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RESUMEN

Introduccién: El sistema fibrinolitico juega un papel importante en la progresién del
cancer de mama, a través de la degradacion de matriz extracelular, angiogénesis,
inhibicion de la apoptosis y proliferacién celular. La expresion de activador del
plasminégeno tipo uroquinasa (u-PA) en tejido de cancer de mama correlaciona con el
prondstico de la enfermedad. Sin embargo, no se puede medir la actividad fibrinolitica
en sangre, debido a la generacion de inhibidores de u-PA. Recientemente se han
descrito microvesiculas celulares circulantes en sangre periférica con actividad
fibrinolitica. El objetivo de nuestro estudio es demostrar la presencia de microvesiculas
circulantes con u-PA en pacientes con cancer de mama y correlacionarlas con el estado
de la enfermedad.

Métodos y Resultados: Incluimos 13 pacientes con cancer de mama y 13 mujeres
sanas donadoras del banco de sangre. Dentro de las 13 pacientes con cancer de mama
tuvimos 4 pacientes en remisién del cancer de mama, 3 pacientes con enfermedad
localmente avanzada y 6 pacientes con enfermedad metastasica. Se aislaron las
microvesiculas en sangre periférica y se determino su concentracién de u-PA. Siendo
significativamente mayor en pacientes con enfermedad metastasica comparada con los
otros grupos de pacientes (p<0.002).

Conclusiones: Existe un incremento de u-PA en las microvesiculas circulantes de
pacientes con cancer de mama metastasico. Las microvesiculas circulantes con
actividad fibrinolitica estan involucradas en el proceso metastasico, probablemente

siendo las efectoras directas de dicho proceso en la evolucién del cancer de mama.



MARCO TEORICO

CANCER DE MAMA
El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres en todo el mundo,
anualmente se diagnostican 1.38 millones de mujeres y fallecen mas de 500,000 [1]. En

México, el cancer de mama es la causa principal de mortalidad por cancer en mujeres

2].

El principal factor que contribuye a la mortalidad del cancer de mama, es su progresién
ante la presencia de metastasis, siendo esta la principal causa de muerte que suma

400,000 defunciones anualmente en todo el mundo [3].

Los factores de riesgo para cancer de mama son el sexo femenino, edad, historia
personal o familiar de cancer de mama, antecedente de exposicion a radiacidon
ionizante, factores genéticos heredados, raza, dieta, alcohol y la exposicion a
estrogenos. La edad y el sexo son los factores de riesgo mas asociados, ya que la

mayoria del cancer de mama ocurre en mayores de 61 afios y en mujeres [4].

El cancer de mama generalmente se origina de células epiteliales, por lo que es un
carcinoma, existen dos principales tipos histologicos, carcinoma ductal y el carcinoma
lobulillar, siendo el ductal mas comun. Existen diferentes factores histopatologicos que
afectan el pronéstico e influyen en la decisidén terapéutica, como el grado histoldgico, el
estadio clinico, el estado de los receptores para estrogenos y progesterona y la

expresion de Her2/neu [5].



El estadio se refiere a la extension anatomica del cancer, se basa en el tamafio del
tumor (T), la extension a ganglios linfaticos (N) y la presencia de metastasis a distancia
(M). Se puede dividir en estadios del | al IV, pero involucra tres principales grupos, la
enfermedad con extension locoregional que se refiere cuando no hay ganglios positivos,
la enfermedad localmente avanzada cuando hay ganglios positivos, y la enfermedad

metastasica.

Estadio TNM | Caracteristica Descripcion
I Tumor <2cm Locoregional
ITA Tumor >2cm o0 ganglios axilares
moviles
I1B Tumor >5cm
ITIA Ganglios mamarios internos o[ Localmente
axilares fijos avanzado
I1IB Extension directa a la pared toracica
o la piel
IIIC Ganglios infraclaviculares 0
supraclaviculares
IV Metastasis a distancia Metastasico

MICROVESICULAS CELULARES EN CANCER

Las microvesiculas celulares son un nuevo medio de comunicacién inter-celular, todas
las células pueden liberar microvesiculas constitutivamente y/o por activacién celular,
estas son liberadas por la membrana plasmatica a través de un proceso de

vesiculizacién, tienen un tamafo heterogéneo que va de los 50nm a los 2000nm [6].



Aunque antes se pensaba que cada célula liberaba solo un tipo de microvesiculas, por
ejemplo las células prostaticas liberan prostatosomas y las células tumorales
oncosomas, ahora se conoce que cada tipo de célula puede liberar diferentes tipos de
microvesiculas con funciones incluso antagdnicas, por lo que tienen un fino balance

entre salud y enfermedad [7,8].

En cuanto a su constitucidon, las microvesiculas estan formadas por una bicapa de
lipidos, traen consigo diferentes moléculas con actividad biolégica, como proteinas
principalmente citocinas y receptores transmembranales, asi como acidos nucleicos
como ADN, ARNm, micro-ARN e incluso fragmentos de ARN no codificante,
ampliamente implicados en la regulacion post-traduccional de las proteinas. Es por ello,
que se reconocen como una novedosa via de comunicacion intercelular, interactuando
de manera activa para ejercer cambios funcionales y fenotipicos en las células

receptoras [9,10].

1. Membrana de una célula, 2. Proceso de vesiculizacion, 3. Liberacion de la microvesicula.

Figura 1. Proceso de vesiculizacion celular. Tomado y modificado de: Doeuvre L,
Angles-Cano E. Des microparticules cellulaires dévoilent leur fonction fibrinolytique et

protéolytique. Medecine/Sciencies 2009;25:37-44.



