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RESUMEN

1. RESUMEN

Investigaciones recientes, fundamentadas en estudios epidemiolégicos sostienen
gue el cancer de mama (CaMa) es un gran problema de salud publica, ya que la
mortalidad y morbilidad han presentado un incremento en los dltimos afios.

Uno de los principales temas a nivel mundial es el mejoramiento y la ampliacion
del tamizaje, encaminado a promover la deteccién temprana, es por ello que
promover una nueva técnica serolégica para detectar de manera temprana el
CaMa, con bajo costo y accesible a cualquier nivel socioeconémico podria
representar una solucién a los problemas diagndsticos, prondésticos y financieros
de esta enfermedad. Se propone que los niveles séricos de AGP sirvan como
biomarcadores potenciales para el diagndéstico y seguimiento del curso clinico de
la enfermedad.

Las concentraciones obtenidas en la cuantificacion de AGP sérica mediante
nefelometria resultaron: 80.11 mg/dL en mujeres aparentemente sanas y 92.95
mg/dL en pacientes con CaMa con una p= 0.0044 respecto al grupo control; las
concentraciones obtenidas en la cuantificacion de grupos tiol se determinaron a
partir de la absorbancia, resultando 0.4609 mmoles/mL para mujeres
aparentemente sanas y 1.506 mmoles/mL para pacientes con CaMa y p= < 0.0001
respecto al grupo control; las concentraciones determinadas en la cuantificacion
de proteinas carboniladas se obtuvieron mediante la ley de Lambert-Bear,
resultando 40.53 pM en mujeres aparentemente sanas y 67.67 uM para pacientes
con CaMa 'y p= 0.0001 respecto al grupo control.

En el presente trabajo se determind que la concentracion de AGP sérica es mayor
en mujeres con CaMa que en mujeres aparentemente sanas, con la finalidad de
que esta proteina pudiera servir como un biomarcador de apoyo para el
diagndstico y prondstico en mujeres con CaMa. Asi mismo se determiné que las
concentraciones séricas de tioles y proteinas carboniladas en pacientes con CaMa

se presentan en mayor cantidad evidenciando un incremento al dafio celular.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es un importante problema de salud publica no solo en México sino
también a nivel mundial.

Ciertos factores como la herencia, exposicién a productos quimicos y radiaciones
ionizantes, infecciones virales y traumas son capaces de originar cancer en un
porcentaje de los individuos (1-3). Dentro de este amplio grupo de enfermedades
se encuentra el CaMa que es un padecimiento que ha alcanzado el primer lugar
en defunciones a nivel nacional en mujeres mayores de 40 afios. EI CaMa es
provocado por la proliferacion acelerada, desordenada y no controlada de células
gue constituyen el sistema ductolobulillar terminal (6-8).

Con la finalidad de detectar de manera temprana el inicio de la enfermedad y de
esta manera reducir el numero de victimas, aumentar la probabilidad de recuperar
la salud y mejorar la calidad de vida del paciente; se han buscado alternativas. Se
sabe que la AGP aumenta su concentracion seérica durante patologias como el
cancer, especificamente en CaMa, ya que esta proteina es sintetizada en células
del tejido mamario (48).

Por lo tanto, el presente trabajo tiene el objetivo de estudiar, cuantificar y analizar
los niveles séricos de la proteina AGP en un grupo de pacientes (mujeres con
CaMa) y un grupo control (mujeres sanas). De esta manera, mediante la medicién
de los niveles séricos de AGP, se podria ayudar a la deteccion temprana de CaMa
y servir como un auxiliar en la vigilancia de recurrencia de la enfermedad. Los
estudios publicados demuestran que cuanto mas alta es la concentracion de AGP,
mayor es la probabilidad de que haya CaMa.
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3. ANTECEDENTES

3.1.Céancer

El término “cancer” es genérico y designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. El cancer es un crecimiento tisular
producido por la proliferacién continua de células anormales con capacidad de
invasion y destruccion de otros tejidos; el cancer, que puede originarse a partir de
cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal, se clasifica en funcion del
tejido y de la célula de origen.

Existen cientos de formas distintas, siendo tres los principales subtipos:

1. Los sarcomas, que proceden del tejido conectivo como huesos, cartilagos,
nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.

2. Los carcinomas, que proceden de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios
gue tapizan las cavidades y Organos corporales, asi como de los tejidos
glandulares de la mama y de la préstata.

3. Las leucemias y los linfomas que incluyen los canceres de los tejidos
formadores de las células sanguineas.

Los carcinomas incluyen algunos de los canceres mas frecuentes: los de
estructura similar a la piel se denominan carcinomas de células escamosas, los
gue tienen una estructura glandular se denominan adenocarcinomas, las
leucemias y los linfomas, producen inflamacion de los ganglios linfaticos, invasion
del bazo y de médula 6sea, y sobreproduccién de células blancas inmaduras (1-3).
A menudo, el cancer se disemina de su localizacion primaria (parte del cuerpo en
donde comenzé el cancer) hacia 6rganos distantes reproduciendo ahi el tumor,
proceso denominado metastasis; para diseminarse las células tumorales deben
ser capaces de romper sus lazos con la estructura cohesiva del tejido de origen.
La adhesion entre las células se reduce por la pérdida de proteinas de anclaje que
las mantiene unidas, por ejemplo, E-cadherina. La pérdida de esta proteina en
tumores puede darse por varios mecanismos, incluyendo mutaciones genéticas o

silenciamiento epigenético del gen que la codifica.
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Al cancer se le designa segun su localizacion primaria, sin importar a que otras
partes del cuerpo se haya propagado. Cuando el lugar primario no puede ser
determinado, se le llama cancer de origen primario desconocido o cancer de

origen primario oculto (4-5).

3.1.1. Céncer de mama

3.1.1.1. Definicion y clasificaciéon

El CaMa es una enfermedad en donde la proliferacion acelerada, desordenada y
no controlada de células que constituyen la anatomia de la glandula mamaria
forman un tumor, en forma de nodulo o masa. Debido a que las células no
responden de manera adecuada a las sefales que controlan su crecimiento y
division, provoca que se extiendan a diferentes tejidos a través del sistema
circulatorio o linfatico dando lugar a metastasis, como se ilustra en la figura 1 (6-8).
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Figura 1. El desarrollo del CaMa en su etapa inicial es localizado in situ. Conforme
progresa la enfermedad, por acciones enzimaticas y proteicas el tumor rompe la
membrana basal que lo rodea (invasor) invadiendo inicialmente a tejidos vecinos y
posteriormente a distancia (5).
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Los canceres de mama son neoplasias frecuentemente epiteliales, originadas en
el sistema ductolobulillar terminal, el carcinoma ductal infiltrante representa 85%
de las anomalias invasivas, seguido del carcinoma lobulillar infiltrante con 5 a 10%
de los casos, mientras que los tipos histolégicos menos frecuentes son el
carcinoma micropapilar y el metaplasico que poseen un peor prondstico.

El carcinoma es més frecuente en la mama izquierda, en una proporciéon de 10:1,
los canceres son bilaterales o secuenciales en la misma mama en el 4% de los
casos.

De los carcinomas mamarios suficientemente pequefios para que pueda
identificarse el area donde se origind, alrededor del 50% lo hacen en el cuadrante
superior externo, 10% en cada uno de los cuadrantes restantes y alrededor del
20% en la region central o subareolar (6).

La OMS ha clasificado a los tumores mamarios en:

CARCINOMA NO INVASIVO
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobulillar in situ
CARCINOMA INVASIVO
Carcinoma ductal invasivo
Carcinoma lobulillar invasivo
Carcinoma mucinoso
Carcinoma medular
Carcinoma papilar

Carcinoma tubular

Carcinoma adenoideo quistico
Carcinoma secretor (juvenil)
Carcinoma apocrino
Carcinoma con metaplasia
Carcinoma inflamatorio

Otros

Enfermedad de Paget del pezon
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Se cree que los tumores malignos son capaces de evadir los mecanismos de
defensa del huésped debido a que las células tumorales tienen semejanza, en
muchos aspectos, con las células de huésped.

Por otra parte, el crecimiento y la diseminacion rapida de los tumores pueden
superar la capacidad del sistema inmunitario para erradicar las células tumorales,
es asi, que la vigilancia de estas neoplasias requiere que todas las células sean
eliminadas por los mecanismos efectores de la inmunidad celular; especificamente
por linfocitos T, células NK y macréfagos que tienen la capacidad de liberar
enzimas lisosémicas, hidroliticas y proteoliticas, intermediarios reactivos del
oxigeno y del 6xido nitrico (NO), producir citocinas como como factor de necrosis
tumoral (TNF), la cual es capaz de destruir tumores mediantes efectos téxicos
directos mediados por la unidon del TNF a su ligando presente en las células
tumorales, o activando vias de sefializaciébn que conducen a la apoptosis y de
forma indirecta actuando sobre la vasculatura tumoral .

Los mecanismos de la inmunidad humoral incluyen la activacion de varias
proteinas (entre las que se encuentra AGP); activacion de la respuesta
inflamatoria y la expresion de moléculas de adhesion en el epitelio vascular y en la
superficie celular de los leucocitos. Tras la expresion de estas moléculas durante
el proceso inflamatorio, de manera inmediata prosigue la activacion de la
respuesta de fase aguda, caracterizada por la sintesis hepatica de proteinas, en
respuesta al estimulo producido por citocinas pro-inflamatorias, principalmente
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

liberadas por los macrofagos en el foco inflamatorio (6).

3.1.1.2. Epidemiologia

De acuerdo con la OMS, cada afio se detectan 1.38 millones de nuevos casos y
fallecen 458 mil personas por esta causa; actualmente la incidencia de este tipo de
cancer es similar en paises desarrollados y en desarrollo, pero la mayoria de las
muertes se dan en paises de bajos ingresos, en donde el diagndstico se realiza en
etapas muy avanzadas de la enfermedad. En América Latina y el Caribe, el CaMa
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es el més frecuente entre las mujeres, de acuerdo con la OPS en 2012, se detectd
esta neoplasia en mas de 408 mil mujeres y se estima que para 2030, se elevara
un 46%.

Durante los ultimos siete afios en México, la incidencia de CaMa para la poblacién
masculina de 20 afios y mas se ha mantenido relativamente estable y a la baja
desde 2011, al pasar de 0.70 a 0.37 en 2013. En las mujeres de 20 afios y mas,
destaca que en 2012 se presentd la incidencia mas alta con 26.64. Lo que
significa que por cada caso detectado en hombres, se detectan 26 en mujeres.

En 2013 la incidencia mas alta de neoplasias mamarias se presenté en las
mujeres de 60 a 64 afios (67 casos nuevos por cada 100 mil mujeres del mismo
grupo de edad), seguidas por las del grupo de 50 a 59 afos (53 casos nuevos) y
de las de 45 a 49 afos (46 casos nuevos). Estos datos concuerdan con lo
reportado a nivel internacional, donde se sefala que son las mujeres mayores de
40 afios en quienes principalmente incide la enfermedad, aunque se ha
encontrado que en paises de bajos y medianos ingresos se esta dando un
incremento de casos en mujeres en edad reproductiva (de 15 a 49 afios) (9).

3.1.1.3. Etiologia

Aln no esta aclarada la etiologia del CaMa, aunque se han identificado ciertos
factores de riesgo. Estos se refieren al conjunto de situaciones, elementos o
factores cuya presencia es frecuente en este padecimiento y que en suma

implican el riesgo de presentarlo, y se clasifican de la siguiente manera (10-13):

1. Ambientales, geogréficos y étnicos.
» Edad (mayor de 40 afios).
* Obesidad.
e Tabaquismo.
» Alcoholismo.

* Raza (mayor incidencia en mujeres caucésicas).
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2. Genéticos y hereditarios.

Historia familiar de cancer mamario.

Presencia hereditaria de genes BRCAL, BRCAZ2.

3. Dependientes del sexo femenino.

Nuliparidad (ausencia de embarazo).
Primer embarazo tardio

Menarca precoz.

Menopausia tardia.

Lactancia prolongada.

Tratamientos hormonales.

4. Que dependen de la glandula mamaria en si.

Céancer mamario en la mama contralateral.

