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INTRODUCCION

1. Enzimas y Cédncer

Desde hace ya muchos afios numerosos investigadores es-
tdn estudiando la enzimologia de los tumores malignos. Dichos
investigadores han adecuadc el enfogue y la metodologia emplea
da de acuerdo con los distintos objetivos que han estimulado el
estudio de las enzimas en el cdncer.

Ademds de los trabajos de cardcter bédsico, que han apun
tado a conocer mejor la maquinaria bioquimica y el metabolismo
de la célula maligna, la mayoria de las investigaciones se han
orientado fundamentalmente hacia:

a) Encontrar las enzimas "clave" del metabolismo de 1la
célula tumoral de forma tal de ubicar a los principales "blan-
cos" que deberia tener un tratamiento quimioterdpico para ser
efectivo.

b) Detectar la aparicidn de cambios cualitatives y/o
cuentitatives er la nacuiraria enzimdtica de la célula maligna
respecto de la célula normal correspondiente que puedan ser
Gtiles para el desarrollo de técnicas de diagndstico y segui-
miento de los pacientes con cdncer. Estos estudios involucran,
por lo tanto, no sdlo el andlisis de las enzirmas en el tejido

tumoral sino también en los fluidos orgdnicos de los pacientes.



c) Utilizacidn de los cambios cualitativos y/o cuanti-
tativos seflalados en b) para el desarrollo de factores pronds-
tico en pacientes con distintos tipos de cdancer.

d) Comparacidén de la maquinaria bioquimica de los tumo
res primarios y sus respectivas metdstasis. Esto tiene gran
importancia tanto en el estudio del origen clonal de las metds
tasis como en el andlisis de los mecanismos de resistencia al
tratamiento con quimioterdpicos.

Si bien han sido ingentes los esfuerzos desplegados en
estas investigaciones y hoy contamos con una enorme masa de da
tos, existe todavia poca claridad en torno a los conceptos béi-
sicos de la enzimologia del cdncer (Weinhouse, 1982). Esto se
debe en parte a que por lo general es muy dificil conseguir
muestras adecuadas en cantidad suficiente, sobre todo en lo que
respecta a ciertos tejidos normales con los gue se compara a los
tumorales. Por otro lado, la mayorfa de las muestras obtenidas
de lcs tumores primarics son heterogéneas, incluyendo las mismas,
ademds de células tumorales, células ncrmales, wmaterial necrdti-
co, grasa, etc. (Shonk y Boxer, 1967).

La utilizaciédn de tumores experimentales en animales de
laboratorio ha sido cuestionada ya que, si bien muchos de ellos
no presentan los problemas descriptos para los tumores humanos,
estd claramente demostrado que la mayorfa de los tumores experi
mentales difieren netarente desde el punto de vista metabtdélico

respecto de los tumores humanos. Sélo en algunos casos se han



encontrado semejanzas en diversos aspectos (Hilf, 1971).
Distintas teorias y esquemas han sido elaborados por
diferentes autores para dar un ordenamiento a los cambios
cuantitativos cbservadcs en las enziras del tejido malicno
respecto del normal. Los trabajos que mds claridad han trai
do en ese sentido han sido los de CG. Weber (1977a; 1977bk).
Este autor estudidé las enzimas participantes en el metabolis
mo de los nucledtidos y los hidratos de carbonoc denominando

enzimas "clave" a acuellas cue determinan la intensidad de un
camino metabdlico dado. Sus estudios se desarrollaron funda-
mentalmente en hepatoma Novikoff de ratédn pero luego su vali-
dez se extendidé al hepatoma humano y al carcinoma renal huma-
no. Weber encontrd,por un lado, una clara correlacidn entre
el aumento de la actividad de las enziras "clave" del anabolis
mo de los nuclebdtidos, el descenso de las del catabolismo de
los mismos y la velocidad del crecimiento del tumor. Por otro
lado, también encontré una buena correlacidn entre el aumento
de la actividad de las enzimas "clave" de la glicblisis, el
descensc de las de la gluconeogénesis y la velocidad del cre-
cimiento del tumor.

Weber propuso que este desbalance enzimdtico es conse-
cuencia de ls rerrcgramacién de lez exrresién genética en la cé
lula maligna y verificé que los cambios producidcs en las célu
las hepdticas tumorales definen un perfil enzimdtico global
distinto a} de la célula hepdtica fetal o de higado en regene-

racidn.



En lo que respecta a los cambios cualitativos en la ma
gquinaria enzimdtica de la célula maligna, diversos autores han
detectado el resurgimiento de formas enzimdticas (y mds en ge-
neral, de proteinas) fetales. La reaparicidn de dichas formas
enzimdticas se produce en forma simultdnea a la desaparicién de
las respectivas isoenzimes caracterf{sticas de locs tejidos dife-~
renciados (Weinhouse,1982). Este tipo de alteraciédn cualitati-
va de las enzimas de la célula tumoral se ha verificado con al-
dolasa (ALD), piruvato kinasa (PR), ldctico deshidrogenasa (LDH),
P-hexosaminidasa, hexoquinasa (HK) y ctras enzimas menos estudia
das hasta €l rcmerto (Ibsen y Fishman, 1979; Shapira, 1981;
Weinhouse, 1982).

Por shora se cree que en el fendrenc de la reapariciédn
de las isoenzimas fetales estdn involucrados mecanismos de regu
lacién de la transcripcién y también modificacicnes post-trans-
cripcionales (Shapira, 1961).

Respecto del dosaje de enzimas en los fluidos orgédnicos
de pacientes con céncer los resultados obtenidos hasta el presen
te indican que algunas enzimas pueden ser Utiles fundamentalmen-
te para el seguimiento de la enfermedad, es decir, para la detec
cidén de recidivas, metdstasis o respuesta a un determinado trata
miento. Uno de los ejemplcs ras claros en este sentido es el de
la fosfatasa acida prostdtica (FACP). En lo que hace a la utili
dad del dosaje de enzimes rora le deteccidédn precoz de la presen-
cia de tum?res,los resultados hasta el momento no han sido alen-

tadores. Esto es explicable,ya que no basta con gue una dada en



zima cambie cualitativa ¢ cuantitativamente en la célula tumo-
ral sino que es necesario que esa enzima se vuelgue a la cir-
culacidén en cantidades suficientes como para ser detectable.
Parece ser que por lo general esto ocurre cuando el tumor ha
alcanzado un tamafio que lo hace clinicamente diagnosticable.

De todos modos el desarrollo de técnicas inmunoquimicas, con
mucha mayor sensibilidad y especificidad para el dosaje de en-
zimas que las técnicas tradicionales, sigue estimulando nuevas
investigaciones. Uno de los aspectos que se tiene particular-
mente en cuenta al respecto es que la eventual utilidad de al-
guna enzima o isoenzima como marcador tumoral estd notoriamente
increrentads si lcs cambics cualitativos y/c cuantitativcs que
se detectan son espec{ficos de un determinado tipo de tumor, es
decir que dichoecambios no se presentan en otras patologfas o

en ctro tipo de tumor.

2. Enzimas y cdncer de mama primario

Los problemas reseffiadces en torro a las muestras de te-
jido maligno y normal humano respecto del andlisis y compara-
cién de sus respectivos perfiles enzimdticos estdn presentes,
con sus propias peculiaridades, en el andlisis del tejido mama-
rio. En particular es muy irportante el problema de la hetero-
geneidad de la muestra ror lo que se recomienda tormar todas las
precaucicres posibtles pera recducir dicha heterogeneidad al mini

mo (Hilf, 1973).



Tomando estas precauciones Hilf y col. (1970) fraccio-
naron una muestra de carcinoma mamario en 8 porciones y midie-
ron en cada una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), PK y
DNA. La variabilidad obtenida entre las distintes mediciones
fue aceptable dado que en ningdn caso la desviacién standard
superd el 10% del valor promedio respectivo. La variabilidad
en el tejido normal resultd algo mayor, fruto tal vez de las
bajas concentraciones presentes.

Dado gque el tejido normal mamario puede presentar en
ciertos casos menor celularidad que el tejido maligno, conte-
niendo en cambio mayor cantidad de grasa, diversos autores han
discutido en torno a cdmo expresar con fines comparativos las
actividades enzimdticas medidas en ambos tipos de tejido. Si
bien lo mé&s freéuente es encontrar a dichas actividades expre-
sadas por mg de proteina, R. Hilf (1973) ha propuesto que lo
gue mds se aproxima a una medicidn normalizada respecto al nid-
mero de células (gue es lo deseable cuando uno quiere comparar
a la célula maligna con la normal) es la expresién de las acti
vidades enzimdticas por mg de DNA. Si bien el autor admite que
la poliploidia de las células tumorales ruede introducir un fac
tor de error, estima que este error es renor que el gue se pro-
duce utilizando otras formas de expresidn.

De todos modos, con numerosas enzimas es posible con-
firmar los resultados cbtenidos con métodos bioquimicos a par-
tir de los homogenatos tisulares,utilizando técnicas histoqui-

micas. Dichas técnicas, si bien son semicuantitativas, permiten



observer directamente sobre el tejido el grado de actividad
enzimdtica en cada célula, lo cual hace posible no sélo la
comparacidén entre célula maligna y célula normal sino que
permite también tener informacidn sobre la homogeneidad en
la distribucidén de la actividad enzimdtica.

Con respecto a la utilidad de los estudios en tumores
mamarios inducidos en roedores se puede decir que se han en-
contrado notorias diferencias entre los perfiles enzimiticocs
de éstos y los de los carcincmas mamarios humanos. De todos mo
dos se han podido demostrar ciertas similitudes metab&licas en
tre el carcinoma inducido con dimetilbencilantraceno (DMBA) en
roedores y el carcinoma humano mamario (Hilf, 1971).

Hasta el presente se han publicado varios trabajos acer
ca de la medicidn de diversas enzimas en el tejido maligno huma
no y su comparacidén con los niveles de actividad que se han en-
contrado tanto en el tejido normal mamario como en el tumor be-
nignc mamario.

Si bien se han empleado técnicas diferentes que inclu-
yen distintas formas de dosaje bioquimico e histoquimico, hay
coincidencia generalizada respecto del incremento en el tejido
maligno de diversas enzimas que intervienen en el arrovechamien
to de los hidratos de carbono. Dentrc de las enzimas en las que
se verificéd incremento respecto del tejido normal se incluyen
las denominadas enzimas "clave" de Weber: G6PD, PK, fosfofructo
guinasa (PFK) y hexoquinasa (HK) (Deshpande y col., 1977; Hilf

y col., 1973; Hilf y col., 1970; Dutu y col., 1979; Livni y
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Laufer, 1975; Larner y Rutherford, 1978; Hilf, 1973; Joplin y
Jegatheesan, 1962). La dnica enzima vinculada al aprovechamien
to de los hidratos de carbono que mostrdé una disminuciédn signi-
ficativa de su actividad en el tejido maliyno fue la &-glicerofos
fato deshidrogenasa (Deshpande y col., 1977; Hilf y col, 1973).

For otro lado, las técnicas histoquimicas revelaron que
no todas las células malignas presentan el mismo grado de tin-
cidén indicando, tal vez, distintos niveles de diferenciacidén o
de actividad metabdlica (Dutu y col, 1979). Cambios similares
a los observados en el carcinoma primario se observaron también
en metdstasis ganglionares (Szutowicz y col., 1979).

Respecto de los niveles enzimdticos en tumores benignos
como la enfermedad fibroquisitca y el fibroadenoma, si bien
ciertos autores han encontrado en algunas enzimas niveles inter
medics entre el tejido normal y el carcinoma (Deshpande y col.,
1677; Szutowicz y col., 1979), predominan los resultados que no
muestran diferencias significativas entre el tejido normal y
los tumores benignos (Eilf y col, 1973; Hilf, 1973; Livni y
Laufer, 1975).

Aderds de las enzimas vinculadas al metabolismo de los
hidratos de carbono y ée diversas enzimas hidroliticas (sobre
las que se hablard en la préxima secciédr) también se han compa-
rado los niveles de glicosil transferasas y de enzimas involu-
cradas en diversos procesos anabdlicos. En particular, se han
encentrado significativos incrementos en el tejido maligno res-

pecto del normal de la actividad de sialiltransferasa (Bosmann
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y Hall, 1974), aspartatoamino-transferasa (Hilf y col., 1977) y
NADPH reductasa (Roudstaal y col., 1975a; Dutu y col, 1979).

Diversos autores han tratado de establecer si diferen-
tes caracteristicas del tumor o del paciente tienen influencia
sobre los cambios detectados en el perfil enzimdtico tumoral. En
ese sentido, no se ha encontrado correlacién con el tipo histold
gico del tumor ni con la edad del paciente (Eilf y col., 1973).
Tampoco parece haber una correlacidn clara entre el contenido de
receptores estrogénicos y los niveles enzimdticos (Hilf y col.,
1973).

Por otro lado, resultados preliminares (Savlov y col.,
1581) mostraron recientemente que pacientes que no responden a
tratamientos poliquimioterdpicos presentaban en el tumor activi
dades més bajas de LDH, G6PD y glucosafosfato isomerasa (GPI)
que las encontradas en turores de pacientes que respondian a
tratamientos similares.

Es poco lo que se conoce respecto a la reaparicidn de
enzimas fetales en el carcinoma mamario humano. Goldman y col.
(1964) encontraron aumentos de la LDH tipo M en tumores malignos
respecto de los tumores benignos, aunque no estd claro si se tra
ta de la reaparicidédn de una enzima fetal. En tumores mamarios
de rata, por otro lado, se ha informado de la reaparicidén de glu
taminasa tipo K, carbamilfosfato sintetasa tipo II y HK tipo III
(Ibsen y Fishman, 1979).

Hasta el momento no se ha encontrado ninguna enzima cuya

presencia en la sangre pueda ser Gtil para el diagndsticc del
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cdncer primario de mama. Incluso enzimas que estdn aumentadas
en el tejido tumoral mamario como la sialiltransferasa presen-
tan niveles séricos en los pacientes que no son significativa-
mente mds altos que en los normales (Ip y Thomas, 1978; Lee y

col., 1960).

3. Fosfatasas 4cidas humanas, sus caracteristicas

Con el nombre de fosfatasas dcidas (FAC) (EC 3.1.3.2.)
se designa a un conjunto de enzimas que se caracterizan por hi-
drolizar una gran variedad de ésteres fosfdéricos a pH &dcido.

Si bien se han publicado una gran cantidad de trabajos
acerca de los distintos tipos de FAC, hasta el momento no exis-
te una clasificaciédn de las mismas que cuente con un consenso
generalizado. Esto se puede deber, en parte, a que por lo gene
ral no se conocen los sustratos fisioldgicos sobre los que ac-
tdan dichas enzimas, y a que, por otro lado, se sabe poco acer-
ca de la estructura de las mismas asi como de los locus genéti-
cos de lcs cuales provienen.

A falta de criterios mejores Sensabaugh (1975) propuso
una clasificacidén de las FAC humanas en base a los pesos molecu
lares (PM). En funcién de los mismos dividié a las FAC en 4 gru
pos. En el primer grupo incluydé a las de PM mayor que 200.000,
en el segundo a las de PM entre 80.000 y 180.000, en el tercero
a las de Py entre 30.000 y 60.000 y en el cuarto a las de PM en

tre 13.000 y 18.000.
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Las FAC que tienen mayor importancia desde el punto de
vista clinico estdn ubicadas en el segundo y tercer grupo.

Li y col. (19702) desarrollaron un sistema que, utili-
zando electroforesis en geles de poliacrilamida a pH &cido,
permite clasificar a las FAC del segundo y tercer grupo en 5 ti
pos, denominados de acuerdo con su movilidad creciente hacia el
cdtodo como tipo 1, 2, 3, 4 y 5. Para el desarrollo de este tra
bajo se ha utilizado bdsicamente este sistema ya que se ha veri-
ficado que es el mds adecuado para estudios orientados hacia la
utilidad clinica de las FAC. Corresponde también sefalar que es
te sistema funciona en forma similar si en lugar de geles de po-
liacrilamida se usan geles de acetato de celulosa (Lafuente y
col., 1979).

Las FAC tipo 1, 2, 3 y 4 corresponden al segundo grupo
de la clasificacién de Sensabaugh y la tipo 5 corresponde al
tercer grupo.

La FAC tipo 2, mds conocida como FACP, es la que ha si-
do mids ampliamente estudiada dada su utilidad para el diagndsti
co y seguimiento de pacientes con cdncer prostdtico.