Las microvesiculas se pueden aislar de practicamente cualquier fluido, por ejemplo:
sangre, linfa, orina, saliva, liquido cefalorraquideo y trasudados como la ascitis, como
fue expuesto previamente, estdn ampliamente relacionadas tanto en la salud por sus
propiedades fisiolégicas, como en la enfermedad por sus actividades en la
fisiopatogenia, por lo que también estan presentes en pacientes con cancer, siendo esta

una enfermedad protagodnica en el estudio de las microvesiculas [11].

En el cancer han sido implicadas en promover el desarrollo de fenotipos celulares
altamente agresivos, por ejemplo Yang y colaboradores demostraron que los
macrofagos asociados a tumores secretan cierto tipo de microvesiculas que contienen
micro-ARNs que pueden hacer a las células de cancer de mama mas invasivas a través

de la via Mef2c-B-catenina[12].

Las microvesiculas asociadas a tumores pueden inhibir la respuesta inmune contra el
cancer, al promover la apoptosis de los linfocitos T, como lo expone Andreola y
colaboradores donde detallan como células de melanoma liberan microvesiculas que
exponen un ligando Fas promotor de apoptosis linfocitica [13], y también Szajnik y
colaboradores que demuestran que las microvesiculas derivadas de tumores tienen
propiedades inmunoreguladoras, ya que inducen la generacién de linfocitos con fenotipo
Treg (CD4(+)CD25(+)FOXP3(+)), principales implicados en la tolerancia inmune tumoral

[14].

La tumorogénesis involucra un espectro muy amplio de cambios genéticos como la

inactivacién de genes supresores de tumores y la activacion de proto-oncogenes, las



microvesiculas también estan implicadas en este proceso, ya que las células tumorales
pueden transferir de manera horizontal las mutaciones a otras células haciéndolas
potencialmente malignas. Un ejemplo claro de esto es el expuesto por Demory vy
colaboradores, quienes analizan como el KRAS mutado de células de cancer de colon

puede ser transferido y adoptado por otras células [15].

Interesantemente las microvesiculas también desempefan un papel importante en la
angiogénesis, definida como la creaciéon de nuevos vasos sanguineos para permitir el
crecimiento tumoral, en un excelente trabajo hecho por Al-Nedawi y colaboradores, se
evidencia como las microvesiculas de células de carcinoma escamoso, pueden transferir
el oncogén EGFR a las células endoteliales, promoviendo la activaciéon de las vias
MAPK y AKT e incluso incrementando la expresién endogena del factor de crecimiento

del endotelio vascular (VEGF) [16].

Incluso las microvesiculas se han visto implicadas en procesos de resistencia a
farmacos antineoplasicos, por ejemplo Shedden y colaboradores demostraron como las
células tumorales pueden acumular doxorubicina en microvesiculas para su posterior
desecho [17], y Zhang y colaboradores demostraron un papel mas activo de las
microvesiculas al transferir glicoproteina-P a células de cancer de ovario sensibles al

paclitaxel, volviéndolas cinco veces mas resistentes a la accion del antineoplasico [18].

10



Finalmente, las microvesiculas tumorales no son las unicas involucradas en la
enfermedad, sino también las microvesiculas asociadas a células del estroma, por
ejemplo las microvesiculas derivadas de fibroblastos pueden activar vias de
sefalizacion celular del tipo WNT en células de cancer de mama, incrementando su
motilidad y potencial metastasico ['°], por lo que las células no tumorales también juegan
un importante rol en la tumorogénesis, como se expondra en la siguiente seccién con el

sistema hemostatico y fibrinolitico.

Tomado de Vader P, Breakfield X, Wood M. Extracellular vesicles: Emerging targets for

cancer therapy. Trends Mol Med. 2014; 20: 385-393.
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SISTEMA HEMOSTATICO Y FIBRINOLITICO EN CANCER DE MAMA

El sistema hemostatico se encuentra dentro de los diferentes factores que intervienen
en la progresion del cancer de mama, ya que la relacion entre el tumor y el sistema de
hemostasia es reconocido como un regulador de la progresion tumoral [20]. Las
plaguetas tiene un efecto directo en la progresion tumoral, ya que fomentan la
supervivencia de las células tumorales en la sangre, la adhesién al endotelio, la
extravasacion al parénquima y finalmente el crecimiento de las células tumorales para

formar metastasis [21].

Las células tumorales inducen directamente la agregacién plaquetaria con su posterior
activacion [22]. Las plaquetas activadas liberan microvesiculas plaquetarias que tienen
el potencial para incrementar y promover la adhesion, proliferacion e invasion de células
de cancer de mama a través de diferentes mecanismos, por lo que se propone

desempefian un papel fundamental en la tumorogénesis [23].