Diagndstico de hiperplasia atipica.

5. Radiaciones ionizantes.

Las principales manifestaciones clinicas del CaMa son (14):

uv
Rayos X

3.1.1.4. Manifestaciones clinicas

Nédulo (tamafio, bordes irregulares, generalmente indoloro).

Dolor de mama.

Telorrea (menos del 10%, puede ser hematico, uniporo, unilateral y

espontaneo).

Mastalgia ( alrededor del 7% como sintoma inicial).

Aumento del tamafio de la mama (con engrosamiento mal delimitado).

Cambios cutaneos (eritema, edema, formaciéon de costras, escamas y

secrecion).
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3.1.1.5. Diagnostico

Estudios epidemiologicos y revisiones sisteméticas han mostrado que el
diagndstico temprano incrementa el tiempo de supervivencia y reduce la
mortalidad por CaMa. Actualmente se reconocen tres tipos de intervenciones

especificas para la deteccién de este tipo de cancer (12,13,15-17):

1. Autoexploracion mamaria. Es una técnica de deteccion de CaMa basada en la
observacion y palpacion que hace la mujer en sus propias mamas. En un alto
porcentaje las mujeres detectan los nddulos que indican alguna alteracion
mamaria, sin embargo, una desventaja de esta herramienta es que no detecta
lesiones tempranas.

Se recomienda la autoexploracion de la mama de manera mensual a partir de la

menarca ( 7 dias después de terminada la menstruacion).

2. Examen clinico. La historia clinica completa debe incluir antecedentes
importantes como el estado hormonal y la historia familiar de CaMa. El examen
debe incluir una exploracion fisica en la que se observara la configuracién general
y se palparan los senos revisando también axilas y pezones.

Se recomienda que el examen clinico de las mamas se realice de manera anual a

todas las mujeres mayores de 25 afios, por un médico o enfermera capacitados.

3. Mastografia complementada con ecografia. Corresponde a una imagen plana
de la mama obtenida con rayos X, por medio de la cual se puede detectar CaMa
de hasta 2 mm. La malignidad del tumor sélo se determina a través del andlisis
patolégico de la muestra citolégica o histolégica.

Se recomienda que la mastografia se tome anual o cada dos afios a las mujeres
de 40 a 49 afos con dos o0 mas factores de riesgo, y en forma anual a toda mujer

de 50 aflos 0 mas.
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3.1.1.6. Tratamiento

Las decisiones terapéuticas para el CaMa se deben formular de acuerdo con las
categorias del sistema de clasificacién, condiciones generales de salud de la
paciente, etapificacion de la enfermedad, estado hormonal de la mujer, recursos
humanos y materiales con que se cuente, considerando la voluntad y libre decisién
de la paciente. Se debe contar con el consentimiento firmado de la paciente previa
informacion completa, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-168-SSAL1-
1998, Del Expediente Clinico. Los métodos terapéuticos que en la actualidad se
emplean para tratar el CaMa son:

» Cirugia.

» Radioterapia.

* Quimioterapia.

e Hormonoterapia. (incluye Bloqueadores de receptores de estrégenos,

progesterona, inhibidores de la aromataza y bifosfonatos).

De los anteriores, la cirugia y la radioterapia tienen una accién local o
locorregional; la quimioterapia y la hormonoterapia presentan accion sistémica. Se
debe tener el diagnéstico previo de cancer documentado con la clasificaciéon
histoprondstica de Scarff-Blomm-richardson (Tabla 1). El tratamiento adecuado se
debe llevar a cabo por personal médico especializado, con experiencia en manejo
oncolégico, ademas de contar con infraestructura necesaria para brindar una
atencioén integral a la paciente. EI manejo integral del CaMa es multidisciplinario
por lo que requiere la intervencion de diversos especialistas (17-18).

Tabla 1. Clasificacion histopronéstica Scarff-Bloom-richardson.

Formacién de tabulos Pleomorfismo nuclear Mitosis*
Generalizada 1 Débil 1 0-1
Aislada 2 Moderada 2 2
Ausente 3 Intensa 3 3 0 mas

*Es necesario evaluar por lo menos 20 campos y tomar en cuenta el nimero de mitosis

mas alto encontrado en un solo campo.

10



ANTECEDENTES

3.1.1.7. Prevencioén

Prevencion primaria

La prevencion primaria se realiza a través de la informacion, orientacion y
educacion a la poblacion femenina acerca de los factores de riesgo (descritos con
anterioridad) y la promocion de conductas favorables a la salud.
La promocion de conductas favorables comprende el autocuidado de la salud,
entendido como la atencién, ocupacion, interés y proteccion a cargo de la mujer,
para potenciar la propia salud, dirigido tanto al aspecto fisico como emocional y al
de la vida de relacion.
Los prestadores de servicios de salud deben orientar a las mujeres para que
adopten una cultura de autocuidado mediante acciones especificas como son:

» Realizar las tres acciones de deteccién oportuna.

» Sensibilizar a la mujer acerca de:

- Mantener su peso ideal, disminuir el consumo de grasas de origen animal e

incrementar el consumo de frutas y verduras.
- Reducir el consumo de alcohol.
- Hacer gjercicio fisico.

Prevencién secundaria.

La prevencién secundaria se realiza mediante la identificacion de grupos de
riesgo, la deteccién oportuna de lesiones sea cual fuere su naturaleza (benigna o
maligna), mediante: enseflanza de autoexploracion clinica, examen clinico y la
toma de mastografia. Una vez detectada la lesion a través de estas acciones, se
procede al diagnéstico confirmatorio y al tratamiento adecuado de manera
oportuna y con calidad de acuerdo con los criterios que marca la Norma Oficial
Mexicana NOM-041-SSA2-2002, Para la prevencion, diagnéstico, tratamiento,
control y vigilancia epidemiolégica del cAncer de mama.

11
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Prevencion terciaria

Se realiza en los casos necesarios mediante la rehabilitacion reconstructiva,
estética y psicolégica de las pacientes que reciben tratamiento quirdrgico,
quimioterapia, radioterapia, segun lo requieran. Ademas de orientar sobre la
existencia de grupos de apoyo. Derivado de las acciones especializadas que se
requieren en este nivel de prevencion, estas, se deben llevar a cabo en este nivel
de atencién (17,19-20).

3.2.Estrés oxidativo

El concepto de estrés oxidativo se introdujo en la investigacion en biologia y
medicina en 1985, el cual fue una consecuencia inevitable de la vida aerdbica,
causado por el desequilibrio entre la produccidon de oxigeno reactivo y la
capacidad del cuerpo para neutralizar facilmente los intermediarios reactivos o
reparar el dafio resultante. La reduccion del oxigeno molecular genera una serie
de especies reactivas de oxigeno (ROS; por las siglas en inglés para Reactive
Oxygen Species) y de nitrogeno (RNS; por las siglas en inglés para Reactive
Nitrogen Species), que incluyen al ion superoxido (O;"), peroxido de hidrégeno
(H20,), radical oxidrilo (HO"), éxido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOQO") y trioxido de
dinitrégeno (N2O3) conocidos también como radicales libres. Los principales
objetivos del estrés oxidativo son el reticulo endoplasmético (RE) y las
mitocondrias (24-26).

Aunque las mitocondrias pueden controlar el equilibrio oxidativo, bajo estimulos
estresantes continuos se colapsan y se convierten en productores de dafo
oxidativo. Los &cidos grasos mitocondriales son normalmente transferidos a la via
B-oxidacién. La sobrecarga de acido graso puede conducir a un desequilibrio entre
el aumento de la entrega de los electrones a la cadena respiratoria y disminucién
de su flujo de salida de esta cadena, causando acumulacién de ROS y productos
de peroxidacion. Por lo tanto, las mitocondrias representan la principal fuente de
ROS. Por otra parte, el ataque al 4cido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial y la
acumulacion de mutaciones en el ADN, conduce a una mayor sintesis de ROS.

12
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Las ROS ocasionan lesién a las membranas, proteinas, ADN, acido ribonucleico
(ARN), generacion de citocinas pro-inflamatorias, y finalmente puede provocar la
fiborogénesis. Ademas, mediante la inducciébn de la expresion de genes de
colageno, productos de la peroxidacion de lipidos pueden estimular apoptosis (26).

3.3.Estrés oxidativo en el cancer

La utilizacion del oxigeno en la respiracion celular permite obtener una cantidad
mayor de energia que la proporcionada en la via anaerdbica, sin embargo, cuando
la generacion de ROS supera la capacidad de los mecanismos de defensa, se
desarrolla el estrés oxidativo, caracterizado por el incremento de las especies
potencialmente dafinas para las biomoléculas. La presencia o incremento con los
afos de productos oxidativos del ADN sefialan una permanente agresion causada
por estrés oxidativo, lo que tiene serias consecuencias carcindgenas y mutantes
(21-22). Las ROS y el establecimiento del estrés oxidativo afectan una variedad de
funciones fisiolégicas y participan en el desarrollo de enfermedades humanas de
tipo cronico-degenerativo con impacto epidemiologico; entre las que se encuentra
el cancer. Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los
organismos aerobios cuentan con sistemas de defensa antioxidante, que incluyen
moléculas, enzimas y secuestradores quimicos que previenen el dafio oxidativo
(23). La alimentacién es de vital importancia para proveer de antioxidantes a
nuestro organismo, especialmente cuando las condiciones de vida del individuo

han disminuido el potencial de sus sistemas de defensas (22).

3.3.1. Dafio oxidativo a proteinas

3.3.1.1. Proteinas carboniladas como un potencial biomarcador de

danio oxidativo

Los radicales libres que se producen en exceso en el estrés oxidativo y nitrosativo
también pueden dafiar las proteinas. Las modificaciones de proteinas por ROS y
RNS, estdn implicados en la etiologia o la progresion de trastornos y

13
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enfermedades, incluyendo enfermedades inflamatorias cronicas, como el cancer,
artritis reumatoide, envejecimiento y trastornos neurodegenerativos relacionados
con la edad, entre los cuales el mas frecuente en la enfermedad de Alzheimer
(27). Las proteinas son dafiadas por ROS con modificaciones oxidativas como la
oxidacion del azufre de la metionina y cisteina. La cisteina y metionina son
particularmente propensas al ataque oxidativo por casi todos los ROS, lo que lleva
a la formacién de Cys-SOxH (x=1, 2 o 3) y sulféxido de metionina. Los RNS
inducen la nitracion de proteinas, como 3-nitrotirosina, un marcador asociado a
inflamacion. Las proteinas carboniladas se definen como proteinas de oxidacion-
dafio que inducen formacién de carbonilos [grupos cetona (-CO-) o aldehido
(-COH)] en las cadenas laterales de aminoacidos. Estos grupos se generan a
partir del dafio oxidativo directo a residuos de prolina, arginina, lisina y treonina
resultando semialdehido glutdmico (de prolina y arginina), semialdehido
aminoadipico (de lisina) y acido 2-amino-3-cetobutirico (de treonina). Por otra
parte, las proteinas carboniladas también se generan a partir de las reacciones
secundarias de los productos finales de derivados de carbonilos reactivos de la
peroxidacion de lipidos (hidroxinonenal (HNE), malondialdehido, 2—propanil y
4-oxo-nonenal) y reacciones de glicacion/glicosidacion (cetoaminas 'y
cetoaldehidos) en residuos de cisteina, histidina y lisina. El dafio oxidativo a las
proteinas es irreversible e irreparable; las proteinas dafiadas pueden activar
proteosomas para la degradacion de las proteinas oxidadas. Sin embargo, se ha
encontrado que varias proteinas oxidadas se acumulan en las células en forma de
agregados, resultando en interferencia con las funciones del proteosoma. Las
proteinas carboniladas son relativamente dificiles de inducir en comparacion con
la oxidacion del grupo tiol (SH) de la cisteina y metionina, los niveles elevados de
carbonilacion podrian representar no sélo un signo de estrés oxidativo, sino
también de enfermedad derivada de la disfuncion de la proteina. Por lo tanto, las
proteinas carboniladas se pueden utilizar como biomarcadores de estrés oxidativo.
Se ha empleado un método altamente sensible para la deteccién de proteinas
carboniladas que implican la derivacion del grupo carbonilo con 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), lo que conduce a 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP). Por
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lo anterior, la identificacién de proteinas carboniladas y sitios oxidados se puede
utilizar para la investigacion de las funciones significativas de proteinas

carboniladas en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (27).

