.
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7.2, REACTANTES DE FASE AGUDA

El organismo es capaz de reaccionar frente o agresjones jinter
nos y externas. Esto reaccién origina uno respuesta que,muchas veces, es
mensurable. Sin embargo, en el organismo humano las respuestas no son so
lomente locales sino ‘generales, mediadas por mecanismos hormonoies, inmy
noldgicos, metabdlicos, etc. que originan combios orgénicos y, en purti/

cular, en los proteinas séricas (WERNER, 1969} (521).

De otro porte, lo destruccion tisuler, que tiene lugar en los
tumores, puede producir o bien la liberacidn de proteinus celulares, que
se elevorian en la songre, o la respuesto de aumento de la produccin de
reactantes que se pueden identificar. Asi, esos reactantes pueden ser
un indice de destruccién histica o de crecimiento celular (VELDE y Zols.

1979) (507).

Por eso, en ciertas situaciones de destruccién tisular provoca
da en los enfermos tumorales, tales como: intervenciones quirdrgicas, tra
tamiento con radioteropia o quimioteropio, etc, no se debe realizar la /
determinacién de la alfo-l-ontitripsino yo‘que sus modificaciones serian
la expresién de los estimulos externos para lo destruccién de los ts:jidos,
y no serviria como marcador, Este fué el motivo de escojer en todo; los
casos enfermos tumorales, con tumor en crecimiento, pero sin estar somg/

tidos o ningdn tipo de tratamiento que supusiero una interferencia.

Estos reoctantes de fase ogudo son, generalmente, glicoprotei
nas {COOPER y STONE, 1979) (99). Su respuesto temporal y cuontitativa /

puede diferir dependiendo de lo noturaleza del estimulo. Nuestro estudio
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4
ha demostrado que lo elevocién de la A-1-AT en los enfermos concerosos,/
como reactonte- de fose aguda, es més alto y difiere de otras elevocip /
nes posibles y que, por tonto, es de utilided y puede tener implicacio /
nes diognésticos. A pesar de todo, siempre hoy que considerar los peculg
riedades individuales en cado coso y la respuesta orgdnico personalizada

de cado enfermo ante el tumor.

E) interé; de considerar o la olfa-l-ontitripsino como reoctan
te de fose agudo tiene dos fundomentos: o) el reactante de fose aguda pue
de servir como marcador bioldgico o maorcador genético (GILBLETT, PETRAKIS)
(188) (410),y b) el reactonte de fose ogudo puede modificor la respuesta
inmunolégica y la funcién de otros proteinas, tales como el sistemo de /
complemento (COOPER y Cols, 1979) (99), con lo que se puede conseguir unc
modificacién de lo conducto de los célulos tumorales, Algunos reactantes
de fose oguda pueden inhibir ciertas respuestas de los linfocitos (por /
ejemplo, la traonsformacién bldstico inducido por mitégeno) ounque estas/

coructeristicos sélo se han estudiado in vitro.

En visto de los resultados, tenemos que admitir que lo A-1-AT
es, junto con lo alfo-l-glicoproteina écida, los dos reactontes de fose
oguda que se encuentron en lo fraccién alfa-l del espectro proteico [/
(CHIO y Cols. 1979) (85). Lo alfo-l-antitripsino es el principal inhibi
dor intercelulor de protecsas, situodo en primera linea de defenso con /

tra los proteasos libres, provenientes del tumor (ERIKSSON, 1978) (140).
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7.3. RELACION CON LA INMUNIDAD

SCULLY y Cols, (1980) (450) incluyen a lo determinacién de la
A-1-AT dentro del grupo de tests inmunolégicos. Desde 1971 se pudo preci
sar el efecto inmunosupresor de la globulino olfo humono, intereséndose/
por uno globulino alfa inmunoreguladora., En este sentido, ARDRA y Cols.
(1978) (22) hon estudiado los efectos inmunoreguladores de los inhibidg/
res de proteasaos inyectondo concentraciones diversas de A-1-AT o onimo /
les de experimentaciédn; ae sus estudios concluyen que la A-1-AT juega un
papel inmunoregdludor, suprimiendo la respuesta in vitro e in vivo de /
los células de bazo del ratén contra los hematies de coarnero, en concreto
suprimiendo lé respuesta de anticuerpos; es decir, la A-1-AT regula la
respuesta de los células B, dependiendo del antigeno., No se ha demostrg/
do gue tengo efecto sobre las células T, en porticular sobre lo udherenf
cia de estas células. En un trabajo reciente, LIPSKY y Cols. (1979) (326)
hon demostrado la presencia de.A-l-AT en linfocitos humonos estimylados

gz
con agente mitogeno.

En relacién con los onticuerpos bloqueadores, que protegen el
crecimiento tumoral, ain en presencia de onticuerpos (fendmeno de acre /
centamiento) o onticuerpos ocrecentantes, se ha invocodo tres mecanismos

posibles:

a.- bloqueo oferente: los determinontes ontigénicos son anti/
cuerpos, por lo que los linfocitos inmunocompetentes no /
reconocen las células tumorales y no se sensibilizan.

b.- bloqueo eferente: los anticuerpos protegen o lo célula ty

morol y no pueden ser destruidos o pesar de existir une /
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inmunidod celular contra el tumor.
c.- bloqueo central: inhibicién de la produccién de onticuer /

pos {en el plano de las funciones introcelulares}.

Lo presencio de estos onticuerpos bloqueantes, se ha demostra

do en tumores en crecimiento o en recidivas tumorales.

Podria pensarse si existe uno identidod entre los anticuerpos
bloqueontes y ciertos inhibidores de las proteasas. Con ello, no sdlo se
inhibirion las proteasas tumoroles sino que protegerian al tumor contra
la accidn inmunoldgica del organismo (en presencio de wna reaccién inmy

noldgice normol).