Se encuentra fundamentalmente en prdéstata y plasna semi
nal, aunque también estd presente en pequefias cantidades en neu
tréfilos (Li y col., 1970a; Li y col. 1970b), monocitos (Li y
col., 1973), pdncreas y bazo (Lam y col., 1973)., Se ha verifi-
cado que se trata de una glicoproteina con una cantidad varia-
ble de grupos de dcido sidlico. Esto se manifiesta en que pre-

senta una banda ancha en corridas electroforéticas y en gque, al
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someterla a isocelectroenfoque, se separa en varias bandas las
cuales desaparecen si se preincuba a la enzima con neuraminida
sa (Ostrowski y col., 1970). Su FM estd entre 87.000 y 100.000D
seglin distintos autores, correspondiendo aproximadamente el 8%
del mismo a hidratos de carbono (Li y col, 1970b; Derechin y col.
1971; Lam y col., 1973). Se ha comprobado ademds gque estd com-
puesta por 2 subunidades iguales (Derechin y col., 1971).

Esta enzima posee poca especificidad respecto del sustra
to ya que hidroliza una gran variedad de ésteres monofosféricos:
p-nitrofenilfosfato, (PNFF),& -naftilfosfato («—NF),/G-naftilfoi
fato (ﬂ-NF), 3 -9licerofosfato q@—GF), timolftaleinfosfato (TFF),
adenosina-3'-monofosfato (AMP) y naftol ASBI-fosfato (ASBI-F).
Por otro lado la FACP no hidroliza o hidroliza muy poco pirofos-
fatos como adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP)
y pirofosfato inorgdnico (PPi) y azlcares fosfato como glucosa-
1-fosfato (G1F), glucosa-6-fosfato (G6F) y fructosa-1, 2-difosfa
to (Kilsheimer y Axelrod, 1957; Srmith y Whitby, 1968; Li y col.,
1970b; Lam y col., 1973; Saini y Van Etten, 1978a). Un aspecto
que parece diferenciar a este tipo de FAC de los otros es que
hidroliza colina fosfato (CF) (Seligman y col., 1975; Saini y
Van Etten, 1978a), compuesto que abunda en el plasma seminal
(Lundquist, 1947).

Se ha observado también que esta enzima es fuertemente
inhibida por (+) tartrato, fluoruro, fosfato, arsenato, vanadato

y molibdato en tanto que es poco afectada por formaldehido 1%
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(Smith y Whitby, 1968; Li y col., 1970b; Lam y col., 1973).

Derechin y col., (1971) verificaron,por otra parte,que
la FACP tiende a disociarse y agregarse simultiéneamente a pH
muy &cidos o muy bdsicos observdndose que es mayor la tendencia
a la agregacidén al aumentar la fuerza idnica.

Otra cardcteristica de la FACP consiste en ser constan-
temente secretada desde las células de la prétasta hacia el fluf
do prostdtico, cosa que se evidencia a través de la presencia en
dichas células de numerosas vacuolas secretorias con gran canti-
dad de FACP. Este proceso secretorio estarf{a regulado por andré
genos (Hoffman y Dipietro, 1972; Choe y col., 1980).

La FAC tipo 4 fue encontrada en préstata (aunque en mu-
cho menor proporcidén que la 2), neutréfilos, monocitos, bazo,
hueso y piel (Li y col., 1970a; Li y col. 1970b; Heyden y col.,
1977; Lam y col., 1982a). Su PM es de 90.000 D (Axline, 1968)

Yy no posee grupos glicosidicos en su molécula,presentando una
banda bien definida en electroforesis en gel de policrilamida
(Lam y col., 1980b).

Existen escasos conocimientos acerca de las propiedades
enzimdticas de la FAC tipo 4. Se sabe que hidroliza bien PNFF,
&~-NF, y TFF y que es inhibida por (+) tartrato (Li y col. 1970b;
Lam y col., 1973). Por otro lado se ha verificado que es anti-
génicamente similar a la FAC tipo 2 ya qgue reacciona ccn antisue
ros preparados contra la misma. Esto se ha observado tanto me-

diante radioinmunoensayo (RIE) (Lam y col., 1979) como inmunodi-
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fusidén (Lam y col., 1980b). Ademds, cuando se trata a la FAC
tipo 2 con neuraminidasa y se la somete a electroforesis en gel
de poliacrilamida la movilidad de la enzima se acerca a la de la
FAC tipo 4 aunque no llega a alcanzarla. Corresponde aclarar

que con la neuraminidass no se logra eliminar a todos los grupos
glicosidicos, cosa que se comprueba al presentar todavia la FAC
tratada con neuraminidasa tincién positiva para grupos glicosidi
cos. Por todo lo descripto se ha sugerido gque la FAC tipo 2 se-
rfa el resultado de la glicosilacidén de la FAC tipo 4 (Lam y col.,
1980b) .

La FAC tipo 3 se encuentra en casi todos los tejidos, es
la FAC tipicamente lisosomal (Lam y col., 1973; Lam y col., 1982a).

Entre las células de la sangre, los linfocitos y las pla-
gquetas son especialmente abundantes en esta enzima, en cambio los
neutrdéfilos y los monocitos casi no la poseen (Li y col., 1970b).

Pistintos autores han a2signado a la FAC tipo 3 un PM que
oscila entre 93.000 y 105.000 D, presentando 2 subunidades igua-
les de PM entre 50.000 y 52.000 D (Dipietro y Zengerle, 1967; Li
y col., 1970b; Saini y Van Etten, 1978b).

En general su comportamiento respecto a los distintos sus
tratos es simrilar al de la FAC tipo 2 y lo mismo ocurre respecto
del efecto inhibitorio de diferentes compuestos. La diferencia
mds notable con respecto a la FAC tipo 2 es la incapacidad de la
3 para hidrolizar CF (Saini y Van Etten, 1978b). Por otro lado,

parece tener mayor cantidad de grupos glicosidicos que aquélla
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(Saini y Van Etten, 1978a). Un aspecto importante para destacar
es que la FAC tipo 3 es antigénicamente distinta a la tipo 2 da-
do que no reacciora contra antisueros preparados contra dicha en
zima (Lam y col., 1979; Choe y col., 1980; Shaw y col., 1982).

Acerca de la FAC tipo 1 se han hecho pocos estudios aun-
que parece estar presente en la mayorfa de los tejidos (Lam y
col., 1973). Se la ha descripto unida a membranas microsomales
y lisosomales (Tunis y col., 1973; Lam y col., 1976; Lam y col.,
1982a) y sdlo aparece en el citosol si previo a la centrifuga-
cién del homogenato tisular se trata al mismo con alta concentra
cidn de detergente (el Tritdén X-100 parece ser el mis efectivo)
(Lillehoj y col., 1982; Lam y col., 1982a). Su PM se estimdé en
180.000 D estando compuesta por 2 subunidades de 67.000 y 111,000 D,
ambas unidas a cadenas glicosilicas (Tunis y col., 1973). Las
propiedades enzimdticas que se han estudiado de la FAC tipo 1 nos
muestran un comportamiento similar al de la FAC tipo 3 (Li y col.,
1970b; Robinson y Glew, 1980Db).

La FAC tipo 5 tiene propiedades notoriamente distintas a
las 4 primeras. Su PM hLa sido estimado en 30.000 D por distintos
autores (Lam y col., 1981; Robinson y Glew, 1980a). Se la ha en-
contrado en osteoclastos, en células "vellosas" de leucemia reti-
culcendotelial (LRE) y en bazo de pacientes con enfermedad de
Gaucher (Li y col., 1970b; Anderson y Toverud, 1979; Vaes, 1968;
Lam y col., 1982a). También estd presente en suero y mds adelan

te analizaremcs las circunstancias que pueden determinar un incre
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mento de esta forma de FAC en el mismo.

Intracelularmente parece ubicarse tanto en los lisoso-
mas como en el reticulo endorlasmidtico (Katayama y col., 1972;
Vreven y col., 1973; Lam y col., 1976).

Una de las caracteristicas de esta FAC que la diferen-
cia de las del 22 grupo cde Sensabaugh es su resistencia a la in
hibicidén con (+) tartrato (Li y col 1970b; Sensabaugh, 1975).
Por otro lado, al igual que las FAC de dicho grupo, la tipo 5 es
inhibible por fluoruro y molibdato y es resistente al formalde-
hido 1% (Li col., 1970b; Lam y Yam, 1977).

Otro aspecto que distingue a esta enzima de las del 2¢
grupo es que no hidroliza ésteres de alcoholes alifdticos como
el P—GF y si lo hace en cambio con nucledsicos difosfatos y nu-
cledsidos trifosfatos y ciertas fosfoproteinas (Lam y col., 1977;
Lam y Yam, 1977). En este sentido se pareceria a otras pirofos-
fatasas aisladas de E. Coli y levaduras, aunque se diferencia de
las mismas por otras propiedades (Lam y Yam, 1977). Esta enzima,
ademds, es activa respectc de PNFF, TFF, fenilfosfato (FF), & -NF
y/S—NF y es inactiva respecto de AMP (Hoffman y Dipietro, 1972;
Lam y col., 1977; Lam y col., 1980a).

Desde el punto de vista antigénico la FAC tipo 5 es dis-
tinta a la tipo 2, y antisueros de ambas enzimas no reaccionan
en forma cruzada con la otra (Lam y ccl., 196Cb; Shaw y col.,
1982).

La.FAC tipo 5 se ha podido serarar mediante electrofore-
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sis en geles ce pcliacrilamida en 2 subtipos denominados 5a y

5b (Lam y col., 1978b). El1 subtipo b es el gue estd en osteo-
clastos y en células "vellosas" de LRE (Lam y col., 1982a) en
tanto que el subtipo a es el que predomina en el bazo de pa-
cientes con enfermedad de Gezvcher (Lam y col., 1981). Se ha
verificado que ambas enzimas tienen PM parecido y que son anti-
génicamente similares dado que reaccionan en forma cruzada con
sus respectivos antisuveros (Lam y col., 198Ca). También poseen,
con algunas pocas excepciones, propiedades bioquimicas simila-
res. Al tratar a la 5a con neuraminidasa ésta pasa a tener la
misma electromovilidad que la 5b. En cambio la 5b no altera su
electromovilidad a2l ser tratada con neuraminidasa. Esto ha 1lle
vado a proponer que la FAC 5a seria producto de la glicosilacién
de la 5b (Lam y col., 1981).

Las FAC incluidas en el 42 grupo de la clasificacién de Sensabaugh
(PM entre 13.000 y 18.000 D) fueron conocidas en un principio co
mo FAC eritrocitarias aunque luego se demostrd la presencia en
otros tejides humanos de FAC con propiedades similares a las eri
trocitarias (Sensabaugh, 1975).

Estas FAC, que son fundamentalmente citcplasmdticas (Avi-
la y Convit, 1973; Sensabaugh, 1975),tienen una mayor especifici
dad de sustrato que las otras. No hidrolizan &-NF, p-GF, CF y
TFF entre otros y hasta el momento el dnico sustrato fisiolégico
respecto del cual se demostrdé que son activas es el flavin mono-

nucleétido_(Sensabaugh, 1975). En placenta se vio gue hidrolizan
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estradiol fosfato (Dipietro, 1968; Dipietro, 1971) aunque no se

ha demostrado la existencia de tal sustrato en dicho tejido.

Estas FAC hidrolizan también otros sustratos no naturales como
PNFF, p—NF y FF (Avila y Convit, 1973; Taga y Van Etten, 1982).

No son inhibibles por (+) tartrato, fluoruro, molibdato y etanol
10% mientras que son fuertemente afectadas por formaldehido 1%

Yy compuestos que se caracterizan por reaccionar con grupos sulfhi
drilicos (p-cloromercuribenzoato, iones de metales pesados, N—etil
maleimida, iodoacetato, etc.) (Dipietro, 1971; Sensabaugh, 1975;
Avila y Convit, 1973; Taga y Van Etten, 1982). FPor otro lado,

son estimuladas por 6-metiladenina y otras purinas (Dipietro, 1971;
Sensabaugh, 1975).

En eritrocitos se ha verificado que estas FAC presentan
pclimorfismo genéticamente determinado (Swallow y col., 1973).

Desde el punto de vista antigénico es importante mencio-
nar que no presentan reaccién cruzada contra antisueros anti-FACP
(Shaw y col., 1982).

Acerca de las FAC del 12 grupo (FM mayor que 200.000 D)
se conoce muy poco. Se las ha encontracdo en diversos tejidos hu
manos (Dipietro y Zengerle, 1967; Rehkop y Var Etten, 1975;
Sensabaugh, 1975) pero todav{a no estd claramente establecido si
se trata de a2gregados de FAC de PM menores. La que se encontré
en placenta, sin embargo, es inhibida s8lo un 50% por concentra-
cicnes de (+) tartrato y fluoruro que inhiben casi un 100% a las

FAC del 29 y 3¢ grupo. Por otro lado, su afinidad por distintos
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sustratos parece ser similar a las de las FAC de dichos grupos
(Dipietro y Zengerle, 1967).

Investigaciones efectuadas con las FAC tipo 2 (de prés-
tata) y tipo 3 (de higado) han indicado un mecanismo de accién
similar para ambas enzimas. De acuerdo con el mecanismo pro-
puesto, el fosfato del sustrato se unirfa a un residuo histiad{-
nico de la enzima formando un enlace covalente y provocando asf{
la separacidén del fosfato de la molécula del sustrato. La pos-
terior etapa de la reaccidén serfa la desfosforilacidén de la fos
foril enzima intermediaria (Hickey y Van Etten, 1972; Van Etten
y col., 1974; Mc Tigue y Van Etten, 1978; Van Etten, 1982). Te
niendo en cuenta este mecanismo se ha sugerido gue compuestos
como (+) tartrato, molibdato y vanadato actuarian como inhibidg
res competitivos de estas enzimas porque forman estructuras ané
logas a las del estado de transiciédn (fosforil enzima) (Van Etten
y col., 1974; Van Etten, 19862).

Las denominadas FAC eritrocitarias parecen tener ,en cam
bio,un mecanismo de accidén distinto aunque se concce poco al
respecto. Por lo pronto es un grupo cisteinico de la enzima, y
no histidinico, el que juega un rol fundamental en el mecanismo
de accidén (Anderscn y Toverud, 1979; Laidler y col., 1982). Es
to explicar{a por qué esta enzima no es sensible a la inhibicién
con (+) tartrato o molibdato y es inhibible en cambio por com-
puestos que reaccionan con grupos tidlicos (Anderson y Toverud,

1979).
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Con respecto al origen genético de las FAC hay que se-
fialar que por ahora se han identificado dcs locus: uno, ubicado
en el cromosoma 2, codifica para las FAC eritrocitarias (Swallow
y col., 1973), el otro, ubicado en el crcmcsoma 11 codifica pa-
ra las FAC lisosomales (Shows y col., 1976). Hasta el momento
no se ha logrado identificar al locus correspondiente a la FACP.
Si bien algunos autores han sugerido que esta enzima podria pro
venir del mismo locus que las FAC lisosomales, los estudios an-
tigénicos sugieren que la FACP es el producto de un gen estruc-
tural distinto (Choe y col., 1980). Sobre las otras FAC no se
posee hasta ahora ninglin dato sobre los respectivos locus gené-
ticos.

Finalmente, corresponde sefialar que, de acuerdo con 1la
informacidén disponible, no se han presentado en la literatura
hasta el presente datos acerca de la existencia en algiln tejido
humano de FAC tipicas del desarrollo fetal. Por el contrario,
en un estudio se ha demostrado que préstatas fetales humanas PO
seen el mismo perfil electroforético que las préstatas del adul

to (Reif y col., 1973).

4, Utilidad clinica de las fosfatasas &dcidas

Desde hace ya mucho tiempo se conoce que distintas pato
logf{as pueden producir un incremento en la FAC total sérica o

plasmdtica. Sin embargo, fue a partir del descubrimiento de que



a distintas patologias correspondian aumentos de distintos ti-
pos de FAC que se pudo aprovechar mucho mds a dicha enzima con
fines clinicos.

Mediante el sistema electroforédtico de Li y col. (1970a)
se ha verificado que el plasma normal posee FAC tipo 5 y que en
el suero normal suele haber ademds FAC tipo 3, la cual se libe-
ra de las plaguetas al producirse el coéqulo. Si bien mediante
RIE se han detectado pequefifsimas cantidades de FAC tipo 2 en el
suero normal, a los fines prdcticos dicho hallazgo carece de re-
levancia (Griffiths, 1980).