Por otro lado, las células tumorales liberan microvesiculas que traen consigo factor
tisular, principal iniciador de la coagulacion al unirse con el Factor VIl para generar
Factor Vlla y a su vez Factor X. Estas microvesiculas con factor tisular son el eslabén
entre el cancer y la trombosis, ya que su presencia aumenta al triple el riesgo de
trombosis venosa e incluso cuando los pacientes con cancer de pancreas se someten a

una pancreatectomia se eliminan dichas microvesiculas circulantes [24].
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Al igual que el sistema hemostatico, el sistema fibrinolitico se ha involucrado como
participe en la fisiopatogenia de la progresion tumoral, a través de sus componentes: el
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA), de su receptor (UPAR) y del inhibidor
del activador del plasmigeno-1 (PAI-1). El u-PA es una proteina de 411 aminoacidos
que puede catalizar la conversion de plasmindégeno a plasmina. Por su parte el uPAR es
una glicoproteina que se une al u-PA para regular su activacion y asi limitar la
generacion de plasmina, al unirse libera el receptor soluble del activador de
plasminégeno tipo uroquinasa (suPAR), este ultimo se encuentra elevado en pacientes

con estados inflamatorios y cancer [25].

t-PA proMMPs +——
u-PA \
Plasmin6geno Plasmina _f_> MMPs
:
---- a2-AP
Lisis MEC

Lisis Fibrina

**PAl: Inhibidor del activador del plasminégeno, tPA: Activador del plasminégeno tipo

tisular, u-PA: Activador del plasminégeno tipo uroquinasa, MMPs: Metaloproteasas, a2-

AP: alfa-2-antiplasmina, MEC: matriz extracelular.

El u-PA a través de la transformacion de plasminégeno genera plasmina, la cual puede

degradar proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina, vitronectina y fibrina,
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asi como activar diferentes metaloproteasas [26], por lo que se ha demostrado que el
sistema fibrinolitico a través de u-PA desencadena la cascada de protedlisis para
facilitar la invasion de células tumorales a los vasos sanguineos, que pasen al torrente

circulatorio y que finalmente aniden y crezcan exitosamente en sitios distantes [27].

Adicionalmente, el u-PA a través de su unién con uPAR tiene efectos en la
angiogénesis, supresion de apoptosis, proliferacién e invasion celular, ya que el uPAR
puede interaccionar con integrinas, receptores ligados a proteinas G, tirosin quinasas y
serino quinasas, por lo que es activador de cascadas de sefalizacion intracelular como

MAPK, Ras, MEK y PI3K/AKT [28,29].

Degradation
Migration

uPA expression
Cell migration

Tomado de: Tang L, Han X. The urokinase plasminogen activator system in breast

cancer invasion and metastasis. Biomed Pharmacother. 2013 Mar;67(2):179-82.

En cancer de mama los factores prondsticos tradicionales incluyen la edad, el estado

menopausico, el tamafo, grado e histologia tumoral asi como la expresién de
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receptores de estrogenos y progesterona aunado al Her2/neu asi como la presencia de
invasién a ganglios linfaticos. Sin embargo, recientemente se reconoce al u-PA y PAI-1
como los nuevos marcadores bioldgicos del cancer de mama, ya que en las pacientes
que presentan sobre-expresion de estas proteinas en tejido tumoral tienen un riesgo

incrementado de recurrencia y una sobrevida reducida [30].

En pacientes con enfermedad limitada, el u-PA y PAI-1 pueden clasificar a las pacientes
en enfermedad de bajo y alto riesgo. Aquellas con alto riesgo tienen una supervivencia
libre de enfermedad disminuida [31,32], por lo que el incremento en los niveles de estas
proteinas se considera indicador de la necesidad de quimioterapia adyuvante, mientras
que aquellas pacientes con una baja expresién pueden prescindir de los efectos

adversos de la quimioterapia aunado a los beneficios econémicos [33].

Sin embargo, el factor prondstico del sistema fibrinolitico en cancer de mama solo
corresponde a la medicion directa de la sobreexpresion en tejido tumoral [34]. La
evaluacion funcional del sistema de fibrinolisis representa un desafioé clinico, ya que a
pesar de que la fibrinolisis se encuentra aumentada en el tejido tumoral, el u-PA y la
plasmina liberados son inmediatamente neutralizados por sus inhibidores, alfa-2-
antiplasmina y PAI-1, por lo que es practicamente imposible detectar la actividad

fibrinolitica en plasma de pacientes (sangre periférica).

Recientemente, se ha descrito la existencia de microvesiculas con capacidad

fibrinolitica, que transportan en su membrana t-PA o u-PA, con la posibilidad de generar

15



in-situ plasmina, por lo que las microvesiculas con u-PA/uUPAR pueden reconocer y

activar el plasminégeno en otras superficies [35].

Se ha reconocido que las microvesiculas que transportan al sistema u-PA/uPAR
promueven la migracion celular, angiogénesis, degradacion de matriz extracelular y
disminucién de la adhesividad celular [36], por lo que las microvesiculas podrian ser
reconocidas como nuevas efectoras de fibrinolisis en pacientes con cancer de mama,
por lo que detectar y medir su actividad fibrinolitica podria generar nuevas formas de

entender la fisiopatologia de la fibrinolisis en cancer de mama.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢ Existen microvesiculas con actividad fibrinolitica en pacientes con cancer de mama?
3. ¢ Existe alguna diferencia entre las microvesiculas con actividad fibrinolitica en
pacientes sanas y en pacientes con cancer de mama?

2. ; Existe alguna relacién entre las microvesiculas con actividad fibrinolitica y el estadio

clinico del paciente?

JUSTIFICACION

Las microvesiculas extracelulares son parte esencial en la comunicacion intercelular en
procesos fisioldgicos vy fisiopatoldgicos, especialmente en cancer se reconocen como
nuevos efectores de procesos de resistencia a farmacos, angiogénesis y metastasis, por
lo que detectar su presencia asi como sus diferentes acciones promueven el mejor
entendimiento de la enfermedad.

Especificamente en pacientes con cancer de mama, es importante reconocer y
cuantificar la actividad fibrinolitica que promueven las microvesiculas extracelulares para
entender la fisiopatologia de la progresion tumoral y dilucidar nuevas opciones

terapéuticas que incidan sobre dichos procesos fisiopatoldgicos

17



HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNA

- Existen microvesiculas fibrinoliticas en pacientes con cancer de mama.