Lo cierto es que la alfo-l-antitripsino porece estor relacio
nado con la inmunidad. Nosotros hemos tenido oportunidad de relacionar /
ombas cosas, cuondo hemos comparado los resultados obtenidos en lo con /
centracién de A-1-AT y en el test de Mokori. Antes de realizar el test
de Makori es necesaric saber si el enfermo es inmunocompetente, yo que /
no tiene utilidod diagndstica realizarlo en los casos de inmunodepresién.
Tiene uno elevado sensibilidad y su principal vutilidad rodice en su YE/
lor predictivo negotivo de lo existencia de tumor, si es que se ha demos
trado previamente que el enfermo tiene positives los reacciones intradér
micos de inmunidod celular. Podemos decir, pues, que la negatividad del
test de Makori en un enfermo tumoral, es un falso negotivo que se debe ,
los més de los veces, a inmunodeficiencio. Nosotros hemos encontrodo dife
rencias estodisticos significotivas en la concentrocidn de A~1-AT entre
los enfermos con tumor demostrodo y test de Mokari positivo y los enfer /
mos con tumor moligno y test de Makori negativo, en los que el volor me
dio de A-1-AT no diferio de los no tumorales. Ello quiere decir que en /

aquellos enfermos con inmunodeficiencia (individuos tumorcles con test
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de Makari negativo) las cifras de A-I;AT son mucho menores e, incluso, nor
males (Tablo 16). Los enfermos no tumorales, con test de Makori positivo,
los "falsos positivos”, tenion una concentracién media de A-1-AT elevoda,
ounque mds bojo que los tumores. Este Gltimo hecho lo interpretamos en /
base a que la mayorio de esos enfermos no tumorales con Mokari positivo,
eran enfermas con displosios mamarios, las cuales tiene elevacién de la
A-1-AT y tienen un gran porcentoje de falsos positivos en el test de Maka

ri como ha sido sefolado por SENRA y Cols. (1980) (451).
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7.4. COMPARACION DE LA ALFA-1-ANTITRIPSINA CON OTROS TESTS

.

Alfa-l-globulina.~ Aunque la A-1-AT es el principal componente de lo froc

'cién olfo-l-globuling, no hemos logrado encontror correlacidén entre ambas
concentraciones en los enfermos tumorales (Figura 20), coso que ho sido /
referido por otros outores (ERIKSSON, HUTCHINSON, LIEBERMAN) (139) (234)
(324). Sin embargo, si encontromos variaciones significativas entre lo /
alfo-l-globulina de los enfermos tumorales y lo de los no tumoroles, y /
entre aquellos y los normales (Tabla 17), al igual que posaba con la /
A<1-AT, por lo que esta elevacién de la alfa-l-globulinc lo otribuimos
a los modificociones de lo A-1-AT, si bien podric deberse a elevaciones /
de lo olfa-l-glicoproteina dcida (el segundo reactonte de fose aguda de /
lo froccién alfo-l-globulinas). E1 hecho de no encontrar correlocién en /
tre las cifras de A-1-AT y olfa-l-globulinos, lo ponemos en relacién con
que la A-1-AT no sélo se sitfo en lo zono alfo-1 del espectro proteico,

si bien es el componente fundomental de ella.
Ambos tests se modifican, por tonto, en los enfermos concerg/
sos pero la elevacién de la alfo-l-globuling, aunque se puede atribuir o

elevocién de lo A-1L-AT, es algo mds inespecifica y menos preciso.

Alfo-2-macroglobuling.- Lo alfo-l-ontitripsinc y la alfo-2-mocroglobuli

na juntos comprenden cosi el total de la capacidad inhibitoria del suero.
Lo alfo-2-macroglobuline tiene un gran peso molecular, que se ha calcg/
lado en 625.000 (ERIKSSON, 1978) (140). Ambos tienen un amplio espectro
de inhibicidn. Mientras que lo A-1-AT inhibe los proteasas séricas en /
proporcidén 1:1 mol, la olfa-2-macroglobuline lo hoce en proporcién 1:2

mol. (1 mol de A-2-M inhibe 2 moles de proteosa).

.



! - 262 -

Los estudios de CHASE en 1972 (82), hon onotado que la clfo-2- .
macroglobulina limita la respuesto de los linfocitos humanos o lo fite /
hemoglutinine y o lo concavalina A, demostrado con ensoyos en los que /
utilizo timidina tritioda. FORD, CASPERY y SHENTON (162) han demostrodo/
que lo alfa-2-macroglobulina bloquea el reconocimiento del antigeno por / .
porte de los linfocitos humanos sensibilizaodos. TUNSTALL y JAMES (1974)
(494) han demostrado que lo olfa-2-macroglobulino es sintetizode in vitro,
tonto por linfocitos estimulodos con ontigeno coﬁo por no estimulados. /
Ello ho hecho suponer que sus elevaciones pueden resultoar de la estimulg

cién del sistemo linfético (ADHAM y Cols, 1978) (6).

Hemos encontrodo cifras normales de olfa-2-mocroglobulino en
la poblocién tumoral, en comparacién con los normales (Table 19) pero,sin
embargo, hemos encontrodo cifras elevados en enfermos afectos de uveitis,
alge que no esté recogido en la literotura. Se hon descrito elevociones

en el emborazo y en odictos o los narcéticos (ADHAM y Cols) (6).

De otra parte, la normalidad de alfo~2-mocroglobulina en los
enfermos tumorales concuerda con hallazgos similares de COOPER y STONE /

(1979) (99).
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7.5. LA ALFA-1-ANTITRIPSINA EN DIVERSOS PROCESOS CLINICOS

Si bien haste lo ectualidad ha sido lo potologio hepética y /
le pulmonar lus dos més relacionadas con variociones en la concentracién
sérica de A-1-AT, ya tuvimos ocosién de exponer previamente que en otra
serie de enfermedodes se han descrito modificaciones, al porecer nunca /

concluyentes,

En una serie de procesos clinicos en los que hemos dispuesto /
de los cifras de A-1-AT sérica (Tabla 10) hemos encontrado que ésta esta
bo elevada en los displasiaos mamarias {cifra media: 561.7 + 88.86 mg,/100
ml.), lo que diferio de los normales y de los tumorales; no osi del grupo
formodo por enfermas con céncer de moma (cifro medio: 633,73 + 293.13mg/
100 ml.) por lo que no tiene utilidod en lo diferenciacién clinica de am

bos procesos.