3.4.Glicoproteina alfa 1-acida

3.4.1. Estructura de AGP

La proteina AGP es la segunda mas abundante en plasma (50-100 mg/mL)
después de la albumina y una de las mas importantes de fase aguda (positiva) en
humanos. La concentracion normal de AGP en plasma varia en un rango de 0.60 -
1.20 mg/mL en proporcion molar de 3:1, AGP1:AGP2, pero durante condiciones
de fase aguda, la concentracion puede incrementarse hasta 10 veces. El peso
molecular que se ha reportado para AGP varia entre los 37 - 54 kilodaltones (kDa),
esto dependiendo de los métodos empleados para su determinacién, de los
procedimientos de aislamiento, de si es nativa y de su origen biolégico (plasma,
orina, de membranas celulares aisladas de personas sanas o de pacientes) (6).

La glicoproteina AGP esta compuesta por una cadena polipeptidica de 183
aminoacidos, posee un alto contenido de carbohidratos, que corresponde al 45%
de su peso molecular total, un punto isoeléctrico (pl) que va de 1.8-3.8 lo cual
provoca que esta proteina sea altamente &cida (28-30). Presenta dos puentes
disulfuro entre los residuos de cisteina 5y 147 y cisteina 72 y 164 (31), presenta
alta solubilidad en agua y en numerosos solventes orgénicos polares. La
secuencia de aminoacidos de AGP revela una homologia significativa con IgG
humana. Este hallazgo y el aumento de los trastornos inflamatorios y
linfoproliferativos llevé a considerar que los leucocitos pueden estar directamente
involucrados en la sintesis y liberacion de AGP (32). La porcion glicosilada de
AGP ha sido investigada a fondo ya que esta es una de las pocas glicoproteinas
séricas que contienen ramificaciones dobles, asi como triples y hasta cuadruples,
las cuales estan distribuidas en los residuos de asparagina 15, 38, 54, 75 y 85
formando enlaces N-glicosidicos. Los carbohidratos N-acetilglucosamina, manosa,
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galactosa, fucosa y acido sialico son los carbohidratos que se encuentran en este
tipo de modificacion post-traduccional. Esta caracteristica es la que le otorga una
heterogeneidad considerable en los mismos sitios de glicosilacion. A partir de esto
se pueden presentar diversas glicoformas. Por otra parte, los azlcares terminales
encontrados en las cadenas de los carbohidratos son responsables de una gran
parte de la diversidad que se encuentra en los carbohidratos. El &cido neuraminico
(NeuAc) es uno de los azucares terminales mas comunes (10-12% de todos los
azucares) encontrado en las cadenas de carbohidratos presentes en la molécula
de AGP. La fucosa es otro azucar terminal, que puede estar unido a la cadena del
carbohidrato; 30% del suero humano control no contiene fucosa en lo absoluto, y
un alto grado de fucosilacion es asociado con un contenido bajo o ausencia total

de ramificaciones dobles y con un alto contenido de ramificaciones triples y/o

cuadruples.
Ramificacion Ramificacién Ramificacion
triple doble cuadrupe
A A
r R \ ® /—H
€ Acido '
sialico Q

O Galactosa

[ Glucosamina

@ Manosa

Asn 15 Asn 38 Asn 54

Parte proteica

Figura 2. Ramificaciones descritas en los 5 sitios de glicosilacién en AGP (48).

En teoria, esta alta diversidad de estructura daria lugar a mas de 10° glicoformas
de AGP, cada variante con una unica combinacién de carbohidratos en los 5 sitios
de glicosilacion. Sin embargo, esto no ocurre porque el sitio 1 de glicosilacién
nunca lleva un carbohidrato con ramificaciéon cuédruple, el sitio 2 nunca lleva
carbohidratos con fucosa, el sitio de glicosilacién 4 nunca lleva un carbohidrato

con ramificacion doble y Unicamente en los sitios de glicosilacion 4 y 5 llevan




ANTECEDENTES

carbohidratos con ramificaciones cuadruples con mas de una fucosa. Asi, sélo se
han podido detectar de 12-20 glicoformas de AGP en suero humano normal y esta
micro heterogeneidad es dependiente de las condiciones fisio-patoldgicas.
Cambios en la glicosilacion de AGP no son estrictos de las condiciones
inflamatorias agudas, también pueden ocurrir en una amplia variedad de
condiciones fisio-patolégicas como el embarazo, artritis reumatoide severa, cirrosis
hepatica alcohdlica, hepatitis y cancer (33-34).

AGP es codificada por los genes ORM1 y ORM2 gque se encuentran ubicados en
el brazo largo del cromosoma 9 en la region 31 y 32 (9931-32). El gen ORM2 est&
localizado a 3.3 kilobases (kb) rio abajo del gen ORM1 y tiene una extension de
6.5 Kb, mientras que el gen ORM1 mide 4.6 kb, ambos genes estan organizados
de manera similar, con seis exones y cinco intrones. Son altamente homélogos,
con 94% de secuencia idéntica y una discrepancia de 32 nucleétidos en la regiéon
codificante, lo cual produce una discrepancia de 21 aminoacidos entre si. Lo
anterior sugiere que son el resultado de la duplicacion de un gen ancestral comun
(35-36). Se ha observado que el locus de ORM2 es monomarfico en comparacion
con ORM1, en el que se ha encontrado cerca de 30 variantes alélicas (6).

3.4.2. Lipocalinas

La AGP pertenece a una superfamilia de proteinas llamadas lipocalinas, las cuales
fueron identificadas por primera vez en 1981, cuentan con méas de 40 proteinas
identificadas y caracterizadas en bacterias, levaduras, plantas y animales
vertebrados e invertebrados (37). Llama la atencién su extraordinaria diversidad
tanto a nivel de secuencia, como de funcién, y su estructura altamente
conservada. La caracterizacién de estas proteinas se ha realizado partiendo de
tres propiedades moleculares: la union a sustancias hidrofobicas pequefias como
el retinol, unién a receptores celulares especificos de superficie y la formacion de
complejos con otras macromoléculas. Presentan funciones tales como: la
coloracion en insectos, transporte de feromonas, sintesis enzimatica de

prostaglandinas, participan en la regulacién de la respuesta inmune y en la
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homeostasis. Es por eso que a AGP también se le ha denominado inmunocalina
(6,37).

Las lipocalinas son proteinas de bajo peso molecular, 20 kD aproximadamente,
siendo este peso variable segun el patron de glicosilacion en cada caso (38). Son
proteinas simétricas, formadas por nueve hojas plegadas  antiparalelas unidas a
través de enlaces de hidrogeno que forman loops llamados L1 a L7 entre cada
hoja plegada B, que dan lugar a un barril que funciona como sitio de unién a
ligando. El loop L1 también conocido como loop Q sirve como tapa que cierra
parcialmente el sitio de unién al ligando. Los dos extremos del barril beta son
topolégicamente distintos; un extremo contiene cuatro horquillas (L1, 3,5y 7) y el
sitio abierto de la molécula, mientras que el otro extremo contiene tres horquillas
(L2, 4y 6) y el sitio cerrado del barril. Su estructura terciaria esta estabilizada por
hélices alfa con la participacion de uno, dos o tres puentes disulfuro. Se han
encontrado regiones altamente conservadas (SRC), cuyo numero varia entre
lipocalinas, lo cual ha permitido realizar una subdivisibn entre ellas: las que
contienen tres SRC llamadas “kernel”, y las que carecen de una o dos de dichas
regiones denominadas “outlier” (6,39).

Extremo abierto

R

/
1 3 L2 L4 1.6 SCR3
N’ 10
SCR2 Extremo cerrado
SCR1
MOTIF l\/ MOTIF 2 MOTIF 3
ALM NFNISRIYGKWYNLAIG AlM  SYVVHTNYDEYAIFL AlM  YGRAPQLRETLLQDF
RBP NFDKARESGTWY AMAKK RBP  HWIVDTDYDTYAVQY RBP  FSRDPNGLPPEAQKI
BBP NEDWSNYHGKWWEVAKY BBP FNVLSTDNKNYIIGY BEP  LSRSKVLTGEAKTAV
VEGP TEENQDVSGTWYLKAAA VEGP YIIPSSVEDHYIFYY VEGP VGRDPE INQEALEDF
AGP NATLDQITGKWFY IASA AGP LILRDTKTYMLAFDV AGP YADKPETTKEQLGEF
OBP NETLSWLSGKWELIAVA oBP RVLEKHGA IMLFFDL OBP  SARRPDIPPELREVF

Figura 3. Representacién de la estructura lineal de las lipocalinas. Se distinguen por tener
una conformacién correspondiente a 9 hojas plegadas 8 con distribucién antiparalela, asi
como los 3 SCR de esta familia proteica (6).
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3.4.3. Expresion y regulacion hepética de AGP

La AGP es una proteina plasmatica sintetizada principalmente por el higado y
secretada por los hepatocitos aunque otros tejidos como el pulmén, colon e ileon,
préstata, células epiteliales del tejido mamario, células neoplasicas al igual que
ciertas estirpes celulares como los macrofagos, células endoteliales y granulocitos,
pueden expresarla. La produccion hepatica de estas proteinas, denominadas
proteinas de fase aguda (APPs), se incrementa después de la respuesta a varios
estimulos estresantes como: infecciosos, trauma fisico, cirugia o heridas, y
durante el desarrollo de neoplasias malignas o estimulos inflamatorios no
especificos, tales como la inyeccion subcutanea de trementina. Estas proteinas de
fase aguda se pueden dividir en dos clases principales dependiendo de la
respuesta a citocinas: proteinas de fase aguda tipo 1, incluyendo AGP,
componente 3 del complemento, amiloide sérico A, proteina C reactiva,
haptoglobina y hemopexina, son reguladas por IL-1, IL-6 y glucocorticoides; y
proteinas de fase aguda tipo 2, incluyendo las tres cadenas de fibrinégeno y varios
inhibidores de proteasas, son regulados por citocinas de tipo IL-6 vy
glucocorticoides (34).

La AGP se encuentra en muchas especies de vertebrados (humanos, ratas,
ratones y conejos). La magnitud del cambio varia de especie a especie y oscila
entre pocos y varios cientos de veces. Por ejemplo, en ratas, ratones y conejos, el
nivel de ARNm de AGP en higado y proteina AGP en plasma incrementa de 10-
200 veces dentro de las 24 horas posteriores de inflamacién inducida
experimentalmente. Estos incrementos se atribuyen principalmente a cambios en
la transcripcion de los genes de AGP, aunque algunas evidencias de modulacién
post-transcripcional han sido reportadas. Recientemente se ha demostrado que
otra citocina, la interleucina 8, también puede incrementar la produccion de AGP
en hepatocitos aislados. En adicién a las citocinas y glucocorticoides, el acido
retinoico (AR) también se ha descrito que desempefia un papel en la produccion
de proteinas de fase aguda. En cuanto a la expresion de AGP, el AR aumenta la
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respuesta de IL-6, pero actia como un modulador negativo de sintesis de ARNm
de AGP inducida por glucocorticoides (34).

La respuesta in vivo del gen de AGP a la dexametasona y citocinas se ha
reproducido in vitro utilizando ratas, ratones y lineas celulares de hepatoma
humano, asi como cultivos primarios de hepatocitos. Entre estas células, los
hepatocitos de rata son excepcionales en que glucocorticoides, como es el caso
de la dexametasona, estimulan fuertemente la produccion de AGP en ausencia de
citocinas. Por lo tanto, la regulacion de la expresion de AGP en células hepaticas
de rata, proporciona un buen modelo para el estudio de los mecanismos
moleculares de la accién de los glucocorticoides sobre la expresion génica. En
paralelo, el gen de AGP de varias especies ha sido aislado y secuenciado, esto ha
permitido el estudio de la, regulacion transcripcional de éste (34).