- Existe una mayor actividad fibrinolitica en pacientes con cancer de mama
comparadas con mujeres sanas.

- Existe una diferencia entre la actividad fibrinoliticas de las microvesiculas

dependiendo del estadio clinico del paciente.

HIPOTESIS NULA
- No existen microvesiculas fibrinoliticas en pacientes con cancer de mama.
- No existe diferencia entre la actividad fibrinolitica de las microvesiculas en
pacientes con cancer de mama y mujeres sanas.
- No existe diferencia en la actividad fibrinolitica de las microvesiculas dependiendo

el estadio clinico del paciente.

OBJETIVO GENERAL

- Determinar la presencia de microvesiculas con actividad fibrinolitica en pacientes con

cancer de mama y relacionar su actividad con el estadio clinico del paciente.

- Comparar la actividad fibrinolitica de las microvesiculas entre pacientes con cancer de

mama y mujeres sanas.

18



MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio observacional de corte transversal, comparativo y analitico.

POBLACION

Pacientes con cancer de mama en remision, con enfermedad localmente avanzada y
enfermedad metastasica admitidos al Centro Medico ABC.

Mujeres sanas donadores del banco de sangre.

Incluimos 13 pacientes con cancer de mama y 13 mujeres sanas donadoras del banco
de sangre.

Dentro de las 13 pacientes con cancer de mama tuvimos 4 pacientes en remision del
cancer de mama, 3 pacientes con enfermedad localmente avanzada y 6 pacientes con

enfermedad metastasica.

CRITERIOS DE INCLUSION

¢ Pacientes con cancer de mama en remision, con enfermedad localmente
avanzada y enfermedad metastasica admitidos al Centro Medico ABC.

* Mujeres sanas donadores del banco de sangre.

CRITERIOS DE EXCLUSION
* Infeccién grave

¢ Insuficiencia renal

19



* Cardiopatia isquémica aguda

* Enfermedad reumatoldgica

* Otra neoplasia activa sincrénica al cancer de mama
* Trombosis activa en cualquier territorio

* Tratamiento anticoagulante formal

¢ Tratamiento antifibrinolitico

VARIABLES

Independiente: Estado actual del cancer de mama o pacientes sana.

Dependiente: Proteinas de microvesiculas, concentracién de u-PA en microvesiculas.
Cualitativas nominales: Sexo, histologia, inmunohistoquimica, diabetes mellitus tipo 2,
hipertension arterial sistémica, dislipidemia, tabaquismo actual y previo, tipo de
quimioterapia.

Cuantitativas continuas: Edad, leucocitos, hemoglobina, plaquetas, glucosa y creatinina.

DEFINCION OPERACIONAL DE VARIABLES

Estado actual del cancer de mama, se divide en:

- Remision: paciente que tuvo el diagndstico de cancer de mama, que recibio
tratamiento y actualmente se encuentra sin evidencia de cancer de mama.

- Enfermedad localmente avanzada: paciente con diagndstico de cancer de

mama que se encuentra en estadio Il de la enfermedad ya sea con ganglios mamarios

20



internos o axilares fijos, extension directa a la pared toracica o piel o con ganglios
infraclaviculares o supraclaviculares.

- Enfermedad metastasica: paciente con diagndstico de cancer de mama que
debuto con estadio IV o progreso con involucro de metastasis a distancia viscerales u
Oseas.

Pacientes sanas: pacientes sanas sin co-morbilidades que acudan al banco de sangre.

CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA
Ya que nuestro estudio es pionero en este campo, la concentracién de microvesiculas

en la poblacién mexicana tanto en individuos sanos como en enfermos se desconoce.

No existe un estudio previo para calcular el tamafo de la muestra necesario para
determinar diferencias entre los grupos, sin embargo se incluyeron por lo menos 3

pacientes en cada grupo.

MEDICIONES DE LABORATORIO

Se analizaran muestras biolégicas (sangre) de pacientes de género femenino con

cancer de mama localmente avanzado y metastasico admitidos al Centro Medico ABC,

asi como donadoras sanas del banco de sangre, recabando la informacion clinica a

traves del expediente clinico.
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PROCEDIMIENTO DE MUESTRAS

El manejo de las microvesiculas, se ha dividido en cuatro apartados para poder facilitar

el proceso:

-Pre-analitico

1) Obtencion y procesamiento inicial del sustrato (sangre)

-Analitico

2) Extraccion de Microvesiculas

3) Cuantificacion de las mismas

4) Identificar su potencial fibrinolitico

1) OBTENCION Y PROCESAMIENTO INICIAL DEL SUSTRATO (SANGRE)

1.

Invitar a participar en el proyecto, al paciente que sea candidato a entrar al

protocolo.

. Solicitar la firma del consentimiento informado.

Identificar y transcribir las variables clinicas relevantes del expediente clinico del
paciente, en la hoja de recoleccién de datos.

En caso de paciente externo: dar una orden de laboratorio que incluya la toma de
muestra para entrar a protocolo, la cual presentara en laboratorio.

En caso de paciente interno: solicitar la toma de muestra de laboratorio con sus
laboratorios de rutina incluyendo una muestra extra para protocolo.

El flebotomista tomara la muestra de sangre venosa periférica, depositandola en

1 tubo de Citrato de Sodio al 3.2% (TAPA AZUL).
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7. Homogenizar la muestra.