Los resultodos de nuestro estudio demuestron, por otro parte,
que lo A-1.AT se encuentro elevada de una forma estaodisticumente signifi
cotiva en un grupo de enfermos portadores de Glcero géstrico y/o duode /
nal, en contraposicién de lo publicado por ANDRE y Cols (1974) (14) (Ta
bla 10). Este fendmeno pudierc temer varios explicociones, una vez exclui
dos los cousas conocidas de elevocidn., Lo més sencilla es el aumento pro
gresivo de la A-1-AT sérica dado que se truto de un reactonte de fase /
aguda. El aumento seric secundorio o lo aparicién del proceso inflomato
rio que conlleva lo enfermedad ulcerosa (todos nuestros enfermos estaban
en fose de actividad). Este hecho lo apoyo el dato de que la Glcera gds
trica y lo duvodenal, per separodo, se comporten iguol, aln siendo muy di

ferentes en su meconismo de produccién. Las posibilidodes de que este /
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inhibidor estuviera implicado en la incidencio del ulcus, parecen menos
probables. Se ho demostrado que la A-1-AT no inhibe la pepsino (LIEBEB/
MAN) (315), yo que el inhibidor de lo pepsino se debe encontrar a un pH
minimo de 5.5 (lo acidificacién del svero elimino su copacidod de inhibi
cién de la pepsina) y la A~1-AT se inoctivo @ un pH de 5 o menor. Recien
temente,; se ho abierto un nueve campo de posibilidades. Se ho demostrado,
casi con certe;o (KYAW-MYINT y Cols. 1975), que la A-1-AT llega al duode
no vehiculizada en lou bilis y procedente del higado. Si el papel de lo /
A-1-AT sérico parece descartodo, podria tener una funcién local dado que
a ese nivel su poder de inhibicién de las proteasas puede suponer uro /
defensa pare la mucosa. Hosto este momento, se ha buscado una posible ex
plicacién o lo asociocién ulcus-enfisemo pulmonor sin gue se llegue o re
sultados definitivos. En nuestro trobojo, el control espirométrico subsa
na esta interelecidén que, por otra parte, ho sido explicado sin lo inter

vencién de la A-1-AT,

En otras dos situaciones hemos encontrado elevaciones signifi
cotivas de lo A-1-AT sérica: en enfermos con colelitiasis (volor medio:
470.61 + 155,49 mg/100 ml) y con uveitis (volor medio: 547.89 + 147 mg/
100 ml.) existiendo diferencias estadisticamente significativas con reg/
pecto o los individuos normales (p €0.005 y p €0.0005 respectivomente)y
a los tumores (p €0.0l en los dos casos) (Tabla 10). En el caso de la /
uveitis podrio ser una traduccidén de la alteracién inmunoldgica que, en
muchos casos, se puede encontrar en los procesos iridocicliticos secunda
rios o procesos generales,con un tejido diona que es la Uvea, Por lo gue
respecto a lo colelitiosis, en todos los casos existio colecistitis que,
de por si, como fendmeno inflamatorio, puede explicarnos lo elevacién en
suero; quedaria por aclarar si esa elevacién sérica se acompafo de modi/

ficociones en los niveles en bilis y, en 0Oltimo instoncia, si esa modifi
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cacién de la composicién de la bilis puede jugar un papel en lo litogéne

sis bilior, Esto no estd aclarado todavia.

No hemos encontrado modificociones en los enfermos con bronco
neumopatio crénica obstructiva o pesar de ser el pulmén uno de los drgonos
més estudiados en relécién con la misién de lo A~1-AT y de los inhibido/
res de proteasss en general. Hay que decir que ninguno de los enfermos /
con bronconeumopatic crénica presentaba una infeccién en el momento del /
estudio; esto evito las modificaciones que pudieran surgir por esos fené

menos inflamatorio-infecciosos.

Lo mismo ha pasado con las hepatopotias (Tabla 10), No hemos
visto variaciones con respecto al grupo control. Todos los enfermos pode
cion . hepatopatios crénicas difusas o excepcién del caso nimero 390 de /
nuestra serie que presentaba uno hepoatitis virol aguda con uno cifra de
700 mg/100, que se normolizé a las dos semanas de lao curacidn clinico, /
. siendo entonces de 310 mg/100 ml. El higado, ho sido, también otro de los

4rganos més estudiodos y relacionados con voriociones de lo A-1-AT .

Nos parecen de interés los resultodos obtenidos al analizar /
las cifros de A-1-AT en el pre y postoperatorio, y sus variaciones (Tabla
26 y 27). En 1966, CROCKSON, estudic el aumento encontrado después de in
tervenciénes quirdrgices. En 1971, FAGERHOL, presenta el caso de un po /
ciente deficitorio de A-1-AT que presentaba un 15 % de lao concentracién
normal, elevdridose al 60 % después de una intérvencién quirfrgica. Nues
tros datos son muy significativos para demostror lo elevocién monifie;to
de la tosa de este inhibidor de proteosas después de intervenciones.qui