Sin lugar a dudas la mayor importancia clinica de las
FAC ha estado vinculada con su utilidad para el diagnéstico y se
guimiento de los pacientes con cdncer prostdtico. Desde que
Gutman y col. en 1938 encontraron una elevacidén de la FAC total
en el suero de pacientes con cdncer de préstata avanzado se efec
tuaron numerosos estudios que han llevado a que hoy el dosaje sé
rico de la FACP sea un ensayo de rutina en los laboratorios de
andlisis clinicos.

Si bien, como hemos seflalado, las FAC estdn arpliamente
distribuidas en los tejidos humanos ,la préstata se caracteriza
no sélo por ser 1.000 veces mas rica en FAC que cualquier otro
érgano (Reiner y col., 1957; Yam, 1974) sino también por tener
como FAC mds abundante a la denominada FACP (o FAC tipo 2 segin
la clasificaciédn de Li), la cual esta ausente en la rayoria de

los otros tejidos.
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Esta FACP es normalmente secretada desde la préstata ha
cia el plasma seminal, el cual es, por lo tanto, una excelente
fuente para la obtencién de dicha enzima.

A partir del descubrimiento de Gutman se planted 1la bﬁi
gueda de métodos que permitiesen diferenciar a la FACP de las
otras FAC gque por distintos motivos también podrian estar pre-
sentes en la sangre. Abul-Fadl y King (1949) fueron los prime-
ros en observar que la FACP y las FAC de eritrocitos diferian en
su sensibilidad a distintos inhibidores asi como en su afinidad
por diversos sustratos. En 1953 Fishman y Lerner propusieron
utilizar la inhibicidén con (+) tartrato para medir en forma es-
pecifica la FACP cosa que fue universalmente aceptada y aln ac-
tualmente este método, con pequefias variaciones, es el que mis se
usa en la rutina.

Sin embargo, tal como hemos sefialado mds arriba, el
(+) tartrato no sélo inhibe a la FACP sino que también lo hace
con las FAC tipo 1, 3 y 4, las que estdn presentes en numerosos
tejidos ademds de la préstata. Esto podria dar lugar, en caso
de otras patdélogfas que provoquen el incremento de dichas FAC en
el suero, a falsos positivos en el diagnéstico y seguimiento de
los pacientes con cdncer prostdtico. Si bien este problema no
se plantea cuando se trazta de pacientes con cdncer avanzado,
donde el incremento de la FACP es por lo general muy grande, en
casos de enfermedad poco avanzada, donde la elevacién de la FACP

sérica es menor, pueden producirse dichos falsos positivos. FEs-



25

to ha hecho que numerosos investigadores buscaran alglin sustra-
to especifico para la FACP gque fuera Gtil para los ensayos c¢cli-
nicos, cosa que hasta el momento no se ha conseguido (recién se
estd empezando a efectuar los primeros ensayos clinicos emplean
do CF) (Shaw vy col., 1982).

El descubrimiento de que la FACP es antigénicamente dis
tinta a las otras FAC que también pueden aparecer en el suero
(FAC tipo 3, tipo 5 y FAC eritrocitarias) abridé las posibilida-
des para el desarrollo de métodos inmunoquimicos que son por lo
general mds sensibles y especificos (Shulman y col., 1964). El
problema de la sensibilidad tiene especial importancia para el
dosaje de marcadores tumorales como la FACP, dado cue es bien co
nocida la relevancia que tiene para el éxito terapéutico en el
cdncer su diagndéstico precoz.

En 1977 Foti y col. desarrollaron por primera vez un RIE
para el dosaje de FACP y posteriormente se produjeron una gama
diversa de inmunoensayos (Chu y col., 1978; Bruce y col., 1979;
Lee y cel., 1978; Shaw y col., 1981).

Con estos métodos se ha alcanzado (Gltimamente casi el
100% de especificidad (Shaw y col., 1982). Los poquisimos casos
de falsos positivos pueden ocurrir en pacientes ccn leucemias
granuloc{ticas u otras granulocitosis en las cuales también hay
tn incremento de la FAC tipo 2 en el suero (como ya hemos dicho
los granulocitos son ricos en dicho tipo de FAC) (Li y col., 1973;

Yam y col., 1981). De todos rmodos, estos casos son féacilmente



26

diferenciables de las patologfas prostdticas.

Respecto de los falsos negativos, si bien todavfa hay
resultados contradictorios en torno al porcentaje de deteccién
en los estadios tempranos de cincer de préstata (es decir, cuan
do todavia no salib de la cdpsula) en general se estima que los
métodos inmunoquimicos detectan un mayor porcentaje de casos
precoces (no palpables) que los métodos tradicionales (Foti y
col., 1977; Chu y col,, 1978; Bruce y col.{ 1979; Bruce y Mahan,
1982).

En cuanto a los estad{os mds avanzados, los distintos au
tores informan gue no se ha podido eliminar alrededor de un 15
a un 20% de falsos negativos, adn en tumores diseminados (Chu y
col., 1978; Shaw y col., 1982; Griffiths, 1982).

Es importante destacar también gue los pacientes con
hirertrofia prostdtica benigna también presentan un gran porcen-
taje de casos con niveles elevados de FACP en el suero, aungue
los valores no son tan altos como cuando existen carcinomas ex-
tracapsulares (Shaw y col., 1982; Bruce y Mahan, 1982).

Los antisueros anti-FACP también se usaron para desarro
llar métodos inmunohistoguimicos. En general todos los turores
ya sea primarios o metastdsicos dan tincidén positiva con estos
métodos (Nadji y col., 1980; Shaw y col., 1982). Es importante
destacar, sin embargo, que los tumores mds diferenciados presen
tan una tincidn mucho mayor gue los indiferenciados, los cuales

manifiestan una actividad atenuada e irreqularmente distribuida



(Li y col., 1980). Esto coincide con observaciones hechas a lo
largo del desarrollo fetal: a mayor grado de diferenciacién hay
un aumento de la expresién de las FAC en la préstata (aunque
siempre se mantiene el mismoc perfil isocenzimdtico, es decir,
predomina la FACP) (Reif y col., 1973).

En funcidn de estas observaciones se ha sugerido que el
15-20% de pacientes con cédncer de préstata diseminado y valores
normales de FACP en suero tendria tumores poco diferenciados,
aunque estc debe ser todavia confirmado.

Aplicando los métodos inmunohistccuimicos algunos auto-
res han informado que, ademds de los tejidos prostdticos normales
y tumorales, también dan tincidén para FACP otrecs tejidos. En
particular se describieron reaccicnes positivas (aungue no tan
fuertes como en prdstatas) en carcincma de pidncreas (Choe y col.,
1978) y en carcinoma de mama (Li y col., 1980).

Recientemente se han desarrollado anticuerpos monoclona
les contra FACP (Lillehoj ¥y col., 1982. Aunque los resultados
son preliminares se espera que esta técnica permita verificar la
certeza de los resultados obtenidos con anticuerpcs héteroclona-
les (Nadji y Morales, 1982).

Finalmente hay que sefialar que estudios sobre el dosaje
sérico de la FACP con técnicas inmunoquimicas ha permitido veri
ficar que este método es particularmente Gtil para el seguimien
to del paciente con cdncer prostitico, tanto en la detecciédn de

recidivas como en la evaluacidn de la respuesta a un tratamiento
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dado (Killian y col., 1982).

La LRE es otra de las patologias en que la FAC ha adqui
rido aplicacidn clinica. Esta enfermedad se caracteriza entre
otras cosas por la apariciédn de las denominadas células reticu-
lares (o también células "vellosas") en el bazo, la médula Ssea
y la sangre del enfermo. Frecuentemente esta malignidad es
erréneamente diagnosticada coro leucemia linfocitica crénica.
Sin emkbargo, las células reticulares se diferencian de las célu
las caracter{sticas de otras leucemias con respecto al tipo de
FAC que pcseen ya gque se ha verificado cue dichas células reti-
culares presentan la denominada FAC tipo 5 que, como ya se ha di
chc, es resicstente al (+) tartrato (Li y col., 1970a; Li y col.,
1970b) .

Como la deteccidn de fosfatasa dcida tartrato resisten-
te (FACTR) puede efectuarse mediante técnicas histoguimicas, se
ha propuesto la utilizacidn de dicha deteccidédn como marcador pa
ra el diagndéstico de la LRE (Yam y col., 1971). BAungue el 1lu-
gar en donde se pueden encontrar mds células reticulares es en
el bazo del paciente, se ha verificado gque el simple hallazgo de
1 & 2 células no eritrociticas con FACTR en un extendido sangui-
neo es suficiente como para efectuar el diagnéstico de LRE
(Mover y col., 1972). También se ha verificado que la presen-
cia de FAC tipo 5 en el perfil electroforético de homogenatos
leucociticos de pacientes con LRE se correlaciona ccn la tincién

positiva para FACTK en los extendidos sanguineos del paciente
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(Yam y col., 1972), aunque se recomienda usar por su mayor sim-
pleza el método histogquimico (Mover y col., 1972).

Existen también otras patologias para las cuales distin
tos autores hen sugerido que es Util la evaluacidn de las FAC,
aunque todavia no existe un consenso general.

En patologias en las cuales se estimula la actividad cs
teocldstica como las enfermedades de Gaupher, Paget y fiebre
Dengue se ha descripto un incremento de la FAC tipo 5 en el sue
ro que podria ser utilizado para el diagndstico y seguimiento
de los pacientes (Li y col., 1973; Lam y col., 1981; Lam y col.,
1982b). Por otro lado, diverscs autores hcn sugeridc cue la FAC
puede ser un marcador 0Gtil para diferenciar a la leucemia linfo-
bldstica aguda tipo T de la tipo B ya que la primera presenta
mis del 90% de las células bldsticas con fuerte tincién para FAC
mientras que la segunda a lo suro presenta un 30% de los blastos
con dicha tincidn (Catovsky y col., 1978; Wehinger y Mobius,

1976) .

5. Fosfatasas dcidas y cdncer de mama, antecedentes y objetivos

de la investigacidn

Distintos investigadores han informado acerca de gque un
alto porcentaje de pacientes con cdncer de mama diseminado pre-
senta valores séricos de FAC elevados.

En_ 1956 Reynolds y col. mostraron en una serie de 70 pa
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cientes que el 74% presentaba niveles séricos de FAC por encima
de los normales. En el mismo trabajo se encontraron también
porcentajes similares de elevacién de la FAC en pacientes con
cédncer de préstata diseminado, pero mujeres con cdncer metastd
sico no mamario presentaron en cambio sélo un 31% de casos con
niveles séricos de FAC aumentados.

Fstos autcres, teniendo en cuenta sus propios resultados
y trabajos anteriores (Reiner y col., 1955; Lemon y Wisseman,
1949) que informaban acerca de mayores niveles de FAC en tejido
tumoral primario de mama respecto del tejido normal mamario,
sugirieron que el origen del incremento de la FAC sérica serfa
el propio tumor primario (Reynolds y col., 1956).

En 1957 Reiner y col. examinando 14 carcinomas mamarios
nc diseminadcs cor técnicas histoguimicas y usando 2-benzoil
P—NP como sustrato confirmaron la elevacidn de las FAC respecto
del tejido ncrmal marario adyecente.

En 19274 Bosrann Yy Hall obtuvieron conclusiones similares
con homogenatos tisulares mamarios utilizando métodos bioquimi-
cos y FPNFF como sustrato. Es interesante destacar que en tumo-
res benignos (fibroadenomas) encontraron valores intermedios y
que al efectuar estudios similares en cdncer ée colon observaron
que la actividad de la FAC no estaba aumentada en el carcinoma
respecto del tejido normral adyacente (Bosmann y Hall, 1974).

For otro lado Koudstaal y col. (1975b) al estudiar una

serie de 130 pacientes con métodos histogquimicos y utilizando
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F—GF como sustrato observaron que otras enzimas hidrol{ticas, a

diferencia de la FAC, estaban disminufdas en el carcinoma mama-

rio y confirmarcn con técnicas similares que en carcinoma de cc

lon la FAC no se incrementa respecto del tejido normal adyacente.

rio

Resultados parecidos respecto de la FAC y el tumor prima

de mama fueron obtenidos posteriormente por ctros autores

utilizando tanto técnicas kiogquimicas como histoqufmicas. Es im

portante destacar que el incremento de la FAC en carcinoma mama-

rio

son

FAC

del

se evidencid incluso cuando se utilizaron sustratos que no
hidrolizados por las FAC eritrocitarias, indicando que las
no eritrocitarias eran, por lo menos en parte, las resgonsables

incremento descricto (Dutu y col., 1979; Bosmann y Hall, 1974;

Larner y Rutherford, 1978).

Machinami (197€) al aplicar técnicas de histoquimica y

microscopia electrénica encontré en el carcinoma mamario un in-
cremento de FAC y p~glucuronidasa. Sin embargo, sus observacio
nes no pudieron confirmar la vinculacidn, sugerida pcr otros au
tores, entre el aumento de estas enzimas lisosomales y la capa-
cidad invasiva y metastdsica del carcincrma mamario (Bosmann y
Hall, 1974; Murad, 1971; Sylven, 1968; Tunis y col., 1973).

En otros trabajos, en cambio, que utilizarcn tumores ma-
marios hormonodependientes inducidos en rata, se confirmé que
existe un incremento notorio de las distintas FAC cuando dichos

tumores entran en regdresién,lo gque ratificaria el rol de enzima

degradativa que juega la FAC en estos casos (Lanzerotti y Gullino,
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1¢72; Nicholson y Davies, 1974).

En 1962 Jegatheesan y Joplin presentaron resultados que
contradecian la sugerencia de Reynolds y col. acerca de que el
origen de la FAC incrementada en el suero del paciente con cdn-
cer de mama metactdsico era el tumor primario. En sus trabajos
encontraron gue la FAC sérica total estaba fundamentalmente ele
vada en los casos en gue las metdstasis eran 8seas siendo en
cambio normal en los casos en que las metdstasis eran de otro
origen (Jegatheesan y Joplin, 1962; Joplin y Jegatheesan, 1962).
A partir de estos resultados los autores propusieron que el ori
gen de la FAC incrementada en el suero seria &seo.

Por otro lado, diversos trabazjos efectuados a partir de
huescs de animales de laboratorio han demostrado que, as{ como
los osteokblastos se caracterizan por tener un alto contenido de
fosfatasa alcalina (FALC), los osteoclastos poseen elevada acti
vidad de FAC (Burstone, 1952; BHammarstrom y col., 1971). Asimii
mo en cultivos de células derivadas de dichos huesos se verificé,
al estimular la actividad osteocldstica, un incremento de los ni
veles de la FAC (Susi y col., 1966; Vaes, 1968. Al estudiar las
caracteristicas de la FAC incrementada se determind, entre otras
cosas, que era resistente al tartrato (Vaes, 1968).

En humanos, posteriormente, se observd cue los nifios pre
sentan niveles séricos de FACTR superiores a los de los adultos.
Se vinculd esto al proceso de crecimiento &sec caracter{stico del

desarrollo infantil que involucra tanto actividad osteoblistica
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como osteocldstica (Lam y col., 1978b). Al caracterizar a la
FACTR aumentada mediante electroforesis en geles de poliacrila
mida se constatdé que se trata de la denominada FAC tipo 5b
(Chen y col., 1979).

Todo este conjunto de datos refuerza la propuesta de
Jegatheesan y Joplin acerca del origen éseo de la FAC incremen
tada en el suero de los pacientes con cancer de mama con metég
tasis 6seas. Sin embargo, para descartar en forma absoluta 1la
posibilidad de que también esa FAC pueda originarse en el teji
do mamario hace falta estudiar qué tipo de FAC se encuentra en
el tumor mamario primario. Esto es particularmente importante
si tenemos en cuenta las referencias descriptas acerca del in-
cremento de la FAC total en el tumor primario de mama.

En este trabajo nos proponemos estudiar el perfil iso-
enzimdtico de las FAC no eritrocitarias en el carcinoma prima-
rio de mama comparidndolo con el del fibroadenoma y el tejido
normal mamario. Esto nos permitird, por un lado, conocer si el
aumento de la FAC en el tumor mamario se debe a la aparicién
de algln nuevo tipo de FAC o si, por el contrario, se trata de
un incremento en las FAC ya descriptas en otros tejidos. A 1la
vez, podremos verificar la presencia o ausencia de la FAC tipo
5b en el tejido mamario. Si nuestros resultados refuerzan 1las
sugerencias previas acerca del origen &seo, y no mamario, de la
FAC elevada en el suero dg los pacientes metastdsicos,se inten-

tard estudiar la utilidad del dosaje de la FAC tipo 5 sérica pa



34

ra la deteccidédn de la presencia de metdstasis &seas. Esto pue-
de ser de particular importancia ya que mds del 50% de los pa-
cientes que fueron operados de tumor primario de mama muere por
enfermedad metastdsica (Seidman, 1969; Brinkley y Haybittle, 1968)
y precisamente la mayorfia de las metdstasis en este tipo de tu-
mor ocurren en el esqueletc (Gielen y col., 1976).