8. Centrifugar la muestra en el equipo ALLEGRA X-22R a 3750RPM x 15 minutos.

9. Extraer el plasma y distribuirlo en tubos de 5ml.

10. Centrifugar de nuevo el tubo de plasma en el equipo ALLEGRA X-22R a

3750RPM por 5 minutos.

11.Separar el plasma obtenido con pipeta de 500 microlitros, dejando el anillo divisor

de glébulos rojos (aproximadamente 100 microlitros del fondo), en un solo tubo

de plastico mayor y mezclar.

12. Etiquetar muestras y colocar en congelador.

13.Después congelar a -76°C en maximo 24 horas siguientes.

2) EXTRACCION DE MICROVESICULAS

El proceso de extraccion de microvesiculas en el Laboratorio de Tombrosis y Fibrindlisis.

1.

Descongelar las muestras. Las muestras se encuentran a una temperatura de
-76°C, por lo que, deben pasar a una temperatura mayor gradualmente. Este

proceso dura aproximadamente 1:30hr.

. Rotular tubos de policarbonato para ultracentrifuga. Marcar 2 veces.

Una vez que se encuentran las muestras a temperatura ambiente, tomar y
dispensar 500 microlitros (10 veces) para homogenizar la muestra.
Dispensar en los tubos de policarbonato previamente rotulados.

Pesar muestras en balanza analitica 62ADAPW124 (maximo 120g d=0.0001)

utilizando trozo de gradilla. Se debe formar pares (peso y contrapeso) para
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colocar en el rotor de la ultracentrifuga. Para ajustar pares es posible retirar y
desechar muestra con pipetas de transferencia.
6. Colocar tubos con rotor azul.
7. Iniciar el primer ciclo de la ultracentrifuga.
> Los ciclos de ultracentrifuga se programan de la siguiente manera:
o Velocidad 30,000 RPM
o Tiempo 90 minutos
o Temperatura 4°C
8. Rotular 4 tubos de 0.6 ml para cada muestra. Cada tubo contendra una
alicuota de 25 mililitros.
9. Retirar tubos de ultracentrifuga
10. Retirar 450 microlitros con pipeta de 100 microlitros
11.Devolver los 450 microlitros de plasma al tubo inicial de 1.5 ml
12. Agregar 450 microlitros de solucion buffer con pipeta de 1000 microlitros.
13.Pesar muestra y formar pares en balanza analitica
14.Iniciar segundo ciclo de ultracentrifuga con mismos parametros
15. Retirar tubos de la ultracentrifuga
16. Retirar 450 microlitros de solucién buffer y desechar.
17.Agregar 450 microlitros de solucion buffer
18.Pesar muestras y formar pares en balanza analitica.
19. Iniciar tercer ciclo de ultracentrifuga con parametros establecidos al inicio.
20.Retirar tubos de la ultracentrifuga
21.Retirar 475 microlitros de solucion buffer y desechar

22.Mezclar el volumen restante y medirlo. Aproximadamente seran 25 microlitros
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23.Dispensar el volumen medido en tubo de 0.6 ml, previamente rotulado. (tubo
marcado con *)

24. Agregar 80 microlitros de solucion buffer para lavar paredes del tubo de
policarbonato

25.Tomar 75 microlitros de la solucién biffer con la que se lavaron las paredes y
dispensar en tubo marcado con el *. Se completa una muestra de 100
microlitros.

26.Mezclar la muestra y dispensar 25 microlitros en cada tubo de 0.6 ml (4

alicuotas de 25 microlitros cada una).

3) CUANTIFICACION DE PROTEINAS

1. Separar las muestras marcados con *

2. Encender aparato “Bafio Maria”, agregar agua hasta la primera linea y
programar a 37°C

3. Agregar Nitrogeno liquido a contenedor cilindrico y depositarlo en recipiente
cuadrado de Unicel.

4. Colocar las muestras en una gradilla de Unicel tener presente el orden (se
pueden borrar los numeros debido a la sumersién en Nitrégeno Liquido)

5. Iniciar 5 ciclo de cambio de Temperatura simultanea. Introducir muestras en
“Bafo Maria” a 37°C durante 1 minuto y posteriormente en Nitrégeno Liquido
durante 1 minuto (Repetir 5 veces)

6. Acudir al Laboratorio del Dr. Fragoso, solicitar permiso para usar Programa

NanoDrop
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7. Abrir Programa NanoDrop, seleccionar icono “Protein A280”

8. Dispensar con pipeta 2 microlitros de solucidn inyectable para limpiar equipo

9. Dispensar 2 microlitros de solucion inyectable y seleccionar “Blank”

10. Seleccionar icono “Record” para que las determinaciones siguientes queden
resgistradas.

11.Dispensar 2 microlitros de albumina y seleccionar “Blank” (Concentraciones de
albumina 100mg/dI)

12.Dispensar 2 microlitros de buffer y seleccionar “Blank”

13.Iniciar la cuantificacion de muestras, no olvidar colocar cada muestra
previamente en “Vortex” para mezclar adecuadamente el sustrato.

14.Escribir en el programa el numero de muestra a determinar

15. Dispensar 2 microlitros de la muestra a determinar y seleccionar F1 para
iniciar determinacién. Posterior a cada determinacion limpiar aparato. Repertir
le mismo procedimiento con cada muestra.

16. Seleccionar la opcidon de mostrar resultados, guardar en un archivo Microsoft
Excel, eliminar columnas de fecha, hora y otras agregadas por el programa sin

utilidad, e imprimir datos obtenidos.

4) MEDICION DE ACTIVIDAD FIBRINOLITICA

Se determind la presencia de los activador del plaminogeno u-PA (tipo urocinasa) por

tecnica de zimografia, posteriormente se comprobara la generacion de plasmina.