rirgicas, Esta elevocién pertenece al 72 dio del postoperatorio, si bien
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lo cifra medio es menor qué la encontrada en el tercer dia. S4lo en dos
casos se produjo un descenso de la A-1.-AT tras la intervencién quirdrgi/
co; ambos casos tenion en comin que lo cifro bosal era muy elevada, lo /
que ponemos en relacién con el proceso subyocente (odenocorcinoma de rec
to y ulcus péptico). Posiblemente lo extirpacién quirirgica de lo cousa
de esa elevacidén podrio explicar el descenso posterior. Si biem este /
hecho de la elevacidén postoperatoria es evidente, no estd dilucidado /
cual es el mecanismo que lo produce. Parece claro que en el postoperotg/
rio inmedioto aumento la actividad cologenosa, en porte, probablemente ,
por un incremento en la sécrecién de esteroides endégenos (HAWLEY y Cols.
1970) (217). Esta reaccién de la colagenaso puede ser inhibida por una /
fraccidén proteica sérica que corresponde a una proteina de gran peso mg/
lecular y que se localiza en las alfa-globulinas de acverdo con su movili
dod electroforético, y que podria ser la A-1-AT. En este sentido, la ele
vacién seric secundario al aumento de actividod cologenosa, lo que se co
rresponde. con la identificacién de la A-1-AT como un reactante de fase/
aguda. Se podrio pensar si este factor formo parte de un sistema de dg./
fensa contro agresiones exégenas. De otra parte, es conocido que el con /
trol en el proceso de reparacién y regeneracién no es local, sino genera
lizodo, lo cual se puede traducir en signos sistémicos. Asi, se ho- podi /
do demostror el cumento de lo actividod cologenolitico en todo el tracto
gostrointestinal, después de una intervencién, con independencic del 1lu/
gar del tracto en que éstu se haya procticodo (HAWLEY), De otro manera:
cvalquier intervencién quirdrgico puvede poner en marcho un proceso gene_/
rol de octivacidn enzimétice, que parece mds evidente si lo intervencién
tiene lugor sobre el tubo digestivo. Nuestros hallozgos en relacidn con
los variociones encontradas dependiendo de que la intervencidn haya sido

intro o extroabdominal pérecen confirmar lo expuesto ltimamente (Figura
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31). Quedaric por invocar el posible papel de la destruccién tisular en
lo puesta en morcha de reacciones enziméticos (liberacidén de enzimos)que
pudieran explicor modificaciones en lo concentracién del inhibidor. No /

hemos encontrado diferencia en cuonto a que la intervencidn fuera més o

menos agresivo o mutilonte, por lo que esto'posibilidad parece mfs remg/ .

ta.

Estos 0ltimos datos son de interés, ocasionando que no nos /
hayo sido posible el seguir los modificociones de las cifros de alfa-l-on
titripsino cuondc el tumor era extirpado quiridrgicamente o tratodo con /
gquimioterapio o radioteropiu, dado que la elevacidn postoperotorie dura /
al menos 7 dics y el alta del enfermo o el tratamiento compiementurio /
svele ser precoz. Asi, nos encontromos con la imposibilidad de controlar
la A-1-AT en las personaos tratadas con cirugia, quimioteropio o radiotg/
rapio (situaciones que, por lo destruccién tisular que ocasionon, modifi

can las cifras) y sélo es factible el segUimiento o largo plazo (afos).



~ 268 -

7.6, LA ALFA-I1-ANTITRIPSINA EN DIVERSQS MEDIQS ORGANICOS

Jugo ghstrico y duodenol.- Nuestros hollazgos demuvestran la existencio /

de A-1-AT en los jugos gbstrico y duodenal, ol menos en pacientes con ul
cus gastroduodenal, Analizados ambos grupos globalmente, no se ho encog/
trodo diferencic estad{sticomente significotiva entre lo concentracién /
en jugo géstrico (14.62 +12.71 mg/100 ml.) y en el jugo duodenal (48.01
+ 59.65 mg/100 ml.). Esto falta de significocién, a pesar de la Oprecig/
ble diferencio entre las medias, se debe a la gran desviacién standard,

fruto de lo voriobilidod de las cifras, ya comunicado con onterioridad /
(KYAW-MYINT y Cols). Si bien esta variabilidod no se ho aclorado, e pue
de pensar si influye el hecho de haber analizado enfermos ulcerosos, en

distinta foase de evolucién.

Es de destacar que, mientros en el jugo duodenal se ho logrg/
do demostrar en todos los casos, sélo en 9 de 20 muestras de jugo qést;i
co ha sido posible detectar A-1-AT. Este es un hecho o estudior dado que,
si. bien parece demostrado que, al menos en parte, la A-1-AT del liquido /
duodenal procede de lo bilis, no se conoce, por el contrario, lo proce /
dencia de la que se detecta en jugo géstrico. En este sentido, e inten/
tando encontrar alguna caracteristico que pudiera esclarecerlo, se ha de
terminado el pH de las muestros. Es sobido que la A-1-AT se inactive o /
pH igual o inferior a 5., De aocuerdo con esto, ero previsible la presen /
cio de este enzima en el juge duodenal (pH medio: 6.98). Del mismo modo,
en laos muestras de jugo géstrico cuyo pH fué superi;r a 5 (cifro medio:
5.28) (muvestras que corfespondiun o los 5 enfermos con ulcus géstrico)se

pudo detectar A-1-AT. . No disponemos del pH de laos otras 4 muestras de /

jugo géstrico en las que se detectd, pero en la gron mayoria de las mues



- 269 -

tros de contenido géstrico, correspondientes 0 ulcerosos duodenales (pH
medio: 1,97) no fué detectoble. Por todo ello se puede pensar que, efeE/
tivamente, el pH de la muestro influye decisivamente en lo deteccién de
lo A-1-AT (LIEBERMAN) (315), que, a pH més écido, estaria degradade ( y
por lo tanto inmunoldgicamente no detectable) coso de que estuviero ppg/
sente. Esto podric ser la explicacién de lo ausencia de A-1-AT detecta /
ble en jugo géstrico, excepto, probaoblemente, en los cases eh los que /
elevaciones del pH (reflujo duodeno-géstrico, etc) permitieran su deth/
minocién, Sin embargo, no pueden descartarse otros posibles mecanismos /
dado que los muestros estudiadas corresponden o enfermos ulcerosos y no
o individuos normales. Por otra parte, quedaria por aclerar el hallazgo
(ounque solamente en 3 casos) de mayor concentracién de A-1-AT en el jg/

go gfstrico que en jugo duodenal, cuando se han estudiodo parolelamente.

En relacién con este (ltimo ospecto, est§ tombién el hecho
de la falta de correlocién entre la concentrocidén del enzima en jugo gés
trico y duodenal aunque, tal y como deciomos antes, las condiciones de /

lo enfermedad pueden influir en los resultodos.