En la AGP de rata, la actividad de IL-1 e IL-6 esta mediada por secuencias de
ADN, localizadas rio arriba flanqueando la regiéon 5 (-5 kb) denominadas
elementos reguladores distales (DRE) que actian de manera positiva. Los DRE de
AGP incluyen sitios de unién para factores de transcripciéon de la familia C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein B). Se propone que la isoforma C/EBP es un
mediador indirecto de la sefalizacion de citocinas del gen AGP, cuando las
citocinas estimulan fuertemente la expresion de los C/EBPR en el higado y las
células H-35 de hepatoma. Los glucocorticoides actian a través de elementos de
respuesta a glucocorticoides que se encuentran proximales al sitio de inicio de la
transcripcion a -110 pb dentro de la denominada “unidad de respuesta minima a
esteroides” (SRU) del promotor de AGP (-155 a -65). La SRU, como los DRE
contiene varios sitios de union para factores de transcripcion C/EBP; dos de estos
sitios de unién se superponen con el elemento de respuesta a glucocorticoides
(GRE) y una fuerte cooperacion positiva entre los receptores de glucocorticoides
(GR) y C/EBP para la induccién hormonal del gen AGP. Recientemente, se ha
demostrado que una de la funciones de GR para activar la transcripcién génica de
AGP es reclutar C/EBPB y mantenerlo unido a su secuencia de ADN blanco
(SRU). Ademas el factor transcripcional intermediario factor transcripcional
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intermediario-beta (TIF1B), que aumentard la transcripcion del gen AGP por el GR
y C/EBPB (6,40).

DRE

Elemento regulador distal
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Figura 4. Elementos reguladores implicados en la expresion del gen AGP. El promotor del
gen AGP contiene varias secuencias positivas que actian a nivel cis dentro de los SRU
gue estan involucrados en la regulacion por glucocorticoides: los GRE que se unen al
receptor de glucocorticoides interactian con C/EBP[. Estos elementos son esenciales
para la induccion maxima del promotor de AGP por glucocorticoides. Los DRE implicados
en la regulacién de AGP por citocinas estan localizados en la region enhancer e
interactian con C/EBPf (6).

La regulacion del gen AGP en otras especies es mas semejante a lo que ocurre en
rata que en humano. Aunque, la regulacion de gen AGP es muy similar entre las
especies, la secuencia potenciadora y su ubicacidbn son muy variables; por
ejemplo, la region promotora del gen AGP de raton contiene una region llamada
elemento de respuesta de fase aguda (APRE) que al parecer participa mediando
la induccién de la expresion de AGP en respuesta a lipopolisacaridos. Aunque
esta region mostré un alto grado de homologia con los DRE proximales del gen de
la rata, éste no funciona como un potenciador para glucocorticoides. De hecho la
induccion del gen AGP de ratbn es mas compleja e involucra tanto factores de
transcripcion positivos como negativos. La region de 180 pb del promotor contiene

4 regiones reconocidas por un factor de transcripcién positivo (C/EBPB) y un
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elemento cis negativo reconocido por un factor negativo (factor B) identificado
como nucleolina. Durante la respuesta de fase aguda existe un incremento
dramatico en los niveles de C/EBPJ, acompafiado de un decremento en el factor
B, resultando en la induccién de la transcripcion del gen AGP. En suma, la
transcripcion del gen AGP, parece estar regulado por factores tanto endégenos
como exogenos (6,34,40).

3.4.4. Expresion y regulacion extra-hepética de AGP

La produccion extra-hepatica de AGP y de otras proteinas de fase aguda, han sido
descritas durante los dltimos 40 afios. Sin embargo, la regulacion extra-hepéatica
del gen AGP ha sido examinada recientemente, y se ha admitido la hipotesis de
gue una respuesta de fase aguda puede tener lugar en tipos de células extra-
hepéticas y que puede ser regulado por mediadores inflamatorios como se
observa en los hepatocitos (34).

La primera evidencia de la presencia de AGP, asi como de otras glicoproteinas
séricas en tejidos extra-hepaticos, probablemente, fue realizada por los
investigadores que examinaron alteraciones cualitativas y cuantitativas de
glicoproteinas séricas en el cancer. Mediante métodos inmunologicos se
determiné que AGP, antitrombina Ill, y alfa 2-macroglobulina son componentes de
la fraccibn sobrenadante de tejido de mama maligno y normal adyacente de
humano, colon y tejidos anales, asi como de estdmago e ileon maligno, mientras
que el tejido pulmonar maligno solo contenia AGP. Los estudios citados
previamente describen la presencia de AGP, pero no dan ninguna prueba directa
de la sintesis de AGP en tejidos o tipos de células extra-hepéticas en condiciones
normales o patologicas (34). Utilizando cultivos celulares a partir de tejido mamario
normal y maligno humano, se estudi6 la sintesis y liberacién de AGP mediante la
incorporacion de glucosamina (indica la sintesis de proteinas) y leucina
(demuestra la sintesis proteica) marcadas con carbono 14; se identificaron
distintas glicoproteinas a partir del sobrenadante de los cultivos utilizados por
electroforesis en gel bidimensional y se evidenci6 la presencia de AGP mediante
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la reaccion con anticuerpos anti-AGP. Este estudio demostré que una proporcién
significativa de las glicoproteinas sintetizadas por las células epiteliales de mama
normales y malignas estan relacionados estrechamente a los componentes
normales de suero (41). Un equipo de investigadores de Suecia explord la
posibilidad de que las células endoteliales pudieran producir AGP; utilizando
cultivos primarios de células endoteliales microvasculares humanas (HUVEC) de
tejido dérmico, evidenciaron que el ARNm y la proteina AGP se expresaron
constitutivamente en las células endoteliales. Estudios han proporcionado pruebas
de que los granulocitos humanos cultivados, la linea celular monoblastoide THP-1
y monocitos sintetizan y secretan AGP mientras que ni linfocitos T y B lo hacen
(34).

A partir de estas investigaciones, parece que ciertos reactivos de fase aguda y
especialmente AGP, son producidos por tipos de células (distintas de los
hepatocitos) o tejidos, incluyendo los leucocitos; aunque la funcion exacta de AGP
sigue siendo desconocida o al menos no totalmente comprendida, AGP puede ser
considerado con un anti-inflamatorio natural y agente inmunomodulador. En
consecuencia, se puede plantear la hipétesis de que la produccién local de esta
proteina de fase aguda en el sitio inicial puede contribuir a mantener la
homeostasis mediante la reduccién del dafio tisular asociado con el proceso
inflamatorio. De hecho, existe evidencia de que la respuesta de fase aguda puede
tener lugar en tipos de células extra-hepaticas, especialmente células epiteliales, y
puede ser regulada por citocinas como se ha observado en hepatocitos. Durante
la reaccion de fase aguda en ratones C57B1, después de administrar via intra-
peritoneal lipopolisacarido bacteriano (LPS), se observo la sintesis de ARNm de
AGP inducida sélo en rifidn, pero no en otros tejidos extra-hepaticos que fueron
examinados, incluyendo timo, adiposo, bazo, testiculos, cerebro, corazén y
pulmoén. Otro estudio plantea la posibilidad de que los enterocitos estan
involucrados en una respuesta local a lesion o inflamacién mediante la produccion
de muchas de las proteinas de fase aguda bajo el control de citocinas (IL-1, IL-6,
IFN y TNF). Asi mismo, se presentaron pruebas de que los glucocorticoides
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inducen la expresion génica de AGP en células epiteliales intestinales de rata IEC-
6 y que TGF antagoniza esta induccion dependiente de glucocorticoides (34).

Los datos relativos a la expresion de AGP en el pulmoén son controvertidos, se
encontrd la proteina en el tejido pulmonar maligno mientras que en otros estudios
no se detect6 ARNm de AGP en el pulmén de ratones tratados con LPS. Dos
estudios confirmaron que la expresion génica de AGP fue inducida en el tejido
pulmonar de humano y de rata durante un proceso inflamatorio. La hipotesis que
surge de estos estudios fue que, en ausencia de inflamaciéon sistémica, la
expresion local de una proteina inmunomoduladora, tal como AGP, puede ser
particularmente relevante en el espacio alveolar, donde la integridad de la
estructura es esencial para el mantenimiento de la funciébn pulmonar. La
inmunoreactividad de AGP se encontr6 en inflamacién aguda o pulmones
fibroticos, pero no en tejido pulmonar normal de rata o humano. Curiosamente, la
induccion local (administracion intratraqueal de LPS), asi como inflamacion aguda
sistémica (inyeccién intraperitoneal de LPS, dexametasona o trementina) en ratas
dio lugar a un incremento en la expresion génica de AGP en pulmén. Esto sugiere
que el pulmén, como el higado, esté implicado en una respuesta local a una lesién
local o distante mediante la produccién de reactivos de fase aguda bajo el control
de mediadores inflamatorios. El papel de las células epiteliales alveolares tipo Il 0
neumocitos Il (PIl) y macréfagos alveolares (AM) en la expresion pulmonar de
AGP se demostro in vivo e in vitro. Estudios de AM y PII en ratas mostraron que a
diferencia de los hepatocitos, la expresion de la proteina AGP constitutiva fue
dificilmente detectable. Sin embargo, después de la incubacién con
dexametasona, tanto la expresion de ARNm de AGP como la sintesis y secrecién
de proteinas fueron reguladas; IL-13 potencia el efecto inducido por la
dexametasona. La mayor parte de la proteina sintetizada, con un peso molecular
correspondiente a la glicoproteina madura, se encontré en el sobrenadante. Estos
resultados estan en acuerdo con otros que han demostrado que IL-1f modula la
expresion de proteinas de fase aguda tanto en nivel transcripcional y post-
traslacional mediante el aumento de la secrecion de proteinas. Se ha descrito que
en hepatocitos de rata y lineas celulares de hepatoma, AM, y PII, la expresiéon
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génica de AGP ocurre en respuesta a citocinas y fue estrictamente dependiente al
tratamiento con dexametasona e IL-1B8. Se produjo la regulacién de expresion
génica de AGP por glucocorticoides y mediadores de fase aguda en AM y PII,
como se describe en los hepatocitos, tanto a nivel transcripcional y post-
transcripcional, y requiere la presencia de factores de la proteina. De nuevo la
sintesis de proteinas nucleares pertenecientes a la familia C/EBP, especialmente,
las isoformas inducibles de C/EBP (C/EBPB y C/EBP®) demostraron que se
requieren para la induccién de la expresién del gen AGP bajo condiciones de fase
aguda. Se demostré que la activacion trans de C/EBP por glucocorticoides era
necesaria para la expresion génica de AGP. Por lo tanto, la implicacion de las
isoformas de C/EBP en la mediacién hasta la regulacion génica de AGP de los
macrofagos alveolares es probable, ya que requiere de una nueva sintesis de
proteinas y la presencia de glucocorticoides (34).