Por otro lado, trataremos de caracterizar bioqufmicameﬂ
te a la FAC predominante en el tumor mamario. Finalmente, Yy di
da la dificultad para la obtencidén de muestras de tejido norral
mamario, se estudiard cudles son las FAC predominantes en la le
che humana dado que la misma puede ser una excelente fuente pa-
ra la obtencidédn de enzimas originadas en el epitelio mamario
(Hamilton y col., 1979) y esto posibilitar{a, por lo tanto, un
estudio mds profundo de las FAC presentes en el tejido mamario
y en otros tejidos normales o tumorales que presenten el mismo
tipo de FAC que la leche humana.

Parte de los resultados gque aparecen en esta tesis han

sido putlicados (Filmus y col., 1982; Filmus y col.,1983).



MATERIALES Y METODOS

1. Obtencidn, preparacién y clasificacién de muestras

1.1. Preparacidn de muestras tisulares

Las muestras de tejido tumoral fueron obtenidas median
te cirugia o biopsia. El tejido normal provino de zonas Qe la
mama distantes al tumor (esto sdélo fue posible en los casos
en gque se efectud mastectomia). Inmediatamente después de ex-
trafidos, los tejidos fueron clasificados por un médico patdlo-
go. Todos los tumores malignos utilizados fueron carcinomas
ductales infiltrantes y los tumores benignos fueron fibroadeno
mas. Los tejidos, en caso de no utilizarse en forma inmediata,
fueron conservados en Nz ligquido aungue nunca se usaron mues-
tras con mds de 2 semanas de extraidas.

Para la preparacién de los homogenatos los tejidos fue
ron limpiados lo mds posible de grasa y partes necrdticas.
Luego se los cortd en pequefios trozos, se los congeld con N2
liquido y se los pulverizd con un pulverizador de tejidos
Thermovac. Dichos pulverizados tisulares fueron resuspendidos
en el buffer correspondiente y se los homogeneizd usando un de

sintegrador de tejidos Polytron PT-10 a intensidad 8 durante

30 segundos, 3 veces con intervalos de un minuto.



Una vez obtenidos, los homogenatos tisulares fueron cen
trifugados a 28.000 x g durante 20 minutos o a 108,000 x g du-
rante 60 minutos segin se indica en cada caso. Para la extrac
cidén de la FAC tipo 1 se trataron los homogenatos antes de la
centrifugaciédn durante 30 minutos con Tritdén x-100 a una concen
tracién final del 5%. Todos estos procedimientos se efectuaron

manteniendo al material tisular a 0°C.

1.2. Clasificacidn de los pacientes estudiados para la de-

teccidn de metdstasis Jseas

Se estudiaron 38 pacientes con metdstasis Jdseas (24
con tumor primario en mama, 4 en prdstata, 4 en colon, 3 en
pulmén y 3 en estdmago) y 36 sin metdstasis dseas. La presen-
cia de dichas metdstasis se verificd mediante la utilizacién
de uno o mids de los siguientes procedimientos: centellografia,
rayos X y biopsia. Se considerd sin metdstasis &seas a aquellos
pacientes con centellografia negativa y cuyos datos .clinicos no
presentaban ninguna seflal que indicara la presencia de dichas

metdstasis.

1.3. Obtencidédn de las muestras de leche humana y separacidn

de la crema

Las muestras de leche, de 50 ml aproximadamente, se ob-
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tuvieron a partir de madres lactantes entre las 6 y las 12 sema
nas después del parto y se mantuvieron congeladas a -20°C hasta
su uso. Para separar la crema, la leche fue centrifugada 2 ve-
ces a 1.500 x g durante 30 minutos a 4°C, luego se lavd 2 veces

con buffer Tris-sulfato 20 mM pH 6,9.

2. Métodos experimentales

2.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se llevé a cabo utilizando el sistema de Li y col.
(1970a). Estos autores modificaron un método de electroforesis
a pH 4cido desarrollado por otros investigadores (Reisfeld y
col., 1962; Axline, 1968) resultando un sistema especialmente
itil para el andlisis de FAC no eritrocitarias. La concentra-
cidén de acrilamida utilizada fue del 7,5% o 3% seglin se indica
en cada experimento. El buffer de corrida estuvo compuesto por
ﬁ-alanina 70 mM y dcido acético 14 mM con un pH final de 4,2.
Muestras conteniendo de 100 a 200/#9 de proteina, 0,5% de Tri-
tédn x-100 y 30% de sacarosa se sembraron por encima del gel de
poro grueso. Las corridas se efectuaron a 4°C durante 180 mi-
nutos. Para visualizar las bandas de FAC se utilizd el método
de Barka (1961) que emplea x-NF como sustrato y Fast-Garnet
GBC para el desarrollo del color. Cuando se quiso estudiar el
efecto de distintos inhibidores se los agregd en las concentra
ciones indicadas a la solucidn de tincidn. Para la tincidn de

proteinas, se incubaron los geles 24 horas con Azul de Comassie
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al 0,025% y para la tincidén de glicoproteinas se utilizé la téc
nica de Zacharius y Zell (1969).

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS) se efectué de acuerdo con el método de
Weber y Osborn (1969) que emplea acrilamida al 5%, incubdndose
previamente a las muestras 2 horas a 37°C con 2% de SDS y 1% de
p-mercaptoetanol. Cuando se utilizaron condiciones no desnatu-
ralizantes se tratd a las muestras con 0,1% de SDS y sin agentes
reductores de acuerdo con Neville (1971). Como marcadores se
utilizaron: albimina sérica bovina (ASB) (PM: 68.000 D), pero-
xidasa (PM:44.000 D) y citocromo C (PM: 11,700 D). Para la tiﬂ
cidn de FAC y proteinas se aplicaron los mismos métodos que para

los geles sin SDS.

2.2. Contrainmunoelectroforesis

Se efectud de acuerdo con el método de Chu y col. (1978).
Se utilizaron placas de pldstico (13 x 18 cm) cubiertas con 0,75%
de agarosa en buffer fosfato 0,05 M pH 6,5 (para la corrida se
empled el mismo buffer). Luego de efectuar orificios de 4 mm
de didmetro alineados de a pares y separados por 5 mm de distan
cia, se sembrd 10/ﬁ1 de cada muestra en el orificio catddico y
10 /d de antisuero anti-FACP en el anddico. Se corrid durante
90 minutos aplicdndose una corriente constante de 40 mA por pla

ca. Luego de la corrida se tifié para FAC utilizando «NF como
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sustrato y Fast Red TR como colorante, Finalmente las placas
fueron fijadas con formaldehido 10% y secadas a temperatura
ambiente. La intensidad de la coloracidn fue medida mediante
un espectrofluordmetro al que se le adosdé un "Scanner" de capa
delgada. Los antisueros anti-FACP,obtenidos como ya fuera des
cripto (Chu y col., 1978) ,fueron gentilmente suministrados por
el Dr. T.M. Chu (Roswell Park Memorial Institute, Buffalo,

E.E.U.U.)

2.3. Medicidn de la actividad de las FAC

En la cuantificacidn de las FAC no eritrocitarias de
tejido mamario y en las columnas cromatogrdficas utilizadas pa-
ra la posterior separacidén de las FAC tipo 4 se utilizdé el mé-
todo de Babson y Phillips (1966) con pequefias modificaciones.
Se incubaron de 30 a 60 minutos a 37°C alicuotas variables de
sobrenadantes tisulares o de las fracciones de columnas croma-
togrdficas en una mezcla de reaccién que contenia ®«-NF 3 mM en
buffer citrato 0,1 M pH 5,6. ULuego de finalizada la reacciédn
mediante el agregado de Fast Red B e HONa 0,1 N se leyé la ab-
sorbancia a 588 nm,

Para el dosaje de la FACTR en suero se utilizd el mismo
método incluyendo en el medio de incubaciédn (+4) tartrato 0,025 M.

Para dosar la FAC durante el andlisis del complejo de

alto PM con actividad de FAC (C-FAC) se utilizd como sustrato
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PNFF. Se agregd de 50 a 100/MJ de muestra a buffer acetato 0,1 M
pPH 5,0 conteniendo PNFF 10 mM (volumen final: 1 ml). Luego de
incubar 30 minutos a 37°C, la reaccidén se termind agregando 2 ml
de HONa 0,2 N y se leyd la absorbancia a 405 nm. En las condi-
ciones descriptas la reaccidén mostrd linealidad durante por 1lo
menos una hora.

Para el dosaje de la FAC en los estudios efectuados en
leche se utilizdé también el método descripto con PNFF. En los
casos en que hubo interferencia en la lectura de la absorbancia
por presencia de lipidos se centrifugaron los tubos a 3.000 RPM
durante 10 minutos. En los casos en que la interferencia se de
bié a la presencia de restos de caseina se la elimind precipitéﬂ
dola con 4cido tricloracético 2%,

En determinados experimentos se utilizé CF 20 mM como
sustrato reemplazando al PNFF. El1 fdésforo liberado fue medido
de acuerdo al método descripto por Saini y Van Etten (1978a).

Para el aislamiento y estudio de la FAC tipo 3 se utili
z6 también el método descripto con PNFF salvo en los casos en
que explicitamente se indica que se usaron otros sustratos. En
todos los casos la actividad se evalud midiendo luego de la in-
cubacidn el fdésforo liberado utilizando el ya mencionado método
de Saini y Van Etten.

Para medir el efecto de distintos compuestos sobre 1la
capacidad de las FAC tipo 3 para hidrolizar PNFF se los agregé

en las concentraciones indicadas al medio de incubacidn que se
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utilizé para desarrollar la actividad enzimdtica.
Una unidad de enzima se define como la cantidad de enzi
ma gque hidroliza un/ﬁmol de sustrato por minuto bajo 1las condi

ciones descriptas.

2.4, Separacidén de la FAC tipo 4 de carcinoma mamario

El tumor fue pulverizado y homogeneizado tal como ya se
describid utilizando buffer Tris-sulfato 10 mM pH 7,4 (BTS).
Luego de centrifugar a 28,000 x g durante 20 minutos se tomaron
6 ml del sobrenadante, se absorbieron en una columna de Sephadex
G-200 y se eluyeron con 300 ml de BTS. El volumen muerto (Vo)
se mididé con Blue Dextran 2000. Las fracciones eluidas de esta
columna que contenian las FAC tipo 3 y 4 fueron mezcladas Yy sem
bradas en una columna de DEAE-Sephadex. Luego de lavar con 50
ml de BTS que contenia 50 mM de ClNa se eluyd con 200 ml de un
gradiente lineal de ClNa en el mismo buffer. El gradiente fue
luego medido con un conductimetro Radiometer (de la misma for-

ma se midieron los gradientes en columnas posteriores).

2,5, Aislamiento del C-FAC

El tejido fue pulverizado y homogeneizado tal como ya
se describid utilizando BTS 10 mM pH 7,4. Luego de centrifugar

a 108.000 x g durante 60 minutos, se sembraron 6 ml de sobrena-
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dante en una columna de Sepharose 6B eluyéndose con el mismo
buffer. El Vo se midié con un glucégeno de alto peso molecu-

lar (>107 D) (Mordoh y col., 1966).

2.6. Incubacidén del C-FAC con detergentes

Muestras del C-FAC obtenidas de 1a columna de Sepharose
6B fueron incubadas con Lubrol PX al 0,05% y con Lubrol WX a 1la
misma concentracidén durante 2 horas a 4°C bajo agitacidn cons-

tante.

2.7. Extraccidén con butanol

Se agregaron 4 partes del C-FAC eluido de la columna de
Sepharose 6B a una parte de n-butanol incubdndose durante 30 mi
nutos a 4°C bajo agitacidn constante. Luego se separd la fase

orgdnica de la acuosa mediante centrifugacidn.

2.8. Filtracidén por gel en presencia de urea o SDS

Se utilizé un método previamente descripto (Harvey y col.
1982) con pequefias modificaciones. Se mezclaron las fracciones
eluidas de la columna de Sepharose 6B que contenian el C-FAC y
se las concentrd mediante didlisis contra Ficoll sdlido. Luego

se agregd a las muestras concentradas urea 8 M o SDS al 2%, se
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incubé 60 minutos a 4°C y se corrié a dichas muestras por colum
nas de Sepharose CL-4B usando como buffer de elucidén BTS al cual
se agregd urea 4 M o SDS 2% de acuerdo con el tratamiento previo.

El Vo se mididé con el glucdgeno de alto peso molecular.

2.9. Purificacidn del C-FAC

Se mezclaron las fracciones que contenian el C-FAC elui
das de 5columnas de Sepharose 6B y se las llevd a pH 5,0 con
dcido citrico sélido. Luego de dejar 15 minutos en hielo se re
movid el material insoluble mediante centrifugacidn. Al sobre-
nadante se le agregd cuidadosamente sulfato de amonio bajo agi-
tacidén constante hasta alcanzar un 35 % de saturacién. Luego de
dejar 1 hora en hielo se centrifugd a 14.000 x g durante 30 minu
tos y el sobrenadante fue llevado a 45% de saturacidén de sulfa-
to de amonio. Luego de centrifugar, el precipitado fue resus-
pendido en un volumen minimo de BTS y se dializdé durante toda la
noche contra dicho buffer.

La muestra dializada se sembrd sobre una columna de
DEAE-celulosa (1 x 12 cm), la cual luego de ser lavada con 50 ml
de BTS fue eluida con 200 ml de un gradiente lineal de 0 a 500 mM
de ClNa en el mismo buffer. Para la estimacidn del PM del C-FAC
purificado se mezclaron los tubos con actividad de FAC, se con-
centraron contra Ficoll 5 veces y se corrieron en una columna de

Sepharose Cl1-4B eluyendo con BTS. Como marcadores se utilizaron



44

glucdgeno de alto peso molecular, tiroglobulina (PM: 670.000 D),
ferritina (PM: 440.000 D), catalasa (PM: 240.000D) y ASB (PM:

68.000 D).

2.10. Purificacidn de la FAC tipo 3

Se prepararon homogenatos de tejido mamario tal como se
describidé, utilizando buffer acetato 50 mM pH 5,0. Luego se cen
trifugé a 28.000 x g durante 20 minutos. Se le agregd al sobre-
nadante sulfato de amonio sélido bajo agitacidn constante hasta
alcanzar el 55% de saturacidén, se dejé 1 hora en hielo y se cen
trifugd a 14.000 x g durante 30 minutos. Al sobrenadante se le
agregd sulfato de amonio hasta alcanzar el 75% de saturacidn y
se volvid a centrifugar a 14.000 x g durante 30 minutos resus-
pendiéndose el precipitado en buffer BTS. Luego se analizd cada
una de las fracciones mediante electroforesis en gel de poliacri
lamida. La fraccidn que contenia la FAC tipo 3 fue sembrada en
una columna de Sephadex G-200 y se la eluyd con buffer BTS. El
siguiente paso consistid en una colurna de DEAE-celulosa, la
cual luego de sembrada fue lavada con 120 ml de buffer BTS y
eluida con un gradiente lineal de ClNa desde 0 a 150 mM en el
mismo buffer. Las fracciones que contenian la FAC tipo 3 fueron
recromatografiadas en una columna de DEAE mediante un procedimien
to similar.

Fue necesario repetir 5 veces todas las etapas cromato-
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gridficas para poder purificar todo el material proveniente de
80 g de tejido mamario maligno.

Para la purificacidén de la FAC tipo 3 proveniente de
tejido mamario normal se repitieron todos los procedimientos
descriptos para el carcinoma. También se necesitd repetir S
veces las etapas cromatogridficas para poder procesar todo el

material.

2.11. Estudio de la termoestabilidad de la FAC tipo 3

La enzima fue preincubada a las temperaturas indicadas.
A distintos tiempos se tomaron alicuotas de enzima y se ensaya-

ron tal como se describid.

2.12. Determinacidn del pH dptimo

La actividad de la enzima se mididé tal como ya fue des
cripto. Para pH mayores que 5,5 se utilizd en lugar de buffer

acetato,buffer acetato-cacodilato.