Tampoco parece que se puedaon correlacionor los niveles de A-l-
AT sérica con las' determinaciones en el jugo géstrico o duodenal. No es
imposible que la A-1-AT, como porte de un sistemo general de inhibicién
de los proteasas, puedo actuar e dos niveles: uno, el propiomente gene /

ral (svero) y otro locol, a nivel del tubo digestivo.

En el caso ndmero i3 de jugo géstrico {(A-1-AT: 3 mg/100 ml.)
se evidenciaron dos anillos de precipitocién (Figura 24) que pusimos en
relacién con lo desnoturalizocién de la proteina por el pH Gcido del jg/

go géstrico, tol y como yo sefiolé LIEBERMAN (316).
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En relacién con los niveles de A-1-AT en jugo géstrico 7/o /
duodenal en individuos ulcerosos, observomos que en los enfermos con ul/
cus duodencl, lo concentracién de jugo géstrico es, cuando se detecta,es
casa (10,11 mg/100 ml.). No extrafia, dados los razenamientos expuettos /
previomente al comentor laos relociones con el pH. Sin emborgo, las mugg/
tras de jugo géstrico en los enfermos con Ulcero géstrice mostraros nive
les estodisticamente superiores, con significacién de la diferencis en /
contrado (Figura 29). Un motivo parc este hallazgo, siguiendo en la 1i /
nea expresada anteriormente, es el aumento del pH (reflujo, etc); el /
otro podrio ser una elevocidén local del inhibidor como respuesto ol desa
rrollo de la (lcera. Como por otra parte, en nuestros enfermos con Glce-
ra géstrico, lo concentracidn en jugo duodenal es de 14.30 mg/100 nl.(al
go inferior a la del jugo gbstrico, ounque sin diferencios signifiecotj -
vas) se puede pensar que cualquiero de los razonamientos puede ser véLi/

do.

Al onolizor los datos del jugo duodenal se debe mencionir el
hecho de que en los casos con ulcus glistrico, la concentracién de A-1-AT
es mis baja (14,30 mg/100 ml,) que si estudiamos este jugo duodena. en /
el vlcus duodenal (57.38 mg/100 ml.). No ero de esperar variaciones en
los casos de ulcus géstrico (no tiene por qué influir en lo conceniracién
del jugo duodenal) pero si observamos unao elevacién estodisticamenie sig/
nificativa, cuando analizomos el jugo duodenal en estos enfermos cen qL/

cus locolizado en el duvodeno.

Por todo ello, podemos decir que lo presencio de un ulcis en
estémago o duodeno parece coincidir con una elevocién en la concentracidn -

de A-1-AT en jugo géstrico o duodenal respectivamente. Seria un suceso /
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local a nivel de estos tramos de tubo digestive y que, dodas las propieds

des de este enzima inhibidor de proteasos, puede sugerirse que esta modi/
ficacién (elevocidn) tengo lugar o modo de resccidén o respuvesto locol, /
conducente al "control" de la dlcero y, por lo tanto, sea beneficiosc po
ra el curso evolutivo. Esta elevacién de la concentracién local de A-1-AT

pvede ir poralela o la elevacién sérico de esta proteina, observada en /

los enfermos ulcerosos. i

Bilis.- Nuestros ballazgos demuestron la presencio del inhibidor en lo bi

lis, lo que podria ser un dato o fovor de su produccibén en el higado.

Degconocemos si las concentraciones encontradas son las norma
les, dodo que la moyoric de los enfermos presentaban una colecistitis /
(motivo de elevocién de la A-1-AT sérica), De otra parte, los aumentos /
de lo A-1-AT en sangre padrign o no traducirse en olteraciones de su con

centracidn bilier,

Lo A-1-AT podrio tener interés como posible inhibidor locol
de proteasas y la vesicula bilior ser, {nicamente, una zono de almacena
miento, paro su posterior paso o dvodeno, donde podrio realizar uwno fun

cién defensivo locoal.

Existe diferencio estadisticomente significative entre la con
centracién de A-1-AT encontrado en bilis recogida directamente de vesicu
lo bilior y lo de muestros procedentes de colédoco. Este hollazgo podrio
explicarse por la diferente concentracién de sustancios entre el conteni
do vesicular y el coledociono. En este sentido, un doto o tener en cuen

to es el gron porcentaje de muestros de colédoco en las cuales no es de
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tectable, porcentaje mucho menor cuando se analizan muestras que proce /
den de vesicula biliar. Lo diferencia entre ombos procentajes es, odemds,
muy significativa, de tal monerc que se puede afirmar que no es un hollaz
go cosual, sino que lo presencic de A-1-AT en el colédoco es menos moni /
fiesta que en vesiculo biliar. Los casos en que encontromos lo A-1-AT més
elevada en colédoco que en vesicula los interpretamos como dificultad de -
concentracién de lo bilis en uno vesicula inflamada.

No disponemos de ninguna explicacién, ni tampoco hemos encon /
trodo trobojos previos en este sentido, para el hecho de lo diferencia /
gue encontramos entre lo tosa de A-1-AT en bilis de colédoco dependiendo
de que lo litiasis biliar sea de un dnico célculo grande o de vorios pe /
quefios. La cifra es superior en aquellos casos con respecto a estos, aun

que el hecho no es concluyente, dado el reducido ndmero de enfermos,

La A-1-AT, en conclusién, se encuentra en la bilis y, ol pore
cer, tras ser elaborada en el higado, es conducida por vias biliares o /
dvodeno, donde puede actuar como sistemo defensivo locol bosado en su /
funcién de inhibicién de enzimos proteoliticos. Se podria suponer que lo
moyor o menor concentracidén en bilis pudiero condicionar un mejor o peor

sistema defensivo a ese nivel ,
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7.7. LOS INHIBIDORES DE PROTEASAS EN LOS TUMORES EXPERIMENTALES

Hemos utilizado como tumor experimental el céncer ascitico de
Ehrlich (CAE), inoculodo al ratén albina Swiss, de unos 3 meses de edod,
hembras, con peso que oscilabo entre 20 y 30 g. En este tumor experimen
tal, se ha conseguido que el peso del tumor, el volumen de lo ascitis ty
moral y lo celularidod de la mismo, se correlacionen pe}fectumente (Figg
ras 45 y 46) por lo que cuclquiera de ellos, puede ser un parémetro de de

sarrollo del tumor.