Ademas de las citocinas, otro importante producto inflamatorio de los macréfagos,
el mediador lipidico prostaglandina E, (PGE-:), incrementé los niveles de ARNm de
AGP en AM. Previamente, se demostré que en los macréfagos, PGE, aumenta los
niveles intracelulares de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), asi como la
actividad de la proteina cinasa A (PKA) y que PGE; era el metabolito de acido
araquidonico preferentemente secretado por los macréfagos durante la
inflamacion, mientras que las células de control principalmente producen
prostaglandina D, (PGD). Curiosamente, PGD, no aumenta la actividad de PKA
gue a su vez no incrementa la expresion génica de AGP. Se conoce que C/EBPf
requiere la fosforilacion en varios dominios funcionales, asi como la translocacién
nuclear y uniéon al ADN. La fosforilacion y activacion trans de un factor de
transcripcion perteneciente a la familia C/EBP puede mediar el incremento
inducido de AMPc en la transcripcion del gen de AGP (34).
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3.4.5. Funciones bioldgicas de AGP

3.4.5.1. Propiedades inmunomoduladoras

Se ha encontrado que AGP humana inhibe significativamente la respuesta
proliferativa de linfocitos en sangre periférica humana a la fitohemaglutinina (PHA).
El efecto inhibidor de AGP estuvo a nivel de linfocitos y de mitbégenos, y fue
reversible. AGP también inhibié blastogénesis inducida por concavalina A (ConA)
y en menor medida por mitdgeno de hierba carmin (PWM). El efecto inhibidor de
AGP fue dirigido principalmente contra las células T y no a las B, se inhibié desde
la formacion de rosetas E (células T) pero no de rosetas EAC (células B), y dado
que la respuesta, pero no la estimulacion de las células en la reaccién mixta de
linfocitos fueron inhibidas por AGP, el efecto inhibidor de AGP fue probablemente
dirigido contra un subconjunto de células T, ya que una inhibiciéon del 100% no
podria lograrse. Esto sugiere que el efecto de AGP podria ser debido a una
interaccion con una posible alteracion de la superficie de los linfocitos 0 mediante
la modulacién de factores o vias intracelulares, como la proteina tirosina cinasa,
conocidos por estar asociados con la respuesta proliferativa de estas células. La
inhibiciébn de la proliferacién de linfocitos por AGP se correlacioné con una
disminucién de la sintesis de IL-2 por los linfocitos. Los experimentos demostraron
que AGP suprimio la respuesta mitogénica de los linfocitos a LPS y aloantigenos,
la induccion de linfélisis mediada por células contra células blanco alogénicas y la
respuesta de anticuerpos de células B a eritrocitos de oveja. Lo ultimo indica que
AGP no sélo es supresor de la funcion de las células T. Por otra parte, un equipo
de investigacion cientifica en Rusia confirmé la importancia del resto del
carbohidrato en AGP mediante la conjugacion de las cadenas a un portador
sintético, de tal manera que el peso molecular y la composicion del carbohidrato
de la matriz sintética imitaban a las de AGP nativa. Esta matriz sintética ha
demostrado que tiene el mismo efecto inhibidor sobre la proliferacion de linfocitos
como AGP nativa, lo que indica que esta actividad es mediada exclusivamente por
los carbohidratos presentes en la molécula de AGP y que la cadena polipéptidica
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de AGP es relativamente irrelevante. Todos estos experimentos requirieron dosis
de AGP que se encontraran en niveles de suero normal o inflamado (<3 mg/mL)
(34,42).

3.4.5.2. Propiedades pro y anti-inflamatorias in vitro

3.4.5.2.1. Efecto en neutréfilos

Los neutrdfilos son las primeras células sanguineas en acumularse en el sitio de
una infeccion o lesion. Una vez que migran a través del tejido subendotelial, son
atraidos al sitio de infeccidbn por citocinas quimioatrayentes. Los neutréfilos
activados fagocitan microorganismos o liberan compuestos citotéxicos (ROS y
proteasas) al medio extracelular. La AGP inhibe varias actividades de los
neutroéfilos. Inhibe la respuesta quimiotactica a formil-metionil-leucil-fenilalanina
(fMLP) a concentraciones observadas en suero normal o inflamado (<3 mg/mL) sin
afectar la migracion espontanea. A dosis bajas (0.3 mg/mL), AGP ejerce un efecto
de agregacion en neutrdfilos; a dosis mas altas (>0.5 mg/mL) inhibe la agregacién
(43-44).

También inhibe la generacién de superdxido por los neutréfilos estimulados por
zymosan opsonizado (OZ) o acetato de forbol miristato (PMA). El efecto inhibidor
es dependiente de la dosis e inversamente proporcional a la concentracion del
estimulo. La observacién de que el efecto es similar después de fMLP, PMA u OZ
sugiere que AGP actlia a nivel de las membranas de neutrdfilos. Esto indica que la
interferencia de los receptores especificos vinculados a distintas proteinas G o de
captura no especificos en la bicapa lipidica podrian estar implicados. Por otra
parte, dado que AGP inhibe fuertemente la activaciéon de PMN inducida por PMA,
podria estar involucrada una interaccion directa con la proteina cinasa C (PKC)
(42-43).
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3.4.5.2.2. Efecto en plaquetas

Posterior al dafio vascular, la adhesion de las plaquetas ocurre en el colageno
subendotelial y libera ADP, serotonina y tromboxano A,. A su vez, estos potentes
agentes activan plaquetas, lo que resulta en la agregacion de la capa inicial de
plaguetas adheridas. Los fosfolipidos en la superficie plaquetaria estan disponibles
para la activacion catalitica de proteinas del sistema de coagulacion, que conduce
a la formacion de trombina, que ademd&s induce la activacion, liberacion y
reclutamiento de plaquetas, asi como la formacion de fibrina (42).

La AGP demostr6 inhibir la agregacion plaquetaria inducida por adenosin difosfato
(ADP) o epinefrina dependiente de la dosis; la concentracion de AGP necesaria
para obtener este efecto resulté ser bastante alta (1.25-7.5 mg/mL), la agregacién
plaguetaria inducida por trombina puede ser inhibida por AGP, la concentracién
de AGP se encontré dentro del rango que normalmente hay en suero inflamado
(2-3 mg/mL); Por otra parte, cuando AGP esta desialilada, se observé un aumento
en el efecto inhibitorio. El efecto contrario en la inhibicion de la agregacién
plaquetaria inducida por trombina se redujo mucho después de la desialilacién de
AGP. No se tenia una explicacién para este efecto opuesto, excepto por el hecho
de que se habia purificado AGP de una fuente diferente y que se utilizé una
sialidasa distinta. La primera AGP se purificé a partir de plasma normal de
humano, mientras que la AGP utilizada después fue purificada a partir de fluido
pleural humano. Sin embargo, ya que la glicosilacibn cambia durante la
inflamacion, los efectos opuestos podrian deberse a las diferentes composiciones
de carbohidratos de las moléculas de AGP utilizadas. Andersen y colaboradores
también mostraron que AGP contrarresta la inhibicién de la agregacion plaquetaria
por heparina mas antitrombina 1ll, lo anterior probablemente fue debido al
impedimento estérico de la interaccibn heparina-trombina; la agregacion
plaguetaria inducida por epinefrina y coldgeno fue inhibida por AGP, pero se
necesitaron concentraciones bastante altas para obtener dicho efecto (10 mg/mL)
y no se ha podido explicar como es que AGP interactua con las fibras de colageno
y la membrana de las plaquetas durante la agregacion plaguetaria (42).

28



ANTECEDENTES

En todos los casos, la inhibicion de la agregacion plaquetaria fue dirigida
preferentemente contra la segunda sefial de la agregacion plaquetaria vy
posteriormente como un inhibidor de la reaccion de liberacion. Esto indica que
posiblemente la AGP contribuye a la regulacién a la baja del mayor reclutamiento
de plaquetas. Esta funcion se comparte con los leucocitos polimorfonucleares, que
estdn en estrecho contacto con las plaguetas y que ejercen una funcién
antitrombdtica al inhibir aln mas la activacion y reclutamiento plaquetario. Desde
este punto de vista, la produccién local de AGP por estos leucocitos podria ser
uno de los mecanismos por el cual los leucocitos ejercen su funcién antitrombdética
(42).

3.4.5.3. Induccién de citocinas

La AGP es capaz de inducir o aumentar la secrecién de varias citocinas por las
células mononucleares, se ha demostrado que la AGP humana induce la
secrecion de un inhibidor de la actividad de IL-1, cuando se adiciona en el medio
de cultivo de macréfagos peritoneales de raton. Diferentes glicoformas de AGP
tuvieron un efecto diferencial, ConA no reactiva a AGP resulté ser mas eficaz que
la ConA reactiva a AGP, la desialilacion de AGP no tuvo ningun efecto. En
contraste con los macrofagos peritoneales murinos expuestos a AGP humana, los
monocitos humanos de sangre periférica (PBM), asi como los macréfagos
peritoneales y alveolares no secretan el inhibidor de la actividad de IL-1 en el
sobrenadante del cultivo. La discrepancia de los resultados entre los macréfagos
murinos y humanos se explicd por estar relacionados con la especificidad de
especie de la AGP humana; sin embargo algunos resultados mostraron que este
no era el caso, demostraron que la AGP humana indujo la secrecion del receptor
antagonista de IL-1 y en menor medida IL-13, por PBM humanos. AGP fue
sinérgica con bajas concentraciones de LPS en la induccion de receptor
antagonista de IL-1 y la sintesis de IL-1B (42). Se encontré un efecto estimulante
de AGP en la produccion de IL-1 por los monocitos humanos (45). Por otro lado
monocitos estimulados por citocinas inflamatorias producen AGP, lo que conduce
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a una mayor concentraciéon de AGP en las zonas de inflamacion. De esta manera,
AGP no solo actia sistémicamente, sino también a nivel local (de manera
inmunosupresora) y crea un loop de retroalimentacién positiva para la produccion
local de IL-1 (46). AGP también indujo a monocitos para expresar otras citocinas
pro y anti-inflamatorias tales como IL-6, IL-12 y el receptor del factor de necrosis
tumoral (TNF) soluble. AGP potencio el efecto de concentraciones sub-Optimas de
LPS o muramildipeptido en la induccion de IL-1B, IL-6 y secrecion de TNF por
PBM humana, asi como en macréfagos peritoneales y alveolares. En ausencia de
LPS, AGP tuvo efecto sobre la secrecion de citocinas, y la preincubaciéon de los
monocitos con la AGP, antes de la extracciéon de AGP y la adicion de LPS, tuvo un
efecto comparable a la co-incubacion con LPS y AGP, la AGP induce la expresiéon
de factor tisular y TNF por monocitos humanos, y depende a partir de la sintesis
de ARNm, por otra parte, la secrecion inducida por TNF por los monocitos fue
mayor en la presencia de proteinas de union a AGP, como C3 e inmunoglobulina
G (1gG), en la superficie de los monocitos se expresan receptores para C3 e 1gG,
es probable que la union de estas proteinas mejore la capacidad de union de AGP
de los monocitos y por lo tanto, es capaz de potenciar su efecto. Ademas, la
secrecion inducida de TNF por AGP fue impedida por los inhibidores de la proteina
tirosina cinasa, sugiriendo asi que la sefalizacion de tirosina cinasa esta
implicada. Finalmente, AGP también es capaz de suprimir la secrecion de TNF por
PBM humanos, estimulada con LPS e interferon gamma (IFNy) de manera
simultanea, pero sin la inhibicion de la actividad bioldgica de la citocina liberada
(42).

La actividad estimulante de la AGP en la secrecion de citocinas posiblemente
contribuye al efecto local de la AGP en la respuesta inflamatoria, un efecto que
puede ser forzado por la produccién local de AGP por los monocitos en respuesta
a algunas de estas citocinas. El hecho de que citocinas pro y anti-inflamatorias son
inducidas, confirma que el proceso inflamatorio es controlado por un equilibrio
delicado entre citocinas con funciones antagonicas. El efecto sinérgico sobre la

estimulaciéon de citocinas pro-inflamatorias tiene un efecto amplificador en la
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respuesta inflamatoria, mientras que en ausencia de LPS, hay una tendencia a un

bajo efecto de la modulacion de la respuesta inflamatoria (42).

3.4.5.4. Efecto en cicatrizacién de lesiones

Algunos efectos de AGP pueden sugerir un rol benéfico en la cicatrizacién de
lesiones. Se ha demostrado que AGP estimula la proliferacién de fibroblastos, los
cuales poseen la actividad promotora del crecimiento del nervio y de interactuar
con el colageno, induciendo asi la formacién de fibras largas de espaciamiento
fiboroso. Todas estas actividades de AGP pueden acelerar el proceso de

cicatrizacion de lesiones (42).

3.455. Efectos in vivo

La AGP es capaz de proteger a los ratones de un choque letal inducido por TNF,
pero no protege contra la letalidad inducida por LPS. Aunque TNF es considerado
un importante mediador de la actividad de induccién por el choque de LPS, no es
crucial, ya que los ratones deficientes de TNF o de receptor TNF1 no son
protegidos contra la letalidad inducida por LPS. La AGP es un agente anti-
infeccioso no especifico. Esta funcion puede ser debido a la alta cantidad de
residuos de acido sialico, que tipicamente se encuentran asociados con proteinas
de sialomembranas. Por lo tanto, AGP podria funcionar como un competidor no
especifico para la superficie celular, blogueando la unién y la invasién de agentes
infecciosos. AGP inhibe la capacidad de Plasmodium falciparum para infectar las
células rojas de la sangre. Por otro lado, AGP también puede inhibir la unién y la
subsecuente internalizacion de Mycoplasma pneumoniae por los macrofagos
alveolares humanos, actuando asi como un inhibidor de la fagocitosis. Ademas, la
union de la AGP al receptor de quimiocinas CCR5 inhibe la infeccion de
macréfagos derivados de monocitos humanos por VIH-1 R5 (42).