2.13. Aislamiento de la "FAC tipo 2" de la leche

110 ml de leche descremada fueron llevados a pH 6,9 me-
diante el agregado de Tris 2 M. La muestra fue dializada luego

durante toda la noche contra buffer Tris-sulfato 20 mM pH 6,9 y
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se la concentrd unas 10 veces dializando contra Ficoll sdélido.
Finalmente se sembrd la muestra en una columna de DEAE-celulosa,
se lavd con 2 vollmenes de buffer y se eluyd con 400 ml de un
gradiente lineal de ClNa (de 0 a 500 mM). La segunda columna de
DEAE-celulosa se efectud de la misma manera pero se le agregéd
al buffer Tritdn X-100 al 0,5% y al eluir se partid de una con-

centracidn inicial de ClNa de 50 mM.

2.14. Medicidén de proteinas

Se efectud de acuerdo al método de Lowry y col.(1951),
empleando ASB cristalina como standard. Cuando habia Tritén
/
X-100 en el medio se utilizé el método de Bramhall y col. (1969) , /

/

2.15. Medicidén de DNA

Se utilizaron métodos ya descriptos para la extraccidn
e hidrdélisis del DNA (Schneider, 1945) y la medicidn de la can-

tidad total de deoxiribosa (Keek, 1956).

2.16. Medicidén de FALC

Se empled el método de Bessey y col. (1946) que utiliza

PNFF como sustrato.
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RESULTADOS

1. Andlisis cuantitativo y cualitativo de las FAC no eritroci-

tarias en carcinoma primario, fikroadenoma y tejido normal

de mama

1.1. Medicidén de la actividad total de FAC no eritrocita-

rias en sobrenadantes de 28.000 x g

Antes de encarar los estudios cualitativos se procedid
a verificar si los niveles de FAC no eritrocitarias de carcinoma
mamario se presentan significativamente elevados respecto de los
del tejido mamario no maligno tanto cuando se expresa la activi-
dad por mg de DNA como cuando se la expresa por mg de proteina.

En la Tabla 1 se puede observar que las FAC no eritroci-
tarias en el carcinoma muestran un incremento significativo res-
pecto del fibroadenoma y del tejido normal mamario tanto cuando
se expresa la actividad por mg de DNA como cuando se la expresa
por mg de proteina. También se encontraron aumentos significa-
tivos en el fibroadenoma respecto del tejido normal con ambas
formas de expresidn. Las diferencias entre los niveles de FAC
en los 3 tipos de tejido son menores cuando la actividad enzimé
tica es expresada por mg de DNA. De acuerdo con los resultados

es evidente que la disminucidén de las diferencias se debe a que
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el contenido proteico es similar para los 3 tipos de tejido
mientras que el carcinoma mamario presenta mayor cantidad de
DNA por gramo de tejido que el fibroadenoma y éste a su vez po

see mds DNA gue el tejido normal mamario (Tabla 1).

Tabla 1: Niveles de DNA, proteinas y FAC en carcinoma,

fibroadenoma y tejido normal mamario

Carcinoma Fibroadenoma Normal

(n=§) (n=8) (n =5)
+ + +

DNA (fg/mg tejido) 6,1-0,5(1) 4,8-0,2 3,9-0,2
. .. + + +

Proteinas (mg/100 mg tejido) 3,2-0,2 3,3-0,3 2,8-0,4
4 + ’ +

FAC (nmcles/mg proteina.hr) 358-42(2 3) 216t30(2) 96-45
+ +

FAC (nmoles/mg DNA.hr) 18581234(2'3) 1227—140(2) 696-345

(1) Promedio : error standard

(2) Significativamente distinto al normal (P£0,02, test de
Student)

(3) Significativamente distinto al fibroadenoma (P0,05, test

de Student)
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1.2. Perfiles electroforéticos de FAC en geles de poliacri-

lamida

Al utilizar el sistema electroforético de Li y col. los
3 tipos de tejido mamario estudiadospresentaron las mismas ban-
das de FAC aunque el carcinoma presentd en todas las bandas una
evidente mayor intensidad de tincidn que los tejidos no malig-
nos.

En la Figura 1.a) se presenta una corrida tipica de una
muestra de sobrenadante de 28.000 x g de carcinoma mamario. La
banda mds intensa corresponde a la FAC tipo 3 y la de menor in-
tensidad a la FAC tipo 4. En el gel de poro grueso (no aparece
en la foto) se observd también la presencia de una banda que no
logrd penetrar el gel de poro finc. Dicha banda, gque se mani-
festd también en los tejidos no malignos, serd analizada poste-
riormente. Cuando se tratd al homogenato tisular con Tritdn
X-100 antes de la centrifugacidn también aparecid en el sobrena
dante de 28.000 x g una banda correspondiente a la FAC tipo 1,
tal como se puede observar en la Figura 1.b). Con el objetivo
de identificar a las distintas bandas de FAC del tejido mamario
se corrieron en forma paralela muestras de: plasma con FAC tipo
S (Figura 1'.c)), FACP purificada (Figura 1.d)) y sobrenadante de
28.000 x g de higado humano que contiene FAC tipos 1 y 3 (Figura
1.e)).

La.identidad de las bandas de FAC encontradas en el te-
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jideo mamario fue confirmada al incorporar a la solucidén de tin
cidén distintos inhibidores. Tal como sefialamos anteriormente,
sélo la FAC tipo 5 y las denominadas FAC eritrocitarias son re-
sistentes a la inhibicidn con (+) tartrato. Como se esperaba,
el (+) tartrato inhibié a todas las bandas de FAC que se habian
detectado en los 3 tipos de tejido mamario. Las mismas, en cam

] ++
bio, no fueron afectadas por Cu y formol, compuestos que se

caracterizan por inhibir fuertemente sélo a las FAC eritrocita-

rias.

Figura 1: Perfiles electroforéticos de FAC en geles de

poliacrilamida

A h W=

a b c d e

\ Y
)

a) Carcinoma mamario; b) carcinoma mamario tratado con Tritdn

X-100 al 5%; c) plasma; d) FACP purificada; e) higado normal

tratado con Tritén X-100. Todos los geles fueron tefiidos para

FAC.




51

1.3. Reaccidn entre la FAC tipo 4 de carcinoma mamario y an-

tisuero anti-FACP

En la Introduccidn hemos citado trabajos en los cuales
se demuestra que las FAC tipo 4 de prdéstata y leucocitos reac-
cionan en forma cruzada contra un antisuero preparado contra
FACP altamente purificada. Dado que mediante electroforesis
hemos identificado en el tejido mamario la presencia de FAC ti-
po 4, se decidid estudiar si la misma reaccionaba contra anti-
FACP. Para ello se tratd de separar dicha FAC de las demds.

Con ese fin un sobrenadante de 28.000 x g de carcinoma mamario
obtenido de acuerdo con lo descripto en Métodos (sin tratamien-
to con Tritdén X-100) fue corrido a través de una columna de
Sephadex G-200. Luego de la elucidn se identificaron 2 picos
con méxima actividad de FAC en las fracciones 16 y 28 (Figura 2).
La enzima eluida en el primer pico serd analizada posteriormente
dado que no penetrd un gel de poliacrilamida al 7,5%. Cuando se
corrié en un gel similaé una muestra correspondiente al segundo
pico se observd que la misma contenia las FAC tipo 3 y 4 (Figura
4.a). Para separar ambas enzimas se efectud entonces una colum-
na de DEAE-Sephadex, eluyéndose la misma con un gradiente lineal
de ClNa (Figura 3). El perfil de elucidn presentdé 2 picos de ac
tividad de FAC claramente separados. El primer pico, el cual po
seia la mayor parte de la actividad, fue identificado mediante

electroforesis como el que contenia la FAC tipo 3 (Figura 4.b)),
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mientras que en el segundo pico se encontrdé la FAC tipo 4 (Figu
ra 4.c)). Se corrieron ademds en geles paralelos muestras de
los 2 picos de esta columna y se efectud una coloracidn para
proteina. Ninguno de los 2 picos mostrdé la presencia de can-
tidades detectables de otras proteinas ademds de las FAC ya iden

tificadas (Figuras 4.e) y 4.f)).

Figura 4: Perfiles electroforéticos de fracciones eluidas

de las columnas de Sephadex G-200 y DEAE-Sephadex

——
L

ST |

a b c d e f

a) fraccidén 28 de la columna de Sephadex G-200; b) y e) frac-
cién 26 de la columna de DEAE-Sephadex; c) y f) fraccidn 39 de
la columna de DEAE-Sephadex; d) sobrenadante de 28.000 x g de
carcinoma mamario. a), b)), c¢) y d) fueron tefilidos para acti-

vidad enzimdtica; e) y f) fueron tefiidos para proteinas.




Contando ya con las FAC en forma separada se estudid
la reaccidén de las mismas contra el antisuero anti-FACP median
te una contrainmunoelectroforesis (CIE). Para ello se mezcla-
ron las fracciones correspondientes al 22 pico de la columna de
DEAE-Sephadex y se las concentrd unas 10 veces contra Ficoll
sélido hasta alcanzar una concentraciédn de FAC similar a la
del 12 pico, el cual a su vez fue concentrado 2 veces. Cuando
se efectud la CIE se observd que sélo la muestra que contenia
la FAC tipo 4 reaccionaba en forma cruzada con el antisuero
anti-FACP reteniendo su actividad enzimdtica (Figura 5). Re-
sultados similares se obtuvieron cuando se usd un antisuero de

cabra en lugar del antisuero preparado en conejc.

2. Andlisis de un complejo de alto peso molecular con actividad

de FAC (C-FAC)

2.1, Columnas de Sepharose 6B

En la primer parte de los Resultados se ha mostrado que,
cuando un sobrenadante de 28.000 x g proveniente de carcinoma ma
mario es corrido a través de una columna de Sephadex G-20C apare
ce, ademds de un pico con las FAC tipo 3 y 4, un pico con acti-
vidad de FAC que es excluido de la columna, lo que sugiere un PM
elevado ( 200.000 D) o su unidn a una fraccidédn particulada.

Para descartar la unidn de la FAC a la fraccidn particu-
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Figura 5: Reactividad de las FAC tipo 3 y tipo 4 eluidas
de la columna de DEAE-Sephadex contra antisuero

anti-FACP.

(a) (b)

DENSIDAD OPTICA (590 nm)

+ - + -

a) FAC tipo 3 y b) FAC tipo 4 fueron sometidas a una CIE
colocando en el orificio anddico antisuero anti-FACP (+)

o suero normal de conejo (-).

lada se corridé un sobrenadante de 108.000 x g, preparado a par-
tir de carcinoma mamario tal como se describid en Métodos, a

través de una columna de Sepharose 6B. En la Figura 6 se puede
apreciar que al eluir con buffer BTS aparecieron 2 picos con ac

tividad de FAC, el primero de los cuales aparecid inmediatamente



inmediatamente después del Vo. Cuando se analizé mediante elec
troforesis en gel de acrilamida al 7,5% el contenido de los pi-
cos, se comprobd que el primer pico presentaba una banda de FAC
que no penetraba el gel de poro fino (Fiqura 7.a)) mientras gque
el segundo pico contenia las FAC tipo 3 y tipo 4 (Figura 7.4d)).

Cuando una muestra del primer pico fue corrida a través
de un gel con menor concentracidn de acrilamida (3%), se obser-
vé que aparecia una banda de FAC en el gel de poro fino mientras
gque no se detectd actividad remanente en el gel de poro grueso
(Figura 7.e)).

Los resultados obtenidos en la corrida de la columna de
Sepharose 6B y en la electroforesis indicaron que estdbamos en
presencia de un C-FAC. La estabilidad de este C-FAC se pudo ve
rificar al recromatografiar el primer pico de la columna de
Sepharose 6B a través de otra columna similar ya que nuevamente
eluyd como dnico pico de actividad inmediatamente después del
Vo.

Cuando se repitid el procedimiento de homogeneizacidn
y cromatografia a través de Sepharose 6B utilizando un buffer
de pH 4dcido (buffer acetato pH 5,0) en lugar del buffer Tris-
sulfato, se obtuvo otra comprobacidn de la estabilidad del com-
plejo ya que el perfil de elucidn de la columna fue similar al

obtenido con buffer BTS.
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Figura 7: Perfiles electroforéticos de fracciones eluidas de las colum

nas de Sepharose 6B.

AW

a b c d e f g
a), b) y e) fraccién 11 de la Figura 6; c) y f) fraccién 24 de la Fi-
gura 8; d) y g) fraccidén 23 de la Figura 6. Todos los geles fueron
tefiidos para actividad enzimdtica excepto el b) que fue tefiido para
glicoproteina; e), f) y g) son geles con 3% de acrilamida, el resto de

los geles tienen 7,5%.

2.2. Estudio acerca de la posible asociacidn con lipidos

Se tratd de investigar, entonces, si la existencia de
este C-FAC puede ser resultado de una asociacidn con lipidos.
Para ello se trataron homogenatos de carcinoma mamario con

Tritédn X-10.0 a una concentracidn final del 5% durante 30 minu-
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tos. Luego de obtener el sobrenadante de 108.000 x g se lo
sembrd en una columna de Sepharose 6B pero agregando al buffer

de elucidén (BTS) Tritdén X-1C0 al 5%. En estas condiciones se
obtuvieron 3 tipos con actividad de FAC (Figura 8). El primer
pico, que eluyd inmediatamente después del Vo, mostrdé en electro
foresis en geles de acrilamida al 7,5% una banda de FAC que no
penetrd el gel de poro fino. El segundo pico presentd una ban-
da con la FAC tipo 1 (Figura 7.c)) y el (ltimo pico contenia,

al igual que el segundo pico de Sepharose 6B eluida sin Tritén,
las FAC tipo 3 y 4.

Por otro lado se incubaron muestras de C-FAC en presen-
cia de Lubrol PX y Lubrol WX, detergentes que ya fueron utili-
zados para separar FALC asociada con lipidos (Crofton y Smith,
1981). Ninguno de los 2 tratamientos alterd la movilidad elec-
troforética del C-FAC en geles de 7,5 o 3% de acrilamida. Asi-
mismo cuando otra muestra de C-FAC fue tratada con n-butanol,
tal como se describid en Métodos, toda la actividad de FAC se re
cuperd en la fase acuosa y no se detectaron cambios en la movi-

lidad electroforética luego del tratamiento.

2.3. Estudios en torno a una posible agregacidn o polimeriza-

cidn proteica

En primer lugar se verificéd que este C-FAC también apa-

rece cuando se agrega al buffer de homogeneizacidn y corrida un
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compuesto como el ditiotreitol 1,5 mM que estabiliza los grupos
sulfhidrilicos.

Para estudiar la presencia de agregados proteicos se
concentraron muestras de C-FAC eluidas de Sepharose 6B, se las
tratd con urea 8 M o SDS al 2% y se las corrid por columnas de
Sepharose CL-4B tal como se describidé en Métcdos.

Como se puede observar en las Figuras 9 y 10 ni la urea
ni el SDS respectivamente lograron reducir en forma significati
va el PM del C-FAC. Por el contrario, se puede apreciar que el
Unico pico con actividad de FAC aparece cercano al Vo y muy le-
jos de la zona que corresponde a los PM de las FAC humanas bien

caracterizadas.

2.4. Purificacidn del C-FAC

Se tratd de purificar mds al C-FAC luego de su elucidn
de la columna de Sepharose 6B. En la Tabla 2 se resumen los su
cesivos pasos efectuados tal como se describid en Métodos. Hay
gque tener en cuenta que la purificacidn real alcanzada debe haber
sido varias veces mayor a lo indicado en la Tabla, ya gque, al me-
dir la actividad de FAC en el sobrenadante del cual se partid se
incluydé también a otras FAC ademds del C-FAC. Luego del dltimo
paso, una muestra del C-FAC fue tratada con SDS 2% en condiciones
no reductivas y se efectud una electroforesis con SDS de acuerdo

a lo seflalado en Métodos. Al tefiir para FAC se observdé una dnica
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ABSORBANCIA (280 nm)
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PROTEINA ( mg/ml)
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banda de actividad que apenas penetrd en el gel de poro fino y que
coincidié con la dnica banda observable cuando se colored para
proteina (datos no mostrados).

Cuando una muestra concentrada del C-FAC purificado se
corridé a través de una columna de Sepharose CL-4B eluyendo con
buffer BTS se obtuvo un dnico pico con actividad enzimdtica que
presentb, de acuerdo con la calibracidn de la columna, un peso
molecular aparente de aproximadamente 106 D (Figura 11).

Para estudiar la presencia de residuos glicosidicos se
efectud una electroforesis en gel de acrilamida al 7,5% con una
muestra purificada. Luego de tefiir para hidratos de carbono,
tal como se describié en Métodos, se observd una Gnica banda muy
intensa que no penetrd el gel de poro fino (Figura 10.b)). La
tircidn para hidratos de carbono no se efectud en un gel de 3%

de acrilamida porque éste no resistia el proceso de coloracidn.