En una placa de 96 pozos se deposita por duplicado para cada muestra en 50 pl, 2x10°

microvesiculas en suspension en PBS suplementado con albumina bovina al 0.8%, 1

26



mM de plasmindgeno, 0.75mM del sustrato cromogénico selectivo para la plasmina
(metil-malonil)-hidroxipropil arginina, p-nitroanilina (CBS S0065, Stago, Francia).

Como blanco se emplea 50 pl del amortiguador del ultimo lavado en la obtencién de las
microvesiculas. El resultado se obtiene extrapolando el resultado que se obtiene en una
curva patron que se construye con los resultados de concentraciones crecientes de
plasminégeno (0 a 5 mM) y una cantidad fija de microvesiculas (2x10°). Las cinética se
sigue durante 9 h en un equipo EON a 37°C, midiendo el cambio de absorbancia a 405
nM por la produccion de p-nitroanilina que genera el cromogeno al liberarse del péptido

por accion de la plasmina.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 estadistica descriptiva usando promedio + desviacidn estandar para variables
cuantitativas, y frecuencias y porcentaje para variables cualitativas.

Se realizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para valorar la distribucion de las variables
cuantitativas.

Se calculara el Coeficiente de correlacion de Pearson para medir la asociacion entre
variables cuantitativas.

Se uso la prueba de T de Student para valorar diferencia entre variables cuantitativas
dentro de dos grupos.

Se utilizé el analisis de ANOVA de un factor para determinar diferencias entre cantidad
de microvesiculas y capacidad fibrinolitica (u-PA de microvesiculas) dependiendo del

estado del cancer de mama en las pacientes.
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Posteriormente, se realizé una curva ROC (caracteristica operativa del receptor) para
realizar una representacion grafica de la razon de verdaderos positivos frente a la razén
de falsos positivos para determinar un umbral de discriminacién, que nos ayudo a
decidir a partir de que concentracion de u-PA en microvesiculas extracelulares una
pacientes tiene mayor probabilidad de tener enfermedad metastasica. Buscando la
mayor sensibilidad y especificidad.

Todos los datos de probabilidad fueron pruebas de dos colas, los valores menores de
0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos. Todos los analisis se

realizaron con SPSS 15.0 para Windows (SPSS, Chicago, IL, USA).

ASPECTOS ETICOS

El proyecto fue aprobado por el Comité Cientifico del Centro Médico ABC asi como el
Comité de Bioética del Centro Médico ABC. El proyecto cumple con la Ley General de
Salud, la Declaracion de Helsinki, la Declaracion Universal de Derechos Humanos, el

Reglamento de la Ley General en Salud en materia de la Investigacion para la Salud.
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RESULTADOS

Incluimos 13 pacientes con cancer de mama y 13 mujeres sanas donadoras del banco
de sangre.

Dentro de las 13 pacientes con cancer de mama tuvimos 4 pacientes en remision del
cancer de mama, 3 pacientes con enfermedad localmente avanzada y 6 pacientes con
enfermedad metastasica.

Las variables cuantitativas se comportaron conforme a la curva de normalidad, por lo
que fueron evaluadas por pruebas paramétricas.

No existido diferencia significativa entre la edad de controles sanas y pacientes con
cancer de mama, siendo la media de edad 55.4+4.05 y 53+9.33 afos respectivamente.
El promedio de edad presento diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
de pacientes y controles sanos (p=0.001), siendo mas afiosas las pacientes en remision
de la enfermedad, seguidas por los controles sanos, las pacientes con enfermedad

metastasica y finalmente las pacientes con enfermedad localmente avanzada.

**Ver grafico 1.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas clinicas y de laboratorio obtenidas de las

pacientes y controles sanos.

**Ver tabla 1.
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Dentro de las pacientes incluidas en el grupo con cancer de mama, la histologia mas
frecuente fue carcinoma ductal infiltrante en 11 pacientes y solo en 2 tipo lobulillar, de

las cuales una estaba en remision y otra presentaba enfermedad metastasica.

**Ver grafico 2.

Las pacientes no presentaron diferencias significativa entre el estado de la enfermedad

y los marcadores de inmunohistoquimica (estrogeno y/o progesterona, HER2/neu o triple

negativo).

**Ver tabla 2

Todas las pacientes que tenian enfermedad activa, ya sea enfermedad localmente

avanzada o metastasica, se encontraban recibiendo quimioterapia. En la tabla 2 se

expone el tipo de quimioterapia segun el tipo de paciente.

**Ver tabla 3.

De las 6 pacientes con enfermedad metastasica, 2 presentaban metastasis en huesos, 2

metastasis viscerales y 2 tanto en huesos como en visceras (pulmén e higado).

RESULTADOS DE MICROVESICULAS CELULARES
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El promedio de proteinas de microvesiculas en pacientes incluidas dentro del grupo de
cancer de mama fue de 0.1682+0.12 comparado con 0.3305+0.30 del grupo control,
aunque las mujeres sanas presentaron mayor cantidad de proteina de microvesiculas, la

diferencia no fue significativa.

El promedio de concentracion de u-PA de microvesiculas fue de 0.0162+0.011 Ul/ml en
controles y 0.033+£0.028 Ul/ml en pacientes en el grupo de cancer de mama, dicha

diferencia tampoco fue significativa.