La AGP esta implicada en la induccién de la resistencia no especifica a la
infeccion. En un modelo de shock séptico bacteriano, utilizando Klebsiella
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pneumoniae (gram negativa), se observd proteccion por parte de la AGP cuando
se administré antes de la exposicion letal; esta proteccion claramente fue a nivel
de la propagacion bacteriana o el retraso, ya que los ratones tratados con AGP
mostraron menos bacterias en la sangre y en diferentes érganos. Posiblemente, el
efecto de AGP sobre la selectividad capilar permanente, que controla el transporte
de moléculas a través del endotelio, estd en la base de este efecto. Es decir, se
puede impedir el ingreso y diseminacion de las bacterias al torrente sanguineo.
Por otra parte, AGP administrada, no sélo exdgenamente, podria proteger a
ratones transgénicos contra K. Pneumoniae, que sobre-expresan AGP de rata,
exhibiendo de nuevo y de manera significativa menos bacterias en sangre y
organos. La proteccion por AGP también se observé en ratas con peritonitis
séptica, cuando AGP se administré 15 min antes y 24 h después de la puncién
cecal, y en un modelo de shock hemorragico/hipovolémico. En este ultimo modelo,
la reanimacion con AGP resulté en valores significativamente mas altos de presiéon
arterial media, gasto cardiaco y volumen sistélico. Se concluyé que la proteccién
de AGP observada en este modelo y en el de peritonitis séptica es debida a la
induccion de un aumento en la barrera capilar, manteniendo la perfusion de los
organos vitales. El efecto de AGP sobre la permeabilidad capilar se habia
demostrado anteriormente en cerdos de guinea, donde AGP antagoniza la fuga
capilar inducida por varios agonistas de la permeabilidad vascular, tales como
histamina, factor activador de plaquetas (PAF), trombina y la bradiquinina. La
respuesta de las células endoteliales a AGP es rapida y puede ser reducida por el
tratamiento previo con un anédlogo de AMPc soluble (8-bromo AMPCc), indicando la
activacion del receptor y el uso subsiguiente de AMPc como segundo mensajero.
Por otra parte, se encontré que AGP tiene un efecto anti-inflamatorio directo sobre
las células endoteliales, ya que el pre-tratamiento con AGP atenué marcadamente
la respuesta metabdlica a histamina, lo que lleva a la contraccion de las células
(42).

Por ultimo, se ha encontrado que los ratones transgénicos que sobre-expresan
AGP tienen una susceptibilidad mayor a colitis inducida por dextran sulfato de
sodio (DSS), en comparacion con el raton de tipo salvaje. AGP administrada
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exbgenamente a ratones salvajes mostraron un efecto comparable. Los
macrofagos probablemente desempefian un rol importante en este modelo, ya que
pueden fagocitar DSS, lo que conduce a su activaciéon; esto podria contribuir
significativamente a dafo tisular causado por DDS (ya que AGP puede estimular a
los macrofagos para liberar citocinas pro-inflamatorias), ya que se puede crear una
retroalimentacion positiva en la cual los macréfagos y otras células inflamatorias

puedan activarse y contribuyan al dafio tisular (42).

3.4.5.6. Unién de farmacos a AGP

La albumina sérica humana, lipoproteina y AGP son las proteinas de unién a
farmacos mas importantes en el plasma que pueden tener importantes
implicaciones farmacocinéticas. Las variaciones en los niveles de AGP en plasma
que se producen durante los procesos inflamatorios pueden alterar
considerablemente el nivel de farmaco libre en el plasma sin afectar su
concentracion plasmatica total. Por lo tanto, la concentracion libre de farmaco en
plasma refleja con més precision la intensidad del efecto farmacolégico. Debido a
sus propiedades fisico-quimicas, AGP se une principalmente a farmacos basicos y
neutros de origen enddégeno asi como exdgeno, tiene la habilidad de unirse a
farmacos basicos como el tamoxifeno y propanolol. También se une a vainilloides,
lgG3, heparina, serotonina, PAF, melatonina y la histamina. Aunque también esta
proteina se une y lleva moléculas que modulan su expresion génica: ésteres de
forbol, pero también farmacos &cidos, tales como el fenobarbital, &cido retinoico, y
esteroides enddgenos (cortisol).

Desde los afos sesenta se ha demostrado que AGP puede actuar como portador
de farmacos para esteroides; mas recientemente, se encontr6 que AGP también
se une a esteroides sintéticos (RU486). Las discrepancias entre los parametros de
unién se describen a menudo en funcion de los modelos y métodos utilizados para
calcular el nimero de sitios de unidon y la constante de union. Por ejemplo, se
puede concluir de los resultados de estudios de desplazamiento de farmacos que
s6lo hay un sitio de union comun en AGP para todos los farmacos basicos
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estudiados, mientras que con otros métodos, tal como los graficos de curvilinea de
Scatchard, se obtiene mas de una clase de sitio de union. Se han descrito hasta
siete sitios de union para estradiol, dependiendo del método de aislamiento
utilizado, mientras que los estudios in vitro proporcionan evidencia de que en AGP
estan presentes dos clases de sitios de unién para farmacos basicos y neutros
(34).

Generalmente, se asume que en el plasma, los farmacos acidos se unen
principalmente a la albumina sérica humana. Sin embargo, la unién a AGP
contribuye significativamente a la union total en plasma de estos farmacos,
especialmente en enfermedades en las que aumenta la concentracion de AGP y/o
la albumina sérica humana disminuye. Sin embargo, la capacidad de union de
AGP depende del cambio conformacional de la proteina, la polaridad del ligando
(la interaccion es mas débil para el esteroide con la mas alta polaridad), la
temperatura, y varios residuos de otros aminoacidos en la periferia de los dominios
hidrofébicos de AGP. Aunque, la union de los farmacos a AGP ha demostrado que
en su mayoria es de naturaleza hidrofébica, varios datos apuntan a una
interaccion electrostéatica y gran cantidad de estudios informan que en plasma, las
uniones a farmacos son estéreo-selectivas, especialmente en el caso de farmacos
bésicos. Entre los factores que influyen en las caracteristicas de los enlaces de
farmacos a AGP, el potencial de hidrégeno (pH) es uno de los parametros
importantes, es decir, la unién a farmacos en el plasma incrementa con un
aumento en el pH. La desialilacion puede afectar la union; la cual reduce la unién
a propanolol, mientras que la unidn a progesterona no cambia. Las variaciones
observadas en la proporcion de unién a farmacos basicos en el plasma durante
varios estados fisiolégicos y/o patolégicos estan relacionadas con las variaciones
en los niveles plasmaticos de AGP. Esto tiene implicaciones para el monitoreo de
las fracciones libres de farmacos basicos durante la terapia clinica (34).

En conclusién, la expresion génica de AGP es modulada cuantitativamente
(niveles de proteina), asi como cualitativamente (micro-heterogeneidad de las
cadenas de carbohidratos) en diversos trastornos fisioldégicos y/o patolégicos.
Aunque se ha descrito la expresidn extra-hepatica, la expresion hepatica
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permanece como la mas abundante. Los estudios en ratones transgénicos
muestran que tanto elementos cis reguladores de accién y entorno celular
(factores difusibles, interacciones célula-célula) son responsables de la
especificidad hepéatica de la expresion génica de AGP. Por ultimo, la expresion del
gen de AGP parece estar altamente conservada, ya que se expresa en todas las
especies estudiadas, incluyendo Euglena gracilis, una alga unicelular eucariota

ancestral (35).
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

» Determinar los valores séricos de AGP en mujeres sanas y con cancer de

mama para evaluar su empleo como biomarcador prondstico y de seguimiento.

4.2.Objetivos especificos

» Determinar valores séricos normales de AGP en una muestra de mujeres
mexicanas aparentemente sanas.

» Determinar valores séricos de AGP en una muestra de mujeres mexicanas
con cancer de mama.

e Comparar los niveles séricos de AGP entre mujeres sanas y con cancer de
mama.

e Determinar y comparar valores séricos de grupos tiol y carbonilo como
indicadores de estrés oxidativo en mujeres mexicanas aparentemente

sanas y con cancer de mama.
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5. HIPOTESIS

La concentracidén sérica de glicoproteina alfa-1 acida es mayor en mujeres con

cancer de mama, en comparacion con mujeres aparentemente sanas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1.Tipo de estudio
Observacional, transversal, prospectiva, comparativa, abierta.
6.2.Disefo del estudio
De casos y controles
6.3.Poblacion de estudio
« Un grupo de mujeres mexicanas con diagnéstico de cancer de mama
esporadico.
* Un grupo de mujeres mexicanas aparentemente sanas.
6.4.Tamafo de la muestra
Universo: Mujeres con diagnostico de cancer de mama esporadico que acudieron
a Oncologia del Hospital Juarez de México entre enero de 2014 a Abril de 2015.
Muestra: Se trata de un estudio piloto (se incluyeron 100 controles y 41 casos).
6.5.Seleccion de la muestra
El grupo de mujeres con cancer de mama se concerto de la consulta de Oncologia
del Hospital Juarez de México a cargo del Dr. Francisco Garcia Rodriguez.

La muestra de mujeres aparentemente sanas, se obtuvo de donadoras que
acudieron al Banco de Sangre del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”.
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6.6.Criterios de inclusién

» Para mujeres con cancer de mama:
Pacientes del sexo femenino que acudieron al Servicio de Oncologia del Hospital
Judrez de México, que tenian diagndstico clinico e histopatolégico de
adenocarcinoma de glandula mamaria y que voluntariamente aceptaron participar
en este protocolo de investigacion.

» Para mujeres sanas:
Todas aquellas mujeres donadoras de hemocomponentes y que por historia
clinica, biometria hematica y quimica sanguinea se les clasific6 como apta para
donar y que aceptaron participar voluntariamente.

6.7.Criterios de exclusion

« Para mujeres con cancer de mama se excluyeron los casos de:
Céncer de mama familiar.
Céncer de mama que fueran breast cancer 1 (BRCA1) positivos.
Aquellas mujeres que no aceptaran participar.

» Para mujeres sanas:
Se excluyeron aquellas mujeres de la poblacion general que:

« Al momento de la toma de muestra presentaran algun cuadro infeccioso o

inflamatorio.

» Tuvieran algun grado de parentesco con otro donador.
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* No fueran mexicanas (Nosotros definimos al mexicano como aquel
individuo cuyas 3 generaciones, incluyendo la suya, hubieran nacido en
México)

* No aceptara participar.

6.8.Criterios de eliminacion para todos los casos en que:

» Una vez seleccionados y por algin motivo no puedan participar en la toma
de muestra de sangre.

» Las condiciones de la muestra sanguinea no sea adecuada o los datos de
identificacion no sean correctos.

» La cantidad de suero sea insuficiente.

» El suero se haya mezclado con el paquete eritrocitario.

6.9.Comité de ética en humanos

« El presente estudio se evalué por el comité de Investigacion y Etica del
Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”, ISSSTE.

» Se invit6é a participar informando el fin del protocolo y a quienes aceptaron
se le solicité la firma del consentimiento informado (Anexo 1y 2).

6.10. Metodologia

6.10.1. Cuantificacién de AGP mediante nefelometria

Se prepard el reactivo invirtiendo el cartucho suavemente antes de quitar los
tapones de rosca, se quitaron los tapones del cartucho y se reviso para verificar y
eliminar la presencia de burbujas, el tampén 1 y el diluyente 1 se mezclaron por
inversion, se retird la tapa de rosca y se eliminaron las burbujas presentes, se

colocaron los tapones anti-evaporacion en los receptaculos del cartucho de
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reactivo antes de colocar el cartucho en el instrumento. Enseguida se agregaron
en la celda 341.42 pL del reactivo, conformado de la siguiente manera: 21 pL de
anticuerpos anti AGP, posteriormente se agregaron 300 pL del tampdn 1y 20.42
uL del diluyente 1, finalmente se colocaron 0.58 pL de la muestra y se determind la
concentracion de proteina AGP mediante un equipo Beckman Coulter.