2.5.Presencia del C-FAC en otros tejidos

Se tratd de ver si este C-FAC estd presente en higado y
placenta humanos, tejidos en los cuales se habia descripto 1la
presencia de una FAC e mds de 200.000 D (Dipietro y Zengerle,
1967; Rehkop y Van Etten, 1975). Sin embargo, cuando se corrie
ron sobrenadantes (preparados de igual forma que de carcinoma
mamario) a través de columnas de Sepharose 6B no se detectaron

picos con actividad de FAC excluidos de la columna en ninguno de
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los dos tejidos. Por otro lado, cuando se corrié el sobrenadan
te de tejido normal mamario, se observd un pico con actividad
de FAC que aparecid inmediatamente después del Vo, en forma si-
milar a lo descripto para carcinoma mamario. Ya se ha sefiala-
do que cuando se corrid sobrenadante de tejido normal mamario en
geles de acrilamida al 7,5% se pudo apreciar una banda de FAC

gque no penetraba el gel de poro fino.

3. Alslamiento y estudio de diversas propiedades de la FAC tipo

3 de carcinoma y tejido normal mamario

Los resultados obtenidos al estudiar las FAC no eritro-
citarias en el carcinoma y en el tejido normal mamario nos han
indicado que existe un incremento notorio de las mismas en el
carcinoma y que este incremento no parece deberse a la apari-
cidn de alguna FAC ausente en el tejido normal mamario. A 1la
vez, los perfiles electroforéticos y distintas columnas efec-
tuadas han indicado con claridad que la FAC tipo 3 es la que
presenta mayor actividad tanto en carcinoma, como en el tejido
normal mamario.

Dado que la FAC tipo 3 no ha sido estudiada en deta-.
lle en tejidos tumorales ni en tejidos mamarios, se decidié ana
lizar sus propiedades en el carcinoma mamario. A la vez, Yy en

la medida de las posibilidades que brindé la escasa disponibili
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daed de muestras de tejido normal mamario, se compararon dichas
propiedades con las de la FAC tipo 3, obtenida a partir del te-
jido normal. Dicha comparacidén se efectud con la intencidn bi-
sica de conocer si el aumento de la actividad de FAC tipo 3 en
el carcinoma va acompafiada de algin cambio en alguna de sus pro
piedades que no se ve reflejado en la movilidad electroforéti-

cae.

3.1. Aislamiento de FAC tipo 3 de carcinoma y tejido normal

mamario

Para aislar la FAC de carcinoma se partid de 80 g de te
jido. Se lo homogeneizé en buffer acetato 50 mM pH 5,0 de acuer
do a 1lo descripto en Métodos. Luego de la homogeneizacidn, los
homogenatos fueron centrifugados a 28.000 x g durante 30 minutos
descartidndose el precipitado. Luego se efectud el fraccionamien
to con sulfato de amonio. Cuando se analizd cada fraccidén me-
diante geles de poliacrilamida se verificd que el precipitado en
tre el 55% y el 75% de saturacidn contenfa las FAC tipo 3 y 4 ca
si en su totalidad. Se resuspendid dicha fraccidn y se la co-
rrié a través de una columna de Sephadex G-200 tal como se des-
cribié en Métodos. Al medir la actividad de FAC en las fraccio
nes eluidas se detectd un solo pico (Figura 12). Cuando se ana-
1izé dicho pico mediante electroforesis se verificd que el mismo

contenia a las FAC tipo 3 y 4 (Figura 13.a)). Se mezclaron en-
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tonces las fracciones que contenian las FAC y se las sembrd en
una columna de DEAE-Celulosa eluyéndose la misma con un gradien
te lineal de ClNa. Cuando se midid la actividad de FAC en las
fracciones eluidas se obtuvo el perfil que se puede observar en
la Figura 14. Al analizar mediante electroforesis el contenido
de las distintas fracciones con actividad de FAC se comprobd
que los tubos 21 a 26 contenian FAC tipo 3 (Fiqura 13.b)) mien-
tras que los tubos 34 a 40 contenian FAC tipo 4 (Figura 13.c)).

Finalmente, se tomaron las fracciones con la FAC tipo 3
Yy se las sembrdé en otra columna de DEAE-Celulosa eluyendo nueva
mente con un gradiente lineal de ClNa. Esta vez se obtuvo un
Unico pico de FAC (Figura 15) que fue identificado por su movi-
lidad electroforética en un gel de poliacrilamida como el co-
rrespondiente a la FAC tipo 3 (Figura 13.d)). Al correr en un
gel paralelo otra muestra del pico de actividad de la dltima co
lumna de DEAE-Celulosa se observd que al tefiir para proteina sé
lo se detectaba una banda, la cual aparecia a la misma distancia
del origen que la banda de FAC tipo 3 (Figura 13.e)).

Para el aislamiento de la FAC tipo 3 a partir de 80 g
de tejido mamario normal se efectuaron exactamente 10s misros
pasos que cuando se partid del tejido maligno.

En las Tablas 2 y 4 estdn resefiados todos los pasos se-
guidos tanto para el carcinoma como para el tejido normal. Se
puede observar que la enzima tumoral fue purificada cerca de 500

veces Yy que la normal lo fue alrededor de 350 veces. Sin embar-
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gc debemos destacar que el grado de purificacidn real logrado

es por lo menos el doble del indicado dado que en el sobrena-
dante tisular donde se midid la actividad de FAC inicial esta-
ban presentes, ademds de la FAC tipo 3, otras FAC que luego fue-

ron eliminadas en los sucesivos pasos.

Figura 13: Perfiles electroforéticos de las fracciones con
actividad de FAC eluidas de las columnas efec-

tuadas durante la purificacidén de la FAC tipo 3.

a b c d e

a) Fraccidn 20 de la Figura 12; b) Fraccidn 23 de la Figu-
ra 14; c) Fraccidn 37 de la Figura 14; d) Fraccidén 22 de
la Figura 15; e) Fraccidn 22 de la Figura 15. Los geles
a)eymbi, et y d) fueron tefiidos para FAC mientras que el

gel e) fue tefiido para proteina.
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3.2. Medicién del PM de la FAC tipo 3 de carcinoma mamario

Una vez que se contd con la enzima purificada se midié
el PM utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS en condiciones no desnaturalizantes, tal como se describié
en Métodos. En la Figura 16 se puede apreciar que la FAC tipo
3, manteniendo su actividad enzimdtica, presentd con esta téc-
nica un PM aparente de 103.500 D.

Por falta de enzima suficiente no se pudo determinar
mecdiante electroforesis el PM de la FAC tipo 3 proveniente de
tejido normal. Sin embargo, al efectuar la columna de Sephadex
G-200 durante la purificaciédn, el pico que contenia dicha enzima
aparecid en la misma posicidn con que eluyd laz FAC tipo 3 prove-
niente de tejido tumoral. Por lo tanto, se puede suponer que
el PM de la enzima proveniente del tejido normal debe ser préxi
mo o similar al de la proveniente del tejido tumoral.

También se corridé la enzima purificada de tumor maligno
después de tratarla en condiciones desnaturalizantes. Al tefiir
para proteina se observd una lUnica banda a la que le correspon-

dié un PM de 54.000 (Figura 16).

3.3. Especificidad de sustrato

Tal como hemos sefialado en la Introduccidn, las distin-

tas FAC suelen diferenciarse por su diferente capacidad para hi
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drolizar diversos sustratos. Por lo tanto, se decidid estudiar
en este aspecto a las FAC tipo 3 aisladas del tejido mamario.
En la Tabla 5 se puede observar, en primer lugar, que ambas en-
zimas presentan resultados muy parecidos: hidrolizan muy bien
PNFF, X-NF, en forma moderada P—GF, ASBI-F y AMP y muy poco Gé6F,
Gi1F, ATP, ADP, timidina trifosfato (TTP) y PPi, Es decir que
parecen no tener capacidad de hidrolizar pirofosfatos ni azica-
res-fosfato. También, como era de esperar, ninguna de las enzi

mas fue capaz de hidrolizar CF.

3.4. Efecto de distintos compuestos sobre la capacidad de

ambas FAC tipo 3 para hidrolizar PNFF

También se ha indicado en la Introduccidn que otro
elemento muy importante en la caracterizacidn de las distintas
FAC es el efecto de distintos compuestos sobre su capacidad de
hidrdlisis. En la Tabla 6 se puede observar que el comporta-
miento de las 2 FAC aisladas del tejido mamario frente a las
distintas sustancias estudiadas es prdcticamente similar. Es
importante destacar que tanto (+) tartrato como fluoruro inhi-

ben notoriamente a ambas enzimas.

3.5.Afinidad respecto de PNFF, X-NF y (3-GF
T

Se midid el Km de la FAC tumoral respecto de los 3 sus-
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Tabla 5: Especificidad de sustrato de las FAC tipo 3 de carci-

noma y tejido normal mamario

Sustrato % respecto de PNFF
Carcinoma Tejido normal
PNFF 100 100
>-GF 36 36
x-NF 72 67
G6F 6 7
G1F 19 17
ASBI-F 34 33
AMP 41 38
ATP 15 13
ADP 12 10
TTP 12 NM
PPi 12 7
CF 2 1

Cada determinacidédn se efectud por duplicado y se calculé el
promedio. La actividad respecto del PNFF fue fijada arbitra-
riamente como 100,

NM: no medido.
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Tabla 6: Efecto de distintos compuestos sobre la capacidad de
las FAC tipo 3 de carcinoma y tejido normal mamario

de hidrolizar PNFF

Compuesto $ del control
Carcinoma Tejido normal

(+) tartrato (20 .mM) 13 12
Ditiotreitol (1mM) 102 100
Mercaptoetanol (1mM) 94 102
EDTA (5mM) 83 80
Cisteina (1mM) 94 95
Clzzn (1mM) 91 95
Molibdato de NH4 (1mM) 66 66
ClNa (5mM) 95 53
Cleg (5mMO 92 87
FNa (10mM) 13 18
Alloxano (50mM) 100 102

El control se mididé de la misma forma que el resto de las de-
terminaciones, pero no se le agregd ningdn compuesto a la mez
cla de incubacién. Cada determinacién se efectud por duplica

do y se calculd el promedio.
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tratos que mejor hidroliza entre los estudiadps: PNFF, &-NF Y

P—GF.

se calculd un Km respecto del PNFF de 0,66 mM. En la misma Fi-

A partir de los resultados presentados en la Figura 17

gura se presentan, ademds, las curvas de inhibicidn por (+) tar
trato. De acuerdo con las mismas se calculd un Ki de C,028 mM.
Con respecto a la enzima proveniente del tejido normal,
de acuerdo con la curva de la Figura 18 se calculd un Km respec
to del PNFF de 0,63 md.
Los Km respecto de P—GF y ®X-NF se pudieron calcular sé-

lo para la enzima tumoral, obteniéndose como resultados 3,57 mM

y 1,06 mM, respectivamente.

3.6. Termoestabilidad a 50°C y 60°C

Al estudiar la termoestabilidad de la FAC proveniente
de carcinoma a 50°C y 60°C durante 60 minutos se obtuvieron las
curvas que se muestran en la Figura 19 y que indican que la en
zima es bastante estable a 50°C ya que conserva un 74% de acti
vidad luego de 60 minutos. En cambio, a 60°C sdlo conserva un

5% de actividad lueqgo de dicho lapso.

3.7. Determinacidn del pH Sptimo

Finalmente, se determind de acuerdo a lo descripto en
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Figura 18: Determinacién de Km de la FAC tipo 3 de tejido nor-

mal respecto de PNFF
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Cada punto se determindé por duplicado y se calculd el prome-

dio.
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Termoestabilidad de la FAC tipo 3 tumoral a 50°C y