Hemos correlacionodo el T.I.C. (capacidad de inhibicién de lo
tripsino) en suero y liquido ascitico con el grado de extensidn tumoral
que se voloré en funcidn del peso del tumor y de la celuloridad de lo as

citis.,

Si lo inoculacidn se lleva a cabo con técnice correcto, el cre
cimiento tumoral es exclusivamente liquido. En nuestra serie no hemos tg/

nido en ningdn casao, crecimiento sélido intraabdominal,

Lo extroccién de sangre no es fécil ya que hay que realizar
puncién intracardioca pora cbtener la contidad necesaria, con lo gque la
mortolidod es muy gronde. Sin emborgo, esto sdlo ha planteado problemas
en los controles y no en los grupos de animales inoculados yo que habio
que sacrificorlos a continuacién. En el dic 122 y 159 leo extraccidén de
songre es relativamente sencilla y suelen sufrir menos complicaciones,/

debido o que existe uno hipervolemia.

En el grupo control, no se modificd el peso desde el comienzo
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del ensoyo hosta el final (Figura 32). En el resto de los grupos de oni-
males inoculados, evoluciond el peso paralelamente gl desarrollo del tu-
mor (liquido ascitico + células tumorales) con coeficientes de correla /
cién de 0.99 en ambos casos (Figuros 45 y 46). La evolucidén del peso del
tumor en los animoles cancerosos (Figurc 39) fué lo esperodo para esta /

cepa y en estas circunstancias,

El T.I.C. no se modificé tampoco en el grupo control con ino-
culacién ficticio (Figura 33), pero si lo hizo el T.1.C. del svero en /
los distintos grupos, produciéndose uno elevocién.muy marcada en el 7¢ /
dio; es decir, lo elevacién de lao copacidod de inhibicién de lo tripsina
es precoz y e;té en relacién con el peso del tumor (Figuro 47) y con la/
celularidad del:liquido oscitico (Figura 48). La elevacién més marcado /
del T.I.C. sérico no produce en los primeros dias (Tabla 33) si bien si/

gue aumentando en los primeros dias, aunque en menor proporcién.

£n contraposicion, el T.I.C. en liquido ascitico evoluvciond/
m&s linealmente (Figuro 34) y se mantiene un incremento més constante y

significotivo o lo largo de todos los dias que dura el ensayo (Tabla 38).

Aunque las elevaciones del T.I.C. sérico son més precoces, ol
canzondose casi una meseta o nivel dél 92 die, que el T.I.C. en liquido
el cual vo oumentando poulativomente de uno forma constante, existe muy

buena correlacion entre los aoumentos en sangre y en liquido (Figura 43),

Lo evolucion del volumen de liquido oscitico (Figure 42) es /
parolelo o lo del peso del tumor (Figuro 46) y lo del T.I.C. enh liquido

ascitico (Figura 44) es porolele o ambos.
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4
Una vez demostrado que el T.I.C. serico se correlaciona bien
(r= 0.92) con un dato de extension tumoral como es el peso del tumor y /
que, a su vez, el T.I.C. del liquido ascitico tombien se correlaciona /
con el peso tumoral, pédemos deducir que la actividad inhibidoro de lo /
tripsina, en el suero, estd en funcidn del peso del tumor, esto es, esté
en relocidn con el desorrolle tumoral (aumenta el T.I.C. o medida que pro

gresa el tumor).

Pero este pardmetro no es suticiente, porque el liquido osci/
tico y, concretamente el peso del tumor, no puede ser s8lo el indicador
de la extensién o progresidén tumoral, Por eso nos resulto més exocto lo
determinacién de lo celuloridad del liquido , lo cval ser§ también un pa
rémetro de referencio paro evoluor la mosa tumoral, Asi, medimos la cely
laridad, cuyo evolucidén se puede observar en las Figuros 40 y 41. Lo cely
laridod aumento bruscamente al comienzo del ensoyo {se "dispara” ontes /

del dia 72), trayectorie parecida a la evolucién del T.I.C. sérico.

Por eso pensamos que el T.I.C. sérico estd ton relacionado /
con el grado de celuloridad del tumor CAE como el T.I.C. del liquido as
citico lo esté con el peso del tumor y, por este motivo, con el volumen
del mismo. Ademds de todo esto, existe correlocién froncumente positive
entre el T.I.C. en svero y en liquido y los dotos de extensidn tumoral:

peso del tumor y celularidod del liquido oscitico por CAE.

Hoy gue diferenciar le concentrocién celulor en liquido asci
tico y lo celuloridad total del mismo, en funcién del volumen del liqui
do (células/ml. x ml, de oscitis). En este sentido, si bien el T.1.C. /

sérico estd iguolmente relacionado con ambos pardmetros {r= 0.92) (Figg
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ras 48 y 51), el T.I.C. del liquido ascitico guorda mejor correlaciin con
la celularidad totel (r= 0.92) (Figura 50) que con lo concentracién celu/

lar (r= 0.70) (Figura 52).

Ademés, podemos valorar la copacidad de inhibicién de lo trip
sina de lo totalidod del liquido ascitico (T.I.C. en mg/ml. x ml. de 1i/
quido); este T.I1.C. total del liquidoc oscitico esté en estrecho correla /
cién con el nimero total de células en lo cavidad peritonecl (Figurm 53)

més que con la concentracién de células en ascitis (Figuro 54),

Un indice arbitrario, pero 0til, ha sido el considerar 1y co
pacidad de inhibicién de la tripsina de lo totalidod del liquido osciti
co sumoda o la de la totalidad del sverc (T.I.C. en "fase liquido"), /
que estd perfectamente correlacionada con el nimero total de célules /
del tumor. Este, quizds, seo uno de los hechos més demostrativos de que
el T.I.C. del organismo se modifico paralelamente al nimero totol d= cé

lulos tumorales (masa tumoral) (Figuro 55).