6.10.2. Cuantificacién de grupos tiol mediante método colorimétrico

Se prepararon las muestras colocando 50 pL de suero en un microtubo de 1.5 mL,
a cada uno de los tubos se agregaron 200 uL de acido metafosférico, se agité en
un vortex para homogeneizar y se centrifugaron a 171.72 g en una centrifuga
Labnet durante 15 min. En la placa se agregaron 100 pL de TRIS y se adicionaron
50 pL de las muestras preparadas en cada pozo y se agitd después de cada
agregado. Posteriormente se agregaron 20 uL de DTNT y se incubd durante 15
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion se
determind la absorbancia mediante un Lector de microplacas BIO-RAD modelo
iMark a una longitud de onda de 415 nm y se determind la concentracion de

grupos tiol mediante la siguiente férmula:

[mmoles _ (34)(absorbancia) _ . Volumen total
mlL B 13600 )(Volumen de alicuota

El pozo Al se utilizé6 como blanco.

6.10.3. Deteccion de carbonilos en proteinas mediante método

colorimétrico

En una placa de 96 pozos se colocaron 20 yL de suero de cada una de las
muestras, a cada una se adicionaron 80 pL de solucion fisiolégica (NaCl 0.9%), a
continuacion se agregaron 25 uL de 2,4 DNPH, se agitd después de cada
agregado y se incub6 en oscuridad, a temperatura ambiente durante 15 minutos,
en seguida se agregaron 130 puL de NaOH y se agitd. Se dejé reposar durante 3
minutos a temperatura ambiente, y se determind la absorbancia mediante un

Lector de microplacas BIO-RAD modelo iMark a una longitud de onda de 490 nm.
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Para la lectura de la curva patrén se utilizaron los pozos Al, B1, C1, D1y Ely se
utiliz6 como estandar acetona a concentraciones de 5, 10, 15y 20 uM, agregando
5 (B1), 10 (C1), 15 (D1) y 20 pL (E1) de dicha solucion, el pozo Al se utiliz6 como
blanco. Para la preparacion del estandar se tomaron 74 uL de acetona y se llevo a
volumen de 1 mL con solucioén fisiologica, se tomaron 10 pL de esa solucién y se
llevé a volumen de 1 mL con solucion fisiolégica, 1 pyL de esa solucién es

equivalente a una concentracion de 1 pM.

6.10.4. Andlisis estadistico

Las concentraciones obtenidas se sometieron a un andlisis estadistico a través de
la prueba t-Student con el programa GraphPad. Prism V-4 (GraphPad Software,
San Diego, Cal.). Se utilizd6 un intervalo de confianza del 95% por lo que se
consideraron estadisticamente significativos aquellos datos que tuvieron un valor

de p<0.05. Los datos se expresaron como la media £ D.E.
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7. RESULTADOS
7.1.Datos epidemioldgicos de las pacientes con CaMa

En las figuras 6-14 se presentan las proporciones de resultados de biopsia,
diagnostico, dafio a ganglios, BIRAD’S, estrégenos, progesterona, Her-2, estadio
clinico y antecedentes de cancer. En resumen; un alto porcentaje de mujeres con
CaMa resultaron ser en la mama izquierda, la mayor concurrencia de diagnostico
fue ductal, con una baja proporcibn de dafio a ganglios, clasificacion V en
clasificacion de BIRAD’S, una mayor proporcién positiva a receptores, el estadio
clinico mas frecuente fue lll y la mayoria sin antecedentes de cancer.

Biospsia (mama)

Derecho
No especificado - . 32%

34% 5N

Izquierdo

Figura 5. Ubicacién de la neoplasia en la mama.

Diagnaostico

Ductal
T 34%

No
especificado
56%

Lobulillar
10%

Figura 6. Diagndstico que presentaron las mujeres con CaMa.

43



RESULTADOS

Ganglios
SD
15% -,

Positivos
12%

Figura 7. Proporcion de ganglios afectados en las mujeres con CaMa.
-}
BI-RADS 1
, 5%
- 111
\\\ 5%

5D

/ 39%

Figura 8. Proporcion y clasificacion de los mamogramas de las mujeres con CaMa.

Estrégenos

/

Negativos
10%

Figura 9. Proporcion de receptores a estrogenos en las mujeres con CaMa.
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Progesterona

Negativos
15%

Figura 10. Proporcién de receptores a progesterona en las mujeres con CaMa.

HER-2

Negativos
0%

Figura 11. Proporcién de receptores a HER-2 en las mujeres con CaMa.

Estadio clinico

I
12% IV
2%

Figura 12. Proporcion del estadio clinico en mujeres con CaMa.

45



RESULTADOS

Antecedentes de cancer

SD
2%
No
44% &

Figura 13. Proporcién de antecedentes de cancer en mujeres con CaMa.

7.2.Caracteristicas generales y antecedentes gineco-obstétricos de las
mujeres sanas y con CaMa

En la Tabla 2 se presentan datos correspondientes a caracteristicas generales y
antecedentes gineco-obstétricos de los dos grupos de estudio; para cada variable
se observa el promedio y los limites (méximo y minimo). En resumen; para las
mujeres con CaMa, la edad promedio fue de 50 afos, el peso promedio 67 kg,
talla promedio 1.53 m, IMC promedio 28.5. Con un promedio de gestas de 3 (2 por
parto normal).

Tabla 2. Antecedentes gineco-obstétricos y caracteristicas generales de las mujeres
sanas y con CaMa.

Sanas CaMa
Parametro
Promedio Minimo Méximo Promedio Minimo  Méaximo

Edad (afios) 36.9 18 67 50.5 34 80
Peso (Kg) 70.5 52 101 66.9 46.1 113
Talla (m) 1.6 1.49 1.83 1.53 1.37 1.85
IMC 27.6 19.2 40.5 28.5 19 48.9

Gestas 1.6 0 7 3.3 0 15

Cesareas 0.7 0 4 0.6 0 3

Partos 0.6 0 5 2.5 0 11

Abortos 0.2 0 2 0.4 0 4

46



RESULTADOS

7.3.Proporcién de enfermedades cronico-degenerativas que presentaron

las mujeres con CaMa

En la Tabla 3 se observan algunas enfermedades crénico degenerativas que
presentaron algunas de las pacientes. Resultando de mayor prevalencia la
hipertension, seguida de diabetes.

Tabla 3. Enfermedades crdnico-degenerativas que presentaron las mujeres con CaMa.

Porcentaje
Enfermedad
Presenta No presenta

Diabetes 14.3 85.7
Hipertensidn 32.4 67.6
Cardiopatias 2.9 97.1
AR (Artritis reumatoide) 5.9 94.1
VPH (Virus papiloma humano) 8.8 91.2
Otras 5.9 94.1
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7.4.Cuantificaciéon de AGP sérica

Debido a que AGP es una proteina de fase aguda, sufre un incremento en la
concentracion ante neoplasias malignas como lo es el CaMa. Para determinar la
concentracion de AGP en ambos grupos de mujeres se partio de una muestra de
suero, y se realiz6 mediante una reaccion de antigeno-anticuerpo (Grafica 1).

100-
80+
=
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£
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G 40
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SANAS CANCER

Grafica 1. Concentraciones obtenidas en la cuantificacion de AGP sérica. En una celda
se colocaron 0.58 pL de muestra, posteriormente se agregaron 341.42 pL del reactivo
(incluyendo anticuerpos anti AGP). Se determiné la concentracion mediante nefelometria
en un equipo Beckman Coulter. Los datos se presentan como la media (80.11 vs 92.95,
aparentemente sanas y cancer, respectivamente) + D.E., p= 0.0044 comparada respecto
al grupo control.
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7.5.Cuantificacion de grupos tiol y grupos carbonilos

Como consecuencia del estrés oxidativo ocasionado por enfermedades
inflamatorias crénicas, el dafio producido a proteinas mediante la oxidacion del
azufre de la metionina y cisteina (Grafica 2), asi como la generacion de proteinas
carboniladas (Gréfica 3), modifican los niveles séricos de proteinas dafadas. Por
lo anterior se decidi6 cuantificar el nivel de proteinas carboniladas y sitios
oxidados provenientes de grupos tiol ya que se pueden emplear como

biomarcadores en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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Grafica 2. Concentraciones obtenidas en la cuantificacién de grupos tiol. Se prepararon
las muestras colocando 50 pL de suero y 200 yL de acido metafosférico en un microtubo
de 1.5 mL, se agité en un vortex y centrifugd a 171.72 g durante 15 min. En una placa de
96 pozos se agregaron 100 pL de TRIS y se adicionaron 50 pL de las muestras
preparadas. Posteriormente se agregaron 20 pL de &cido 5,5’ ditiobis 2 nitro- benzoico
(DTNT) y se incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se determind la
absorbancia mediante un Lector de microplacas BIO-RAD modelo iMark a una longitud de
onda de 415 nm. Los datos se presentan como la media (0.4609 vs 1.506, aparentemente
sanas y cancer, respectivamente) + D.E., p= 0.0001 comparada respecto al grupo control.
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Grafica 3. Concentraciones obtenidas en la cuantificacion de proteinas carboniladas. En
una placa de 96 pozos se colocaron 20 pL de suero de cada muestra, se adicionaron 80
pL de solucién fisioldgica (NaCl 0.9%). Posteriormente se agregaron 25 uL de 2,4 DNPH,
se incubo a oscuridad y a temperatura ambiente durante 15 minutos, posteriormente se
agregaron 130 pL de hidréxido de sodio (NaOH). Se dejé reposar durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Se determiné la absorbancia mediante un Lector de microplacas
BIO-RAD modelo iMark a una longitud de onda de 490 nm. Finalmente, se determino la
concentracion de grupos carbonilos mediante la ley de Lambert-Bear. Los datos se
presentan como la media (40.53 vs 67.67, aparentemente sanas y cancetr,
respectivamente) + D.E., p = 0.0001 comparada respecto al grupo control.
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8. DISCUSION

Entre las proteinas plasmaticas se encuentra la AGP, siendo la segunda mas
abundante y de las mas importantes de fase aguda en humanos. Durante
condiciones de fase aguda la concentracion puede incrementarse hasta 10 veces
(6). Los estimulos estresantes por los cuales la concentracion de AGP incrementa
pueden ser: infecciosos, traumas fisicos, cirugias o heridas, y durante el desarrollo
de cancer. La AGP es sintetizada principalmente por el higado y secretada por los
hepatocitos. Existen estudios que apoyan y demuestran que AGP es sintetizada
en otros tejidos, como células epiteliales de tejido mamario, ya sean sanas o
malignas, y que esta estrechamente relacionada a los componentes normales del
suero (34,41,47). En un estudio realizado en el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) en México D.F., se demostr6 mediante
inmuno-histoquimica que la AGP es sintetizada en células epiteliales tumorales de
tejido mamario (48). Es asi que el epitelio normal del tejido mamario regularmente
tiene una minima expresion del gen ORM, sin embargo durante un proceso
maligno como lo es el cancer, se especula que estas células sobre-expresan el

gen (6).

El presente trabajo se encauzé a investigar si la concentracion de AGP sérica es
mayor en mujeres con cancer de mama que en mujeres sanas, Se sugiere que los
niveles séricos de AGP pueden servir como biomarcadores potenciales de apoyo
para el diagndstico y seguimiento del curso clinico de la enfermedad. Asi mismo,
comparar las concentraciones séricas de tioles y proteinas carboniladas en
mujeres sanas y con cancer de mama con el fin de evidenciar el dafio celular

causado por esta patologia.