Al dividir las pacientes con cancer de mama en subgrupos dependiendo del estado de la
enfermedad, no se encontré diferencia entre la cantidad de proteinas de microvesiculas,
pero si una diferencia significativa de la concentracion de u-PA de microvesiculas entre
los diferentes grupos (p=0.002). Siendo mayor en pacientes con enfermedad
metastasica 0.53£0.304 Ul/ml comparada con pacientes con enfermedad localmente
avanzada 0.023+0.005 Ul/ml, pacientes en remisidon del cancer de mama
0.0102+0.01414 Ul/ml y mujeres sanas 0.0162+0.01182 Ul/ml.

**Ver tabla 4.

**Ver grafico 3.

Encontramos una correlacion negativa entre la cuenta plaquetaria en sangre periférica y

la concentracion de u-PA de microvesiculas extracelulares (r=-0.457, p=0.025).

**Ver grafico 4.
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No encontramos diferencias significativas entre la cantidad de proteinas de
microvesiculas y la concentracion de u-PA de microvesiculas dependiendo de las

variables de diabetes mellitus, hipertension, dislipidemia y tabaquismo previo o actual.

A través de una curva COR para determinar un umbral de corte de u-PA en
microvesiculas como discriminador de enfermedad metastasica en nuestra poblacion, se
selecciono un umbral de u-PA de 0.0267 Ul/ml, con una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 75% para determinar enfermedad metastasica. Se obtuvo un area bajo

la curva de 0.958.
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Grafico 1. Edad dependiendo del tipo de paciente.
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*Se expone la media de la edad con desviacion estandar.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes

Variable Sanas (13) Remision (3) Localmente Metastasica (6)
avanzada (4)

Edad (DE) 61 (5.7) 42.3 (4.16) 53 (7.5)

Diabetes, n (%) 0 (0) 0 (0) 1(16.7)

Hipertension, n 1 (25) 0 (0) 1(16.7)

(%)

Dislipidemia, n (%) 1(25) 1(33.3) 1(16.7)

Tabaquismo 0 (0) 2 (66.7) 1(16.7)

Previo, n (%)

Tabaquismo 0 (0) 0 (0) 2 (33.3)

actual, n (%)

Leucocitos (DE) 6.32 (3.3) 7.36 (2.9) 6.06 (1.32) 6.42 (2.13)

Hemoglobina (DE) 14.5(1.06) 14.6 (0.45) 12.96 (1.4) 13.74 (1.26)

Plaquetas (DE) 232,666 305,333 (88,296) 212,400
(43,143) (63,766)

Creatinina (DE) 0.72(0.23) 0.87 (0.16) 0.66 (0.04) 0.68 (0.17)

Glucosa (DE) 94.9 (9.3) 103.3 (4.72) 89.5(12.02) 101.7 (22.42)

n: numero, DE: desviacion estandar.
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Grafico 2. Histologia dependiendo del tipo de paciente.

6

N

Numero de pacientes
w

N

Remision

Localmente

Tipo de paciente

B Ductual Infiltrante

Lobulillar infiltrante

Metastasica

Tabla 2. Marcadores de inmunohistoquimica

Marcadores Total
E/P + HER2/neu + | Triple negativo

Remisiéon 1 0 4
Tipo de

Localmente 2 0 3
paciente

Metastasica 1 2
Total 4 2 13

**E/P: Estrogeno y/o progesterona, triple negativo: no expone ningun marcador por

inmunohistoquimica.
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Tabla 3. Esquema de quimioterapia dependiendo el tipo de paciente.

Numero Tipo de paciente Quimioterapia

1 Localmente Ciclofosfamida + Docetaxel

2 Localmente Ciclofosfamida + Doxorubicina
3 Localmente Docetaxel + Trastuzumab

1 Metastasica Docetaxel + Capecitabina

2 Metastasica Capecitabina

3 Metastasica Gemocitabina + Paclitaxel

4 Metastasica Docetaxel

5 Metastasica Gemocitabina + Carboplatino

6 Metastasica Docetaxel

Tabla 4. Promedio de proteinas de microvesiculas y concentracién de u-PA de

microvesiculas dependiendo el tipo de paciente.

Tipo Proteinas de p u-PA de o]
microvesiculas microvesiculas

Sanas 0.33 (0.304) 0.0162 (0.01182)

Pacientes en remision 0.11 (0.017) 0.0102 (0.01414)

Pacientes con 0.29 (0.211) NS 0.0233 (0.00533) 0.002

enfermedad localmente

avanzada

Pacientes con 0.14 (0.034) 0.53 (0.03046)

enfermedad metastasica.

**Los valores se muestran en promedio y desviacion estandar. Los valores de u-PA se
expresan en Ul/ml. La p corresponde a la significancia estadistica obtenida por la
prueba de ANOVA.

36



Grafico 3. Concentracion de u-PA (Ul/ml) presente en microvesiculas de pacientes

dependiendo del estado de la enfermedad.
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Grafico 4. Correlaciéon entre la concentracion de u-PA (Ul/ml) en microvesiculas y

la cuenta plaquetaria en sangre periférica.
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Se incluyen todas las pacientes del estudio.
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DISCUSION

Nuestro estudio no encontré una diferencia entre la cantidad de microvesiculas
dependiendo del estadio de cancer de mama e incluso haciendo la comparacién con
pacientes sanas. La concentracién de proteinas de microvesiculas refleja la cantidad de
microvesiculas presentes en el plasma sanguineo, independientemente del origen de

estas.

Nuestro hallazgo es contrario a lo descrito por Galindo-Hernandez y colaboradores [37],
donde encuentran un aumento de la concentracién de microvesiculas en pacientes con
cancer de mama comparandolas con pacientes sanas, siendo mas del doble la
concentracion en pacientes con cancer de mama. Sin embargo, este estudio fue hecho
en pacientes con cancer de mama sin recibir tratamiento, mientras que nuestras
pacientes estaban bajo tratamiento quimioterapéutico, factor que podria alterar la

concentracion de microvesiculas [38, 39].