Hemos constatado que el T.I.C. en suvero y liguido oscitizo se
modifico de forma porolela y, todo ello, ‘en relocién con la extensiin tu
moral. Ello quiere decir que lo elevacién de los inhibidores de protea /
sos en el organismo es secundario a la presencia del tumor y que es pro
porcionol ol desarrollo del mismo. Es, por tonto, un indice de progre /
sién del tumor y es un indice de masa tumoral. Si consideramos el T.I.C.
como un fiel reflejo de la A-1-AT y viceversa, hemos de deducir que la
A-l-ATrse eleva una vez que se ha instaurado el tumor, ya sea como ‘eac
cién orgénica (LIEBERMAN} (325) o como consecuencio de lo producciés /

por el propio tumor, como recientemente ha sefalodo TURNER( 1980) (197).
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No existe diferencia estodisticamente significotivo entre los volores
de alfa-l-antitripsina sérico encontrados en individuos normales de /
uno y otro sexo (cifro media de los hombres: 383,43 mg/100 ml.; muje

res: 386.85 mg/100 ml.) ni tampoco en los enfermos tumorales (hombr%s:

814.22 mg/100 ml.; mujeres: 720.93 mg/100 ml.).

No hemos encontrado diferencia estodisticamente significativa en la
concentracidn de alfo-l-ontitripsina sérico con respecto o la edad.
Resaltomos este hecho dado que los enfermos con céncer tienen edad /

avanzoda,

Lo actividad basol de olfo-l-antitripsino sérica en unos muestros (ci
fra media: 357.35 + 48.58 mg/100 ml.) no se modificu por conservacién
del suero duronte unc semonc o temperaturo ambiente (cifra medis:
370.2 + 53.23 mg/100 ml.) & a 092 C (cifro media: 347.6 + 69,93 my/
100 ml.).

La cuantificacién de lao alfa-l-antitripsinc sérica es (til para dii/
criminar los diferentes grupos entre un total de 409 individuos estu
diados de monero prospectiva (152 concerosos, 109 normales y 148 no

tumorales),

La cifra media de alfo-l-antitripsino séricao en los 152 enfermos tg/
morales, con verificocidn histolégica del diagndstico, que no habian
recibido ningdn tipo de trotomiento médice, quirdrgico o rodioterépi
co, fué 722.55 + 360.99 mg/100 ml. Existe una diferencio estadis:ica

mente significativa entre estos enfermos y los individuos no tumera /
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les: normales y otras enfermedades (cifra media: 439.15 + 146.31 mg/
100 ml.) siendo el valor de p< 0.0005.

Si comporamos los enfermos tumorales (cifro media: 722.55 + 360.99
mg/100 ml.) con los individuos normoles {cifro media: 384.50 & 96.25
mg/100 ml.) existe una diferencia estadisticaomente muy significativa

(p ¢0.0005), lo cucl nos permite ofirmar que los valores de alfa-1-

" antitripsina en enfermos concerosos difieren notoriamente de los ci

fros encontrodos en personas normoles.

Con respecto a otros enfermedades, tienen uno cifro medio global de
479.19 + 163.76 mg/100 ml. que difiere de un modo significative /
(p¢ 0.0005) de los cifras encontradas en los tumorales y en los normg
les, lo que quiere decir que la ulfo-l-nptitripsinu se eleva en otras
enfermedades, pero suv elevacidn es siempre inferior o aquella que su

cede en los enfermos tumorales.

Si consideramos otras enfermedades no tumorales, hay algunos como la

bronconeumopatio crénica obstructive (cifre medio: 380.87 + 94.05 mg/

100 ml.) y las hepatopatias crdnicas difusas (cifra media: 393.2 + /
137.63 mg/100 ml.) en los cuoles no se modifica lo alfo-l-ontitripsi
no s€rice en comparacidn con los normales; y otras enfermedades en

las que s{ se eleva, tales como: mostopetias fibroquistices (cifra /
media: 561.7 + 88.86 mg/100 ml.; p<0.0005); uveitis (cifro media:

547.89 + 147.84 mg/100 ml.; p<0.0005); vlcus gostrodvodenal (cifro
medio: 473.71 + 185.94 mg/100 ml.; p£0.0005); y colelitiasis (cifra
medio: 470.61+155.49 mg/100 ml.; p&0.0005). A pesor de ello, sus me
dios, individualizadas o en grupo, difieren de la medio obtenida pa

ro los enfermos tumorales.
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Si tenemos en cuenta lo localizacidn onatomo-clinica del tumor, se /
obtienen valores que, individualizodos, difieren de un modo signifi
cotivo de los vaolores normoles y de los encontrodos en los indivi /

dvos con otras enfermedades.

Asimismo, laos diferencias entre enfermos con tumores de una determina
do localizacidn anatomo-clinico y enfermos con procesos no tumorales
de la misma localizacidn, permiten afirmar lo siguiente:

@) el céncer de pulmén (cifro media: 605,27 + 202.68 mg/100 ml) di /
fiere de los bronconeumopatias c;énicas (cifra media: 380.87 +
94.05 mg/100 ml.) con p €0.0005.

b) El céncer de estdmago (cifra medio: 873.2 + 499.17 mg/100 ml.) di
fiere de lo Glcera géstrico (cifra media: 468.53 + 164.31 mg/100
ml) con p<0.01, lo cual puede ser de utilidad en el diogndstico
diferencial,

¢) En la moma, los valores encontrodos en el clncer (cifro media:
633.73 + 293.13 mg/100 ml.) y en las displasias mamorias (cifro
media: 561.7 + 88.86 mg/100 ml.) no difieren estadisticamente de
modo significativo, por lo que no es de utilidad o este fin pare

el diognéstico diferenciol,

Si clasificamos los tumores segin su extensidn, en locales, regiona
les y generolizados, observamos que en los tumores que estén genero
lizados se abtienen valores de alfa-l-ontitripsinc sérico (cifra me
dio: 848,51 + 396.14 mg/100 ml.) estadisticomente muy superiores y

significativamente diferentes de los encontrados en enfermos con tg
mor localizado (cifra media: 587.45 + 251,12 mg/100 ml.) con un va

lor de p<0.0025, & con afectocidén loco-regionol (cifro medio: 650.9

[

+ 280.51 mg/100 ml.) con un valor de p<(0.005. Ademfs , siempre exis
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te diferencia estadisticomente significotiva entre estadios locales de
enfermedod cancerosa y los cifras encontrados en la poblacién normal
(p<0.0005) o en los individuos con ottas enfermedades (p <0.0005). /
En este sentido, lo olfo-l-ontitripsino se puede considerar como un /
marcador bioldgico, incluso en estodio; locales de tumor y como un /
buen indice de progresién y diseminacidn tumoral. v