60°C

100

50

‘o
-y
-
-
~~~~
-~ -
‘-

0 ] 1 o

20 40 60
TIEMPO (min.)

Cada punto se determind por duplicado y se calculd el promedio.

) e 50°C; o----0 60°C.
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Métodos el pH Sptimo de la FAC tipo 3 de carcinoma mamario uti-
lizando como sustratos PNFF y P-GF. De acuerdo con lo que se
puede observar en la Figura 20 esta enzima presenta un pH &8pti-
mo de 3,5 a 4,0 para PNFF y de 5,0 para P-GF. Cuando se estudid
el pH Séptimo de la FAC proveniente de tejido normal utilizando
como sustrato PNFF se obtuvo una curva muy parecida a la obteni
da con la enzira de tumor. Er este caso la mdxima actividad se

ubicé en un intervalo de pH de 3,5 a 4,0.

4. Presencia de "FAC tipo 2" en la leche humana

En la Introduccidn se ha sefialado la intencidn de es-
tudiar qué tipo de FAC estd presente en la leche humana ya que
ésta puede ser una excelente fuente para la obtencién de FAC

originadas en el epitelio mamario.

4.1, Electroforesis en gel de poliacrilarmida de la leche

descremada

Primeramente se separd la crema tal como se describid
en Métodos. Cuando se mididé la actividad de FAC total en 1la
crema y en la leche descremada proveniente de distintas mues-
tras se verificéd que casi toda la actividad (alrededor del 95%)

se encontraba en la leche descremada. Por lo tanto, los poste-
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Figura 20: Determinacidén de pH Sptimo respecto de PNFF y(}—GF
para la FAC tipo 3de carcinoma y respecto de PNFF

para la FAC tipo 3 de tejicdo normal mamario

FOSFATASA ACIDA (mU/ml)

B

o'/F 30 ) 50 60 70

Cada punto se determind por duplicado y se calculd el promedio.

) e PNFF, FAC de carcinoma; o----0 PNFF, FAC de tejido normal;

‘——A(&-GF, FAC de carcinoma.
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riores estudios se efectuaron en dicha fraccidn.

Al desarrollar, para el andlisis de las FAC, el siste-
ma electroforético de Li y col. se encontré que todas las mues
tras de leche descremada gque se analizaron poseian no sélo FAC
tipo 3 y tipo 4 (ambas estdn presentes en el epitelio mamario)
sino que también contaban con una banda de FAC con similar movi
lidad electroforética que una muestra de FACP purificada (FAC
tipo 2) que se corrid en otro gel en forma paralela (Figura 21).

Esta observacidédn resultd un tanto inesperada ya que,
tal como se sefiald en la Introduccidn, la FAC tipo 2 se encon-
trd hastz el momento fundamentalmente en prdéstata y, en pequefias
cantidades, en pdncreas, bazo, neutréfilos y monocitos. Ademds,
en nuestros estudios efectuados en tejido mamario no se encontra

ron cantidades detectables de dicha enzima.

4.2. Separacidn de las FAC de la leche descremada

Se decidid, por lo tanto, tratar de verificar si la FAC
de la leche que presenta similar movilidad electroforética que
la FACP poseia también otras propiedades gue caracterizan a esta
enzima. Para ello fue necesario separar la FAC en cuestidn de
las otras FAC presentes en la leche descremada.

Con este objetivo se corridé una muestra de la misma a
través de una columna de DEAE-Celulosa de acuerdo con lo des-

cripto en Métodos. Al eluir con un gradiente lineal de ClNa se
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Figura 21: Perfiles electroforéticos de FAC en geles de poli-

acrilamida

a) leche descremada; b) FACP purificada; c) FAC
tipos 3 y 4 de carcinoma mamario. Todos los geles

fueron tefiidos para FAC.

observd que toda la actividad de FAC aparecia en un solo pico
(Figura 22). Cuando se analizd dichoc pico mediante electrofo
resis se comprobdé que en el mismo estaban presenteslas mismas
bandas que habia en la leche descremada original (Figura 24.a)).
Pensando en algln tipo de asociacidn o agregacidn entre
las distintas FAC se decidid recromatografiar el pico de FAC
eluido de la columna de DEAE-Celulosa a través de una segunda
columna pero tratando previamente la muestra con Tritén X-100.
Para ello se mezclaron las fracciones 29 a 34 de la primer co-

lumna, se las concentrd 5 veces contra Ficoll sélido y se adgre-
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gé Tritdn X-100 a una concentracién final del 0,5%. Al eluir
esta muestra por la segunda columna de DEAE-Celulosa se obtuvie
ron 3 picos de actividad, el primero de los cuales fue eluido
cuando se lavd la columna con ClNa 50 mM (Figura 23). Al anali-
zar mediante electroforesis las FAC presentes en cada pico se
pudo verificar que el primer pico contenia la FAC tipo 3, el se-
gundo pico la tipo 4 y el tercer pico la FAC que presenta simi-

lar movilidad electroforética que la FACP (Figura 24).

4.3. Algunas caracteristicas de la "FAC tipo 2" encontrada en

la leche descremada.

En primera instancia, se verificd tanto en gel de polia-
crilamida como en solucidn que esta FAC es casi totalmente inhi-
bida por (+) tartrato, cosa que también ocurre con la FACP. Sin
embargo, esta propiedad, asi como otras caracteristicas bioquimi-
cas de la FAC tipo 2, es también compartida por otras FAC. Por
el contrario, y tal como se sefiald en la introduccidn, la dnica
propiedad bioquimica que hasta el momento ha diferenciado a 1la
FACP de las otras FAC en forma neta ha sido su capacidad para hi
drolizar CF.

Se decidid, por lo tanto, estudiar la actividad de la
"FAC tipo 2" aislada de la leche descrerada respecto de dicho sus
trato. Para ello se compard la actividad de las 3 FAC separadas

respecto de PNFF y CF,. También se hizo lo mismo con una muestra
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Figura 24: Perfiles electroforéticos de los picos eluidos de las

columnas de DEAE-Celulosa.

a) Unico pico de la primer columna; b) 12 pico de
la segunda columna; c) 2° pico de la segunda co-
lumna; d) 32 pico de la segunda columna. Todos

los geles fueron tefiidos para FAC.

de FACP purificada. En la Tabla 7 se puede apreciar que la
"FAC tipo 2" aislada de la leche descremada hidroliza muy bien
CF, cosa gue no ocurre con las otras FAC de similar origen.
Finalmente se decidid verificar si la "FAC tipo 2" de
la leche reaccionaba contra un antisuero anti-FACP Para
ello se efectud una CIE sembrdndose muestras de las 3 FAC sepa

radas por cromatografia. Tal como se puede observar en la Fi-
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Tabla 7: Actividad de las FAC separadas por la segunda columna

de DEAE-Celulosa respecto de PNFF y CP

Enzima PNFF CF CF/PNFF
(/unol/30 min) Wol/30 min)

FACP 0,11 0,045 0,39
le¢ pico (FAC tipo 3) 0,17 0,005 0,03
22 pico (FAC tipo 14) 0,15 0,004 0,03
32 pico ("FAC tipo 2") 0,11 0,057 0,52

Se tomaron muestras de cada Pico o de enzima purificada y se las
ensayé de acuerdo a lo descripto en métodos. Cada determinacidn

se efectud por duplicado y se calculd el promedio.

gura 25 la "FAC tipo 2", al igual que la tipo 4, presenta reac-
cidén positiva con el antisuero, cosa que no ocurridé con la FAC

tipo 3.
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Figura 25: Reaccidn de las FAC separadas por la segunda colum-

na de DEAE-Celulosa contra un antisuero anti-FACP

(a) (b)

DENSIDAD OPTICA (590 nm)

(c)

Se tomaron muestras concentradas cinco veces de los picos y se

efectud una CIE. a) 3¢ pico; b) 2¢

dnodo se sembrd antisuero anti-FACP

pico;

(+)

O

c) primer pico. En el

suero normal de conejo

(=)
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5. Utilidad del dosaje de la FACTR en la deteccidén de metdsta-

sis J8seas.

Tal como se ha sefialado en la introduccidn, resultados
obtenidos por distintos autores sugieren que una FACTR (la FAC
tipo 5b) seria la responsable del incremento de la FAC sérica
total descripto en pacientes con cdncer de mama metastdsico.
Incluso se llegd a proponer que el origen de dicha FAC incre-
mentada seria 6seo ya que el hueso es muy rico en la menciona-
da FAC tipo Sb.

Los resultados que se han presentado en la primer parte
de este trabajo refuerzan netamente esta propuesta, ya que se
ha demostrado que el carcinoma mamario no posee FAC tipo Sb y
por lc tanto no puede ser el origen del incremento de la misma
en el suero. Por otro lado es bien conocido gque numerosos pro-
cesos metastdsicos en hueso involucran resorcidén ésea, para lo
cual se requiere actividad osteoclédstica. En diversos trabajos
se ha demostrado que durante los procesos osteocldsticos se pro
duce la liberacidn de FACTR (Minkin, 1982; Hammarstrom y col,
1971,

Er funcidén de todo esto se decididé estudiar en un conjun
to de 72 pacientes la utilidad del dosaje de FACTR en el suero
para la deteccidédn de metdstasis &seas.

Dado que hasta el momento él dosaje de la FALC es unc de

los métodos bioquimicos que mejor ha reflejado la presencia de



dichas metdstasis (Gielen y col., 1976), tambiédn se estimaron
los niveles de FALC en nuestra serie de pacientes.

En el estudio se incluyeron pacientes con cdncer de mama
primario y con metistasis éseas. Ademds se analizaron sueros de
pacientes con metdstasis &seas pero con otros tipos de tumor pri
mario, ya que también se ha sugerido que hay actividad osteocléi
tica en procesos metastdsicos originados por otros tumores ademds
de los mamarios.

En la figura 26 se puede observar que 29 pacientes (76%)
de los 38 con metdstasis &seas presentaron valores de FACTR por
encima de los normales, mientras que ningdin paciente sin metds-
tasis &seas presentd niveles elevados. Cabe agregar ademds que
en estos pacientes metastdsicos no se encontrd ninguna correlacidn
entre el tipo de tumor primario y los niveles de actividad enzi-
midtica, aungqgue para sacar conclusiones vdlidas en este sentido
serd necesario analizar un mayor ndimero de casos.

Al hacer un andlisis estadistico acerca de la capacidad
del dosaje de la FACTR para discriminar, en nuestra serie de pa-
cientes, aquellos que tenian metdstasis &seas, se obtuvieron los

siguientes resultados:

Pacientes ccon metdstasis: x

i
W,
~
N

1,0
0,1

Facientes sin metdstasis: x

]
[\8)
~
[l
1+ +

entre ambas subpoblaciones se encontraron diferencias significa-

tivas (p<€0,005).
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Figura 26: Niveles séricos de FACTR en pacientes de cdncer sin
y con metdstasis dseas.

La linea ho;izontal representa el limite superior de FACTR de da

dores ncrmales adultos, el cual se determind sumando 2 desvieacio

nes standard al valor promedio hallado en el laboratorio.
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En la Figura 27 se observa que 25 pacientes (66%) de los
38 con metastasis &éseas presentaron valores de FALC por encima
de los normales mientras que 4 pacientes (12%) sin metdstasis
dseas presentaron también niveles elevados.

Es importante destacar que no todos los pacientes con me-
tdstasis 8seas que presentaron niveles normales de FACTR tuvie-
ron niveles de FALC normales. En la Figura 28 se puede observar

que 34 de los 38 pacientes (89%) con metdstasis &seas presentaron

FACTR y/o FALC elevadas.
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Figura 28: Elevacidn de FACTR y FALC en pacientes con metdstasis

éseas
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DISCUSION

1. Andlisis cuantitativo y cualitativo de las FAC no eritroci-

tarias en carcinoma primario, fibroadenoma y tejido normal

de mama

Los estudios cuantitativos en torno a las FAC no eritro-
citarias de carcinoma y tejidos no malignos efectuados en esta
tesis confirman resultados previos mencionados en la introduc-
cidén. En particular, es importante destacar que la confirmacidn
del incremento de las FAC no eritrocitarias en el carcinoma mama
rio también se ha verificado en este trabajo cuando se expresé
la actividad enzimdtica por mg de DNA.

Dado que no se conoce con precisién el rol fisioldgico
de las FAC es dificil asignarle un significado especifico al in
cremento de dicha enzima en el carcinoma mamario. Algunos tra-
bajos efectuados en tumores mamarios hormonodependientes induci-
dos en ratdn han mostrado un incremento notorio de las FAC cuan-
do se induce la regresidn del tumor. Esto ha llevado a proponer
gue el incremento de las FAC estaria vinculado con el importante
rol que juegan estas enzimas en el catabolismo de macromoléculas
de ocurre durante la regresidn tumoral (Nicholson y Davies, 1974;
Ball y col., 1982; Al-Jurf y col., 1982). Este criterio, sin em

bargo, no parece aplicable a este trabtajo dado que ninguno de los
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tumores presentaban sefilales evidentes de estar en regresidn.

Por otro lado la propuesta surgida de investigaciones
efectuadas con tumores experimentales, acerca de la vinculacién
entre los niveles de FAC y la invasividad de un tumor (Sylven,
1968; Tunis v col., 1973) requiere mayores estudios para poder
ser tenida en cuenta e€n el caso de los carcinomas mamarios huma-
nos. Asimismo, el hecho de que los fibroadenomas presenten tam-
bién un incremento (aungue menor) del nivel de las FAC no eritro-
citarias pareciera indicar que dicho incremento no estaria vincu
lado a la malignidad del proceso.

Al estudiar los perfiles electroforéticos de FAC en los
3 tipos de tejido mamario analizados no se encontrd ninguna ban-
da en el carcinoma distinta a las presentes en el tejido mamario
normal o en el fibroadenoma. A la vez, las bandas detectadas,
que corresponden a las FAC tipo 1, 3 y 4, estdn presentes en mu-
chos otros tejidos humanos. En particular los perfiles electro-
foréticos de rifidn, hueso y adrenal son similares al descripto
aqui para el tejido mamario (Lam y col., 1973).

En forma simultdnea a estos estudics se publicé un traba-
jo en el que también se analizd el perfil electroforético de las
FAC no eritrocitarias en el carcinoma mamario (Tavassoli y col.,
1981). Los resultados expuestos en dicho trabajo no coinciden
en parte con los aqui presentados dado que los autores sélo en-
contraron FAC tipo 3 en el carcinoma de mama. La ausencia de

FAC tipo 1 po es sorprendente ya que dichos autores no trataron
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los homogenatos tisulares con Tritdén X-100. Por otro lado, el
no hallazgo de la FAC tipo 4 puede deberse a que para realizar
el trabajo en cuestidén se emplearon alicuotas de citosoles pre-
parados varios afios antes del momento en que se hicieron los es-
tudios. Se ha observado en nuestro laboratorio que 1la FAC tipo
4 pierde actividad, ain congelada, si se la conserva por largos pe
riodos o si se la somete a procesos sucesivos de congelamiento y
descongenlamiento.

La posibilidad de que en este trabajo se haya detectado
la FAC tipo 4 en los sobrenadantes de 28.000 x g debido a 1la
unién de la misma a fracciones membrarnales no precipitadas debe
descartarse dado que cuando se cromatografiaron dichos sobrenadan
tes por columnas de Sephadex G-200 la FAC tipo 4 no fue excluida.

No parece probable, a la vez, que dicha FAC haya sido pro
ducida por células inflamatorias infiltradas en el tejido mama-
rio, ya que, por un lado, la FAC tipo 4 ha sido también detecta-
da en el fibroadenoma y en el tejido normal, los gue no poseen
infiltrados inflamatorios. Por otro lado, los neutréfilos y ma-
créfagos poseen FAC tipo 2 en-niveles similares a los de FAC ti-
po 4 (Yam, 1974; Lafuente y col., 1979; Yam y col., 198l) y no
hemos detectado en los sobrenadantes tisulares la banda corres-
pondiente a la FAC tipo 2.

Las FAC tipo 3 y 4 fueron separadas mediante 2 cromatogra
fias sucesivas por columna. Intentos preliminares para separar

ambas enzimas efectuando directamente una cromatografia de inter
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cambio idnico no fueron efectivos ya que se producia una gran
pérdida de actividad enzimdtica, en particular de la FAC tipo 3.
Empleando una columna de Sephadex G-200 antes de la columna de
intercambio idnico se logrd separar las FAC manteniendo la rela-
cién original de actividades entre ambas.

La reaccidn cruzada contra el antisuero anti-FACP de la
FAC tipo 4 aislada del carcinoma mamario confirma observaciones
previas efectuadas con FAC tipo 4 aislada a partir de neutrdéfi-
los (Yam y col, 1981).

En trabajos recientes (Li y col., 1980; Lam y col., 1978b)
diversos autores, aplicando un método inmunohistoquimico para el
diagndstico de metdstasis de cdncer prostdtico, encontraron que
un alto porcentaje de tumores mamarios presenta reaccidn positi-
va frente al anticuerpo anti-FACP, mientras que tumores de intes
tino y pulmdn no presentan en ningdn caso reaccidn positiva.
Dado que estos 2 tumores no contienen FAC tipo 4, y que en este
trabajo se ha demostrado la presencia de esta enzima en el tumor
mamario, es 1ld6gico suponer que las reacciones positivas de dicho
tumor con el anticuerpo anti-FACP se deben a la presencia en el
mismo de FAC tipo 4 en cantidades detectables con el método inmu
nohistoguimico. Dado que este método estd siendo recomendado pa
ra la identificacidn de metdstasis de origen prostdtico, habria
que tener en cuenta la posibilidad de que metdstasis provenien-
tes de tumores primarios distintos al de préstata, pero gque po-

seen FAC tipo 4 (como el de rifién por ej. (Li y col., 1973)),



den reaccidn positiva con anti-FACP, dando lugar asi a un diag-

ndstico falso.

2. Andlisis del C-FAC

En este trabajo se demuestra la existencia de un C-FAC
en el carcinoma mamario humano no descripto hasta el momento en
otros tejidos.

Los resultados que se presentan parecen descartar la posi
bilidad de que el C-FAC encontrado en el tumor mamario sea el re
sultado de una agregacidn debido a las condiciones en las gque
fue extraido. Por un lado, dicho complejo aparecid tanto cuando
se procesd el tejido a pH 5,0 como a pH 7,4. Por otro lado, tam
poco la presencia de ditiotreitol en el buffer de preparacién
afectd su aparicidédn. Finalmente, cuando se procesaron placenta
e higado normales utilizando exactamente las mismas condiciones
que se emplearon al procesar el tumor mamario, no aparecid nin-
gin tipo de FAC de tan alto Pl.

Precisamente estos resultados obtenidos con placenta e
higado indicarian que las FAC de PM mayor que 200.000 D descrip-
tas por otros autores en dichos tejidos son entidades distintas
al complejo detectado en este trabajo en el carcinoma mamario.

Se efectuaron también diversos ensayos para tratar de ve-