Nuestro estudio fue capaz de encontrar un incremento en la concentracion de u-PA en
las microvesiculas de pacientes con cancer de mama, este incremento depende del
estado de la enfermedad, siendo mucho mayor en pacientes con cancer de mama
metastasico comparadas con pacientes con cancer de mama localmente avanzado y

pacientes en remision.

La fibrinolisis tiene un papel importante en la progresién del cancer de mama, a partir de

evidencia previa, los dimeros D conocidos como un marcador final de la fibrinolisis,
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pueden estar aumentados en etapas avanzadas del cancer de mama, aunque este es
un marcador muy inespecifico, se puede relacionar al volumen tumoral, a la tasa de

progresion y la supervivencia de pacientes con cancer de mama metastasico [40].

La correlacion negativa entre la cuenta plaquetaria y la cantidad de u-PA en
microvesiculas circulantes podria ser reflejo del avance de la enfermedad, ya que en
pacientes con cancer de mama metastasica la cuenta plaquetaria tiende a bajar con
respecto a etapas iniciales de la enfermedad [41] y el u-PA se relaciona con mayor

progresion e invasion tumoral.

La fibrinolisis toma un papel clave en la progresion tumoral ya que las células de cancer
de mama pueden expresar u-PA, propiciando una mayor generacién de plasmina, es
por ello que las pacientes con cancer de mama que tienen una expresion incrementada
de u-PA directamente en el tejido tumoral, tienden a tener un peor prondstico [31]. La
expresion incrementada de u-PA y su receptor esta propiciada por factores de
crecimiento, citocinas y oncogenes como v-Src y v-Ras [42]. El sistema fibrinolitico a
través de u-PA promueve la metastasis tumoral por diferentes mecanismos incluidos la
degradacion de matriz extracelular y la activacion de metaloproteasas [43]. Sin
embargo, también promueve la activacion de vias de sefializacion intracelular como
Ras-Raf-MEK-ERK, promoviendo el aumento de la capacidad invasiva de las células

tumorales [44,45].

Aunque el valor prondstico de u-PA es atribuible a su medicién in-situ, existen algunos

reportes que demuestran un incremento sérico del receptor soluble de u-PA en
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pacientes con cancer de mama, e incluso ven una correlacion positiva dependiendo del
estadio de la enfermedad, por lo que podria utilizarse como un biomarcador diagnéstico

[46,47].

Recientemente se ha dilucidado que las microvesiculas circulantes en el plasma
sanguineo, juegan un papel importante en la fibrinolisis, ya que su membrana acarrean
activadores del plasminégeno y al interaccionar con otra membrana que tenga
plasminégeno, fibrina o matriz extracelular, se produce un proceso de fibrinolisis, por lo

que ahora se reconocen como nuevos efectores de la fibrinolisis [48].

Esto ultimo toma relevancia en el estudio de Angelucci y colaboradores que fueron
capaces de demostrar como una linea celular de cancer de prostata agresivo puede
liberar microvesiculas con u-PA, y que estas microvesiculas pueden acondicionar otras
células con menor agresividad, haciéndolas altamente adhesivas e invasivas [49],
situacion que podria extrapolarse a nuestros resultados, ya que nuestras pacientes con
metastasis tenian una concentracion mayor de u-PA en microvesiculas circulantes, por
lo que abre la posibilidad a detectar dicha actividad fibrinolitica directamente con el

potencial de ser diagndstico y tener un valor prondstico en la evolucion metastasica [50].

Se debe hacer énfasis que nuestros resultados cobran relevancia debido a que a pesar
de la amplia evidencia existente del papel de las microvesiculas en cancer, la mayoria
de datos proviene de experimentos in-vitro, que no siempre correlacionan con la
cuestién fisiopatoldégica, ya que la concentracion de microvesiculas en estos

experimentos es mucho mayor que la encontrada in-vivo [11], por lo que nuestro estudio
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es el primero en demostrar que las pacientes con cancer de mama metastasico tienen
un incremento de la concentracidon de u-PA en microvesiculas circulantes, abriendo

nuevas posibilidades para blancos terapéuticos.

Es importante sefialar que la fibrinolisis producto de las microvesiculas celulares se
puede inhibir con amiloride o anticuerpos monoclonales dirigidos contra u-PA [36]. El
amiloride a parte de su mecanismo ahorrador de potasio también es un inhibidor directo
y selectivo de u-PA, por lo que Ding y colaboradores demostraron que en cultivos
celulares de cancer gastrico, el bloqueo farmacoldgico de u-PA por amiloride,
significativamente inhibe la adhesion, migracion e invasion de las células tumorales, e
incluso en modelos murinos comprueban que puede inhibir el crecimiento tumoral y

prologar la supervivencia de ratones con cancer [51].
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CONCLUSIONES

En conclusion, nuestro estudio demuestra que existe un incremento de u-PA en las
microvesiculas circulantes de pacientes con cancer de mama metastasico. El
incremento es significativo comparado con mujeres sanas asi como pacientes con

cancer de mama localmente avanzado o inclusive en remision de la enfermedad.

Nuestros resultados podrian indicar que las microvesiculas circulantes con actividad

fibrinolitica estan involucradas en el proceso de protedlisis y formacion de metastasis,

siendo las efectoras directas de dicho proceso en la evolucién del cancer de mama.
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