Lo actividod alfo-l-ontitripsino del svero de enfermos tumorales, dis
minuye por incubocidn con la tripsino (p<0.0005) en comparacién con
los controles incubados con suvero fisioldgico. La alfo-l-ontitripsina
se "pierde"” o "inactiva" ol ser incubado el suero con tripsino, des /
cendiendo lo cifra de 743,5 + 151,09 mgr/100 ml & 294,6 + 140,90 /
mgr/100 ml, siendo lo variocién estodisiicomente_significativo, lo que
quiere decir que lao alfa-l-antitripsina en el sueroc de enfermos cance

rosos es biolégicamente activa.

Hemos encontrado valores normales de alfa-l-antitripsino en indivi /
duos tumorales con test de Mokari negativo (inmunodeprim;dos). Dichos
valores no diferion de los encontrodos en individuos no tumoroles
(452,44 + 102,13 mgr/100 ml y 498,5 + 87,22 mgr/100 ml, respectivomen
te). Los individuos tumoroles‘inmunocompetentes tienen valores signi-
ficativamente més altos de alfo-l-ontitripsino sérica que los inmuno-
deprimidos (718,0 + 136,17 mgt/lOO ml y 452,44 + 102,13 mgr/100 ml,
respectivomente) (p< 0.0005). Todo elio, a pesar de que, segin otros

avtores, la olfo-l-antitripsino se comporto como inmunodepresora,

Se considera que la alfo-l-antitripsina es el principal componente /

de laos alfa-l-globulinas. Sin embargo, no hemos encontrodo correla /
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cién en los aumentos de estos dos pardmetros en lo poblacién timoral,
si bien, en estos individuos, lo alfa-l-globulina esté elevada ce un

modo significative (p<0.025).

Lo clfo-2-macroglobulina, que es otro inhibidor de proteasos, nc se

encuentra elevado de formo significotiva en los enfermos tumorales /
(cifro media: 323,15 + 120,87 mgr/100 ml) con respecto a los nomales
(cifra media: 295 + 93,41 mgr/lOO ml), pero encontromos una elevocién
significutivo en casos de uveitis (cifra media: 340,72 + 108,50 ngx/
100 ml) con un valor de p< 0.05, No existe correlacién entre las con-
centraciones séricos de estos dos inhibidores (elfo-l-ontitripsino y

olfo-2-macroglobulina).

Las intervenciones quirﬁrgicus modificon los valores de alfo-l-amti-
tripsine sérica, elevéndolos de un modo significative (p< 0.0005) /
desde el preoperatorio (cifra media: 436,61 + 198,42 mgr/100 ml) has
te el tercer dia (cifro media: 778,20 + 252,21 mgr/100 ml) y séptimo
dia del postoperatorio (cifrc medio: 722,82 + 229;89 mgr/100 ml). La
elevacidén postoperatoria es mucho mfs manifiesta en las jintervercio-
nes introobdominales que en las extroabdominales (p<0.0005). Por es
ta razdén, hoy que evitar introducir este factor de error parc volo /

rar lo olfu-l-oﬁtitripsinu.

Hemos comprobado la presencio de alfo-l-antitripsina en bilis (no /
descrito previamente) procedente de vesicula biliar y de colédocs. /
Teniendo en cuente la funcidén de lo vesiculo bilior, en lo misma se
encontraba una concentracién (cifro media: 65,86 mgr/100 ml) unas 5

veces superior que en colédoco {cifro media: 12,62 mgr/100 ml).
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De nuestra fase experimental con el céncer ascitico de Ehrlich, pode-
mos concluir que lo copaciduod de inhibicién de lo tripsino del svero

del onimal de experimentacién, se eleve en funcién del incremento /
del peso propio del tumor (r = 0.92), del volumen de la oscitis tumo-

ral (r = 0.90) y de lo celuloridod de ésto (r = 0.92).

Si tenemos en cuento lo celuloridod total del liquido oscitico tumo /
ral (células/ml x volumen de ascitis) en el onimal de experimentocidn
con céncer ascitico de Ehrlich, ol 72, 92, 129 y 152 dia de evolucién,
existe correlacidn entre esta celularidad y lo cantided total de lo /
copocidod de inhibicién de lo tripsina del svero (r = 0.92); por lo /
tonto, lo actjividod ontitripsico del suvero es un buen indice de mosa
tumoral,
v

Asumiendo que lo alfo-l-ontitripsina es producida en el higado y se /
pierde hocic lo covidad peritoneol como consecuencia de lo reoccién /
inflamatoria originada por el tumor ascitico, alcanza en esta cavidad
una concentracién que es proporcional al nimero de células tumoroles

contenidas en lo mismo (r = 0.95).

Lo capociqfd total de inhibicidn de lo tripsino en el onimal de expe-
rimentacidn, suma del T,I.C. total en songre y en liquido ascitico /
(ambos en funcién de su volumen respective) guardo estrecha correlg /
cidn con el nOmero total de células del liquido ascitico tumoral (r =
0.98). Por lo tonto, este T.1.C. total en "fase liquida" del animal,

probablemente es proporcionecl o lo moso del tumor.
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22.- Existe correlocién entre T.I.C. sérico y T.1.C. en liquido oscitico /
tumoral del onimol con céncer ascitico de Ehrlich (r = 0.89). Ambos /
parémetros pueden ser considerados como indice de masa y de progre /
sién del tumor, siendo proporcionales al peso del tumor (r = 0.92) y.

a la celularidad del mismo (r = 0.92).
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