rificar si el C-FAC podria ser la consecuencia de una asociacién

con lipidos o fragmentos de merbranas. Los resultados obtenidos



con Tritdén X-100, Lubrol PX, Lubrol WX y n-butanol no nos permi-
ten afirmar por el momento gque tal asociacidn exista aunque se
deberdn efectuar otros estudios para descartarla por completo.
Los experimentos efectuados con urea y SDS, reactivos muy
poderosos para la desagregacidn de agregados de diverso tipo, su
gieren fuertemente que las uniones involucradas en el C-FAC son
bdsicamente de naturaleza covalente. Es interesante destacar
que recientemente Harvey y col. (1982) utilizando métodos simila
res comprobaron la existencia de activadores de plasmindgeno de

6 y 1.10% D en una linea de cédncer de pulmén humano.

2.10

Evidentemente existe cierta incertidumbre en la determina
cién del PM del C-FaC. Por un lado se carece de marcadores ade-
cuados para el rango de 1.106 D. Por otro lado el grado de asi-
metria del C-FAC, que presentd una fuerte tincidn para hidratos
de carbono, debe ser seguramente distinto al de las proteinas
utilizadas para la calibracidén de lascolumnas.

No parece haber dudas, sin embargo, gue estamos frente
a un complejo de alto PM ya que tanto los resultados obtenidos
mediante electroforesis como mediante filtracidn por gel asi lo
indican.

El hecho de que en sobrenadante de tejido mamario normal
se haya encontrado una banda de FAC gque no penetra un gel de
acrilamida al 7,5% y que ademds, al efectuar una columna de Se-

pharose 6B aparezca un pico con actividad de FAC eluido inme-

diatamente desprués del Vo pareceria indicar gue el C-FAC encon-
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trado en el carcinoma mamario también estid presente en el tejido
normal de mama. Sin embargo, para confirmar esto se deberdn efec
tuar estudios en el tejido normal similares a los que se efectua
ron en el carcinoma, cosa que no se ha podido efectuar en este
trabajo por falta de tejido suficiente.

Si bien la intensa coloracidn obtenida cuando se efectud
tincidén para hidratos de carbono en geles de poliacrilamida po-
dria indicar unidn con peolisacdridos, se tendrdn gue hacer cotros
ensayos para conocer la estructura interna del C-FAC asi como la
posible presencia en el mismo de determinados polisacdridos u
otras macromoléculas. También serd importante estudiar las pro-
piedades enzimdticas del complejo. En ese sentido, resultados
preliminares (no mostrados) parecen adjudicar al C-FAC propieda-

des diferentes que las descriptas hasta el momento para otras FAC.

3. Estudio de diversas propiedades de las FAC tipo 3 aisladas de

carcinoma Yy tejido normal mamario

En esta tesis se presenta por primera vez la purificacidn y el
estudio de una FAC de carcinoma y de tejido normal mamario.

De acuerdo con los estudios efectuados se puede afirmar
que las caracteristicas de la FAC del carcinoma mamario coinciden
en lineas generales con las caracteristicas de la FAC tipo 3 des

criptas en la introduccidn.
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Por otro lado, las propiedades de la FAC tipo 3 deltejido
normal mamario que se han podido estudiar sugieren fuertemente
que, aln cuando dicha FAC estd incrementada en el carcinoma, con
serva en éste sus caracteristicas originales. Si bien para ser
categdricos en cuanto a la identidad de las FAC en ambos tipos
de tejido habria que hacer un andlisis de la composicidédn amino-
acidica, estd claro por los resultados obtenidos que las propie-
dades funcionales de ambas FAC son similares.

De acuerdo con la informacidén disponible, hasta el momen-
to la dnica FAC tipo 3 aislada de tejidos humanos que ha sido pu
rificada y estudiada en profundidad es la de higado normal (Sai-
ni y Van Etten, 1978b) aunque también se conocen algunas propie-
dades de las FAC tipo 3 parcialmente purificadas de placenta (Di
pietro y Zengerle, 1967) y leucocitos humanos (Li y col., 1970b).

Los PM estimados para las FAC de higado, placenta y leu-
cocitos son de 93.000, 105.000 y 96.400 D respectivamente. Es
evidente, por lo tanto, que el PM obtenido aqui para la FAC del
carcinoma mamario, 103.500, estd dentro del rango de las FAC ti-
po 3 de los otros tejidos. Es importante tener en cuenta ademds
gue los PM en dichos tejidos han sido medidos por diferentesmé-
todos, lo que de por si puede originar variaciones en el resul-
tado.

El dato obtenido al efectuar la electroforesis luego de
tratar la muestra en condiciones reductoras sugiere gue la FAC

tipo 3 de tumor mamario estd compuesta por dos subunidades de
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similar PM. Tal como se sefiald en la Introduccidn, estudios
efectuados sobre FAC tipo 3 de otros tejidos humanos han indica
do también la presencia de 2 subunidades iguales con PM pareci-
dos al encontrado en este trabajo para la FAC tipo 3 de tumor ma
mario.

Se ha demostrado que la FAC tipo 3 mamaria hidroliza muy
bien PNFF, o-NF vy P—GF Y es muy poco activa respecto de pirofos
fatos, cosa que también se ha visto con las FAC tipo 3 de higado
y placenta (Saini y Van Etten, 1978b; Dipietro y 2engerle, 1967).

Asimismo la especificidad de sustrato de la enzima mama-
ria presenta similitudes con respecto a la FAC tipo 3 de leuco-
citos ya que se ha observado gque ésta hidroliza muy bien PNFF y

-NF y en forma moderada ASBI-F (Yam, 1974). Por otro lado 1la
incapacidad de hidrolizar azicares-fosfato observada aqui para
la FAC mamaria también ha sido verificada ccn la FAC tipo 3 de
placenta (Dipietro y Zengerle, 1967).

Cuando se estudid el efecto de distintos compuestos sobre
la capacidad de hidrolizar PNFF por parte de las 2 FAC purifica-
das se observé que ambas fueron notoriamente inhibidas por (+)
tartrato 20 mi y fluoruro 10 mM. Inhibicicnes similares han si-
do verificadas en I'AC tipo 3 humanas de otros tejidos (Li y col.,
1970b; Dipietro y Zengerle, 1967).

Van Etten y col. (1974) han propuesto que iones como el
molibdato y el tungstato inhiben las FAC a través de la propiedad
que tienen de formar con el sitio activo de la enzima, de manera

ridpida y reversible, quelatos que se parecen a la forma que ad-



quiere el estado de transicién durante la hidrélisis del éster
fosfato. En nuestro caso, utilizando molibdato 1 mM hemos obte-
nido tanto para la enzima del carcinoma como del tejido nor-
mal mamario una inhibicidén del 34%. Utilizando una concentra-
cién similar de molibdato, Dipietro y Zengerle obtuvieron una
inhibicidn del 47% en FAC de placenta humana.

Es importante destacar también gue ninguna de las dos FAC
mamarias fueron afectadas en forma significativa por altas concen
traciones de sales y por diversos reactivos sulfhidrilicos. La
falta de inhibicidn por estos Gltimos se ha observado también en
otras FAC tipo 3 y en la FAC tipo 2 y es uno de los elementos
que llevd a proponer un mecanismo de accidén similar para ambos
tipos de FAC, tal como se sefiald en la Introduccidn.

Los resultados obtenidos al medir el Km respecto de PNFF
de las FAC de tumor y tejido normal muestran también una notoria
similitud ya qgue los valores hallados fueron 0,66 mM y 0,63 mM
respectivamente. Estos valores difieren de los Km obtenidos pa-
ra higado (Saini y Van Etten, 1978b) y leucocitos (Li y col.,
1970b): 0,14 y 3,6 mM respectivamente, pero hay que tener en
cuenta que en estos dos casos la medicidén se efectud en condicio
nes de pH y fuerza idnica diferentes a las utilizadas en esta te
sis, También hay diferencias entre el valor del Ki respecto del
tartrato calculado para la FAC de tumor mamario (2,8.10-2 mM) y
para la de higado normal (4,3.10-4 mM) .

La similitud entre las dos FAC mamarias purificadas tam-



bién se verificd en lo que respecta a la influencia del pH del
medio sobre la actividad de las mismas respecto del PNFF. Por
otro lado, es notorio el parecido gque presenta la curva de ac-
tividad enzimdtica en funcidn del pH de la FAC de higado nor-
mal con las curvas aqui presentadas para las FAC mamarias (Reh-
kop y Van Etten, 1975). También es similar la curva de pH ob-
tenida con la FAC de placenta, aungque en este caso la actividad
decae notoriamente a pH 3 (Dipietro y Zengerle, 1967).

Nicholson y Davies (1974) describieron algunas propieda-
des de una FAC lisosomal de PM 120.000 D que estd presente en
el tumor mamario de rata inducido con DMBA. Dado que, tal como
se sefiald en la Introduccidédn, este tumor presenta desde el punto
de vista metabdlico muchas similitudes con el carcinoma mamario
humano es interesante observar que dichas similitudes también se
manifiestan en el caso de las FAC. La FAC del tumor inducido en
rata es fuertemente inhibida por tartrato y fluoruro pero no por
reactivos sulfhidrilicos. La Unica diferencia notoria respecto
a los inhibidores se manifiesta en el caso delmolibdato, ya que
éste inhibe en mayor proporcidn (84%) a la FAC del tumor mamario
de rata. Las curvas de termoestabilidad de esta enzima coinci-
den notoriamente con las curvas presentadas en esta tesis para
la FAC del carcinoma mamario. No ocurre lo mismo, en cambio,
con la curva de actividad en furcidn del pH ya que la FAC del tu
mor de rata presenta una brusca caida de la actividad por encima

de pH 4,5.
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4. Presencia de "FAC tipo 2" en la leche humana

Al observar el perfil electroforético de las FAC de la
leche descremada se pudo verificar, por un lado, la presencia de
las bandas correspondientes a las FAC tipo 3 y 4 y de las cua-
les la leche podria ser,por lo tanto, una fuente para su obtencidn
y estudio.

Sin embargo, lo gue llamé poderosamente la atencidén en es
ta parte del trabajo fue la deteccidén en el perfil electroforéti
co de una banda que presentd una movilidad similar a la de la FAC
tipo 2 purificada de prdstata.

Los estudios bioguimicos y antigénicos efectuados posterior
mente sobre dicha "FAC tipo 2" de la leche mostraron con clari-
dad que la misma posee propiedades similares a las de la FAC ti-
po 2 purificada a partir de préstata o plasma seminal.

Si bien, de acuerdo con la informacidédn disponible, no se
ha estudiado hasta el momento las FAC de la leche humana, el ha-
llazgo de "FAC tipo 2" en la misma fue inesperado dado que, de
acuerdo con los resultados expuestos en la primera parte de esta
tesis, no se pudo detectar dicha enzima en el tejido normal mama-
rio. Un posible origen de la "FAC tipo 2" de la leche podria
ser, sin embargo, la FAC tipo 4 que, tal como se mostrd, esté
presente en el tejido mamario. Como ya se informdé en la Intro-
duccidn se ha propuesto que la FAC tipo 4 al glicosilarse puede

dar origen a la FAC tipo 2. Un proceso de glicosilacidn previo
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a la secrecidn en cantidades apreciables de FAC ya ha sido des-
cripto en levaduras (Mizunaca y Noguchi, 1982). Este proceso
de glicosilacidn y secrecidn podria tal vez ocurrir también con
la FAC tipo 4 en el tejido mamario bajo la influencia de los
cambios hormonales que ocurren durante la lactancia.

Otro aspecto interesante de este estudio es que la "FAC
tipo 2" de la leche descremada aparecidé asociada junto con la
FAC tipo 3 y 4. Dado que dicha asociacidén fue eliminada emplean
do Tritdn X-100 pareceria posible que estas FAC estén unidas de
alguna forma a la fraccién membranal de la leche descremada. En
la leche vacuna se ha verificado que dicha fraccidén membranal di
fiere en su composicidn de las membranas de la crema, contenien-
do las primeras una mayor actividad especifica de la mayoria de
las enzimas estudiadas (Kitchen, 1974).

Finalmente, es dificil especular en torno al significado
de la secrecidén de esta 'FAC tipo 2" por parte de las células de
los alvéolos mamarios ya que no se conocen con precisidn cudl es

el sustrato fisioldgico de dicha enzima.

5. Utilidad del dosaje de la FACTR en la deteccidédn de metdsta-

sis &seas

De acuerdo con los resultados aqui presentados se conclu-

ye que el dosaje de la FACTR sérica puede ser un buen método pa-



ra la deteccidén de metdstasis &seas no sélo en cdncer mamario
sino también en otros tipos de cdncer.

Tanto el porcentaje de falsos negativos (24% para la
FACTR y 34% para la FALC) como el porcentaje de falsos positivos
(0% para la FACTR y 12% para la FALC) han sido menores en el do-
saje de la FACTR. El hecho de no haber tenido falsos positivos
con la FACTR es explicable dado que su incremento por causas dis
tintas a la presencia de metistasis dseas es poco frecuente (se
lo ha descripto fundamentalmente en las enfermedades de Gaucher,
Paget y fiebre Dengue (Li y col., 1973; Mercer y col., 1977; Ro-
binson y Glew, 1980b; Sun y cecl., 1981; Lam y col., 1981; Lam Yy
col., 1982b)). La FALC, en cambio, suele presentar incrementos
en el suero en patologias hepdticas muy difundidas incluyendo
las metdstasis en higado, las cuales pueden estar también presen
tes cuando hay metdstasis &seas (Coombes y col., 1977). Por otro
lado, no existen hasta el presente métodos directos para dosar
por separado las FALC de origen &seo y hepdtico (Kaplan y Ro-
gers, 1969; Gorman y Statland, 1977; Farley y col., 1981).

En un trabajo publicado mientras se estaba realizando es-
ta parte de la tesis se midid la FAC total sérica en pacientes
con metdstasis 8seas de cdncer de mama y de otros tipos de cén-
cer, excepto préstata (Tavassoli y col., 1980). Los porcentajes
de falsos positivos y falsos negativos encontrados en dicho tra-
bajo fueron similares a los aqui presentados. Es conveniente

destacar que el dosaje de la FAC total utilizado en el trabajo
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citado no es Gtil para la deteccidn de metdstasis dseas si el
tumor primario es de prdéstata, ya que la propia prdéstata tumo-
ral libera FAC al flujo sanguineo. Tal como se ha sefalado, la
FAC de préstata no es dosada si se coloca en el medio de incuba-
cidn (+) tartrato 0,025 M, cosa cue se ha hecho en este trabajo.

El porcentaje de falscs negativos que hemos obtenido en
el dosaje de la FACTR podria indicar que, o bien no todos los pro
cesos de metdstasis Oseas involucran actividad osteocldstica per
manente, o bien que el método empleado para el dosaje es insufi-
cientemente sensible. Otros autores han sugerido, también, 1la
existencia de factores inhibitorios de la FAC tipo S5Sb en el sue-
ro, ya que encontraron que si se agrega una cantidad dada de di-
cha enzima a una solucidn, la actividad de la misma disminuye al
aumentar el porcentaje de suero (Lam y col., 1978b).

Recientemente, Lam y col., (l1982c) aprovechando que 1la
FACTR de los osteoclastos, es decir la FAC tipo 5b, es antigéni-
camente distinta a las otras FAC, han desarrollado un enzimoin-
munoensayo para su dosaje. Si bien todavia no se han efectuado
estudios clinicos, este método podria brindar la posibilidad de
aumentar la sensibilidad del dosaje y disminuir, tal vez, el por
centaje de falsos negativos.

De acuerdo con lo que se aprecia en las imd3genes radiolé-
gicas, los procesos metastdsicos en huesos parecen involucrar a
lo large de su desarrollo actividad osteobldstica y osteocldsti-

ca, aungue no se ha establecido con precisidén en gqué momento pre
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domina una u otra. Dado que la FALC abunda en los osteoblastos
(Chen y col., 1979)y laFAC tipo Sb en osteoclastos, el dosaje de
ambas enzimas a la vez deberia reducir el porcentaje de falsos
negativos que se obtiene cuando se dosa una sola de dichas enzi-
mas. Esto se verifica en la figura 28 en donde se observa que
por lo menos una de las dos enzimas estd elevada en el 89% de
los pacientes con metdstasis Jdseas.

El otro método biogquimico que ha sido mencionado como
Gtil para la deteccidn de metdstasis 8seas ha sido el dosaje de
hidroxiprolina urinaria (Guzzo y col., 1969; Cuschieri, 1973;
Powles y col., 1975). Sin embargo, se trata de un ensayo bas-
tante mds complejo que el dosaje de la FACTR o de FALC y ademés
hay trabajos que lo comparan desfavorablemente respecto a 1la
FALC en cuanto a la correlacidn que presenta ccn la presencia de
metdstasis Sseas (Gieler y col., 1976; Rowse y col., 1982).

Parece ser conveniente, entonces, que el dosaje de la
FACTR o, mejor aln de la FAC tipo 5, sea utilizado en la rutina
del laboratorio para la deteccién de metdstasis Jdseas. Parece
conveniente también complementar este dosaje con el de la FALC.
La importancia de estas determinaciones se ve realzada si se tie
ne en cuenta que el método no bioquimico que mejores resultados
ha dado para la deteccidn de metdstasis S8seas, la centellografia
(Galasko, 1971; Cowan y Young, 1973), es un método caro y que
también presenta a veces resultados dudosos o falsos (Lee, 1981).

De ahora en mids serd necesario estudiar la eficacia del
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dosaje de la FAC tipo 5 en la deteccidn precoz de las metdstasis
asi como en el seguimiento del paciente metastdsico. Asi se po-
dréd tener uns idea mads completa acerca de la utilidad de esta en

zima como marcador bioldgico de las metdstasis Jdseas.

6. Conclusiones

En esta tesis se efectlan diversos aportes, tanto en el
aspecto basico como en el aplicado al estudio de las FAC y su re
lacién con el cédncer de mama.

Desde un punto de vista prdctico los resultados que aqui
se presentan tienen implicancias importantes respecto de la uti-
lidad de la FAC como marcador bioldgico en pacientes con cédncer
de mama avanzado ya que se ha demostrado la utilidad del dosaje
de la FACTR para la deteccidn de metdstasis Jdseas.

Desde un punto de vista mds bdsico también se efectlan en
esta tesis los siguientes aportes: a) Se ha verificado la presen
cia de las FAC tipo 1, 3 y 4 en carcinoma, fibroadenoma y tejido
normal mamario. b) Se ha identificado un C-FAC no descripto has
ta el momento en otros tejidos. <¢) Se ha purificado FAC tipo 3
de carcinoma y de tejido normal mamario y se han estudiado varias

propiedades de las mismas comprobdndose una similitud entre am-
bas. d) Se ha estudiado el perfil electroforético de las FAC
no eritrocitarias en la leche descremada humana y se ha encontra

do una FAC que presenta prcpiedades bioquimicas Yy antigénicas si



milares a las de FACP.
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