Diversos estudios indican que el sobrepeso y la obesidad estan asociados con un
leve incremento de padecer CaMa después de la menopausia. Este riesgo se
observa principalmente en mujeres que nunca han usado terapia hormonal para la

menopausia y para tumores que expresan tanto receptores de estrégeno como de
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progesterona. Por el contrario, en algunos estudios se ha encontrado que el
sobrepeso y la obesidad estan asociados con un riesgo menor de CaMa antes de
la menopausia. Se cree que el riesgo mayor de CaMa después de la menopausia
se debe a mayores concentraciones de estrégeno en las mujeres obesas.
Después de la menopausia, cuando los ovarios dejan de producir hormonas, el
tejido adiposo (graso) se convierte en la fuente mas importante de estrégeno. Las
mujeres obesas al tener mayor tejido adiposo tienen mayor concentracién de
estrogeno, lo que conduce posiblemente a un crecimiento mas rapido de tumores
de mama que responden al estrégeno. La relaciéon entre la obesidad y el riesgo de
CaMa puede variar también segun la raza y el grupo étnico.

El American College of Radiology (ACR) disefié¢ una manera estandar para
describir los hallazgos y los resultados de los mamogramas. En este sistema, los
resultados se clasifican en categorias numeradas de 0 a 6. Este sistema es
referido como el Informe de imagenes del seno y sistema de datos (Breast
Imaging Reporting and Data System, BI-RADS). De esta manera tener al alcance
de los médicos una forma estandar de comunicar los resultados, utilizando las
mismas palabras y términos, asegurando asi un mejor seguimiento de los
hallazgos de apariencias sospechosas. Resulta de vital importancia hacer hincapié
en que las mujeres con una clasificacion 1 en el sistema BI-RADS, es
recomendable que se realicen otros estudios para descartar la posibilidad de

CaMa ya que este nivel de clasificacion no asegura la ausencia de cancer.

Determinamos que la concentracion sérica de AGP en mujeres con cancer de
mama resultdé mayor que la determinada en mujeres sanas, al comparar los
valores obtenidos se encontré que habia diferencia estadisticamente significativa.
Previamente se han detectado niveles altos de AGP en pacientes con cancer de
mama, y también se demostrd que estos niveles aumentan con la progresion de la
enfermedad (49). Algunos autores han propuesto que el nivel de AGP en la sangre
de pacientes con cancer es aproximadamente el doble del nivel normal, debido a
la reaccion de fase aguda (47). Asi mismo se ha sugerido que AGP y otros
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reactantes de fase aguda pueden actuar como factores de proteccion de las
células tumorales contra el ataque inmunoldgico, contribuyendo de esta manera al

escape inmunologico del tumor (50).

Por otra parte, encontramos que las concentraciones séricas de tioles y proteinas
carboniladas en mujeres con cancer de mama son mayores a las de mujeres
sanas, comparando estos resultados se encontrd que habia diferencia
estadisticamente significativa. ElI cdncer per se es una enfermedad inductora de
dafio oxidativo y en estudios previos se ha observado que pacientes con cancer
avanzado presentan concentraciones plasmaticas de ROS mas elevadas que los
sujetos sanos. Este incremento se debe a que las células neoplasicas tienen
incrementadas sus necesidades metabdlicas, por lo que requieren mayores
cantidades de adenosin trifosfato (ATP) para mantener su elevado ritmo de
crecimiento y proliferacion (23). Algunas ROS como el peroxido de hidrégeno
pueden actuar como segundos mensajeros en las vias de transduccién de sefiales
intracelulares y en consecuencia promover el crecimiento y proliferacion celular

contribuyendo al desarrollo del cancer (51).
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9. CONCLUSION

En nuestra investigacion realizada, en un estudio de casos diagnosticados y
controles negativos. Se determiné que la proteina AGP puede servir como un
biomarcador de apoyo para diagndstico y pronostico en mujeres con CaMa. Asi
mismo, se determind que los grupos tiol y proteinas carboniladas se presentan en
mayor cantidad en mujeres con CaMa debido al aumento de dafio celular
provocado por el cancer de mama. Lo anterior proporciona una nueva vision sobre
la actividad de AGP, y eventualmente, puede conducir al estudio y desarrollo de
nuevas pruebas para el diagnostico y seguimiento del CaMa asi como de otros

tipos de cancer.
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PERSPECTIVAS

10. PERSPECTIVAS

* Realizar la medicidon de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa) y
comparar los valores entre casos y controles.

* Ampliar la muestra.
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12. ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES

México D.F. a de del 2014.

Yo de manera libre y voluntaria DOY MI
CONSENTIMIENTO, para participar en el estudio titulado: “Desarrollo de una prueba diagnéstica y
pronostica para pacientes mexicanas con diagnodstico de cancer de mama basada en la
determinacion de los niveles séricos de AGP”. De igual manera tengo la libertad de retirarme del
mismo, en el momento que lo decida sin que ello afecte la atencién médica que recibo del Instituto.

Se me ha informado que el estudio ha sido aceptado y aprobado por el Comité de Investigacién y
Comité de FEtica del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”, ISSSTE con folio ndmero:
por un periodo aproximado de 36 meses. Se me ha explicado que el propésito de dicho
proyecto es medir los niveles séricos de la proteina AGP, asf como de otras proteinas pro-inflamatorias
llamadas proteina C reactiva (PCR) e interleucinas (IL) como IL-1, IL-6 y TNF relacionadas con la
susceptibilidad a presentar cancer de mama.

Mi intervencidn en este estudio consistira en la participacién en una entrevista clinica (Historia clinica),
ademas de una toma de muestra de 7 ml de mi sangre, que servira para el estudio de estas proteinas. La
muestra se almacenara en refrigeradores (10°C) hasta que sean utilizadas para su andlisis en el
laboratorio de la Divisién de Medicina Gendémica, bajo la responsabilidad de las doctoras Liliana Garcia
Ortiz y/o Dra. Maria del Carmen Chima Galan. Si llegara a haber un exceso de muestra esta se
almacenara por un periodo de 5 afios, existiendo la posibilidad de utilizarla posteriormente en otros
estudios relacionados con AGP.

También se me ha dado a conocer que existe un riesgo minimo de dolor y/o formacién de hematoma
(moretoén) tras la puncién venosa, si esto llegase a suceder, se me daran medidas generales como las
siguientes: no frotar el sitio de puncién, mantener doblado el brazo por 5 minutos, no cargar cosas
pesadas en el brazo puncionado, no realizar ejercicio en un lapso de 24 hrs. Por dltimo, se me ha dado
la seguridad de que la realizacién de este estudio no pondra en riesgo mi integridad fisica 6 mental.

Los médicos encargados de la investigacion me comunicaron que mis resultados no me daran un
beneficio personal ya que éstos serdn agrupados con los de otras pacientes para llevar a cabo un
analisis global de los mismos; protegiendo mi identidad y la de otras pacientes, ya que los datos
personales, clinicos y moleculares se les asignard un c6digo alfa-numérico para mantenerlos en el
anonimato. Y podré solicitar la entrega de mis resultados al investigador responsable en un periodo de
tiempo pertinente.

Los resultados agrupados que deriven de este estudio podran ser publicaciones y/o presentados en
foros médicos-cientificos por lo que el objetivo esperado de la investigacién es que las conclusiones nos
permitan conocer si la proteina AGP tiene valor diagnéstico y pronéstico en cancer de mama.

Nombre del paciente (o representante legal):

Firma:

Direccion:

Teléfono (casa): Teléfono (trabajo/celular):
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Nombre del testigo:
Firma:

Nombre del testigo:
Firma:

Nombre del investigador:
Firma:

En caso de dudas o requerir informacion adicional en relacion con el proyecto de investigacion, usted puede
contactar con la Dra. Liliana Garcia Ortiz en el siguiente niumero telefénico: (55) 52-00-50-03, extension
14605 o con la Dra. Maria del Carmen Chima Galan a la extensién 86883.

Y si usted quisiera discutir su participacién con una persona que no esté directamente involucrado en el
proyecto (delegado del comité de ética o persona autorizada) nosotros lo invitamos a contactar con el Dr.
Abel Archundia Garcia, Presidente del Comité del Etica en Investigacién a la extensién 14629 o con la Dra.
Silvia Garcia, Coordinadora de Investigacion a la extension 14609.
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13. ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA POBLACION SANA

México D.F. a de del 2014.

Yo de manera libre y voluntaria DOY MI
CONSENTIMIENTO, para participar en el estudio titulado: “Desarrollo de una prueba diagnéstica y
pronostica para pacientes mexicanas con diagnodstico de cancer de mama basada en la
determinacion de los niveles séricos de AGP”. De igual manera tengo la libertad de retirarme del
mismo, en el momento que lo decida sin que ello afecte la atencién médica que recibo del Instituto.

Se me ha informado que el estudio ha sido aceptado y aprobado por el Comité de Investigacién y
Comité de FEtica del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”, ISSSTE con folio ndmero:
por un periodo aproximado de 36 meses. Se me ha explicado que el propésito de dicho
proyecto es medir los niveles séricos de la proteina AGP, asf como de otras proteinas pro-inflamatorias
llamadas proteina C reactiva (PCR) e interleucinas (IL) como IL-1, IL-6 y TNF relacionadas con la
susceptibilidad a presentar cancer de mama.

Mi intervencidn en este estudio consistira en la participacién en una entrevista clinica (Historia clinica),
ademads de una toma de muestra de 7 ml de mi sangre, que servira para el estudio de estas proteinas. La
muestra se almacenara en refrigeradores (10°C) hasta que sean utilizadas para su andlisis en el
laboratorio de la Divisién de Medicina Gendémica, bajo la responsabilidad de las doctoras Liliana Garcia
Ortiz y/o Dra. Maria del Carmen Chima Galan. Si llegara a haber un exceso de muestra esta se
almacenara por un periodo de 5 afios, existiendo la posibilidad de utilizarla posteriormente en otros
estudios relacionados con AGP.

También se me ha dado a conocer que existe un riesgo minimo de dolor y/o formacién de hematoma
(moretoén) tras la puncién venosa, si esto llegase a suceder, se me daran medidas generales como las
siguientes: no frotar el sitio de puncién, mantener doblado el brazo por 5 minutos, no cargar cosas
pesadas en el brazo puncionado, no realizar ejercicio en un lapso de 24 hrs. Por ltimo, se me ha dado
la seguridad de que la realizacién de este estudio no pondra en riesgo mi integridad fisica 6 mental.

Los médicos encargados de la investigacion me comunicaron que mis resultados no me daran un
beneficio personal ya que éstos seran agrupados con los de otras pacientes para llevar a cabo un
anadlisis global de los mismos; protegiendo mi identidad y la de otras pacientes, ya que los datos
personales, clinicos y moleculares se les asignard un c6digo alfa-numérico para mantenerlos en el
anonimato. Y podré solicitar la entrega de mis resultados al investigador responsable en un periodo de
tiempo pertinente.

Los resultados agrupados que deriven de este estudio podran ser publicaciones y/o presentados en
foros médicos-cientificos por lo que el objetivo esperado de la investigacidn es que las conclusiones nos
permitan conocer si la proteina AGP tiene valor diagnéstico y pronéstico en cancer de mama.

Nombre del paciente (o representante legal):

Firma:

Direccion:

Teléfono (casa): Teléfono (trabajo/celular):
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Nombre del testigo:
Firma:

Nombre del testigo:
Firma:

Nombre del investigador:
Firma:

En caso de dudas o requerir informacion adicional en relacion con el proyecto de investigacion, usted puede
contactar con la Dra. Liliana Garcia Ortiz en el siguiente nimero telefénico: (55) 52-00-50-03, extension
14605 o con la Dra. Maria del Carmen Chima Galan a la extensién 86883.

Y si usted quisiera discutir su participacién con una persona que no esté directamente involucrado en el
proyecto (delegado del comité de ética o persona autorizada) nosotros lo invitamos a contactar con el Dr.
Abel Archundia Garcia, Presidente del Comité del Etica en Investigacién a la extensién 14629 o con la Dra.
Silvia Garcia, Coordinadora de Investigacion a la extension 14609.

64



PUBLICACION

14. PUBLICACION

www.medigraphic.org.mx

AN g,
||||I|-
Amy

1

oN

REVISTA
MEXICANA DE
M

ASTOLOGIA

\aeion 4,

s,
/Fojore

L

9
%
%

.

Mayo-Agosto, 2014 / Volumen 4, Nimero 2/ pp 63-73

Restiimenes presentados en el
X Congreso Nacional de Mastologia
y VII Reunion Internacional

ANALISIS DIGITAL INFRARROJO EN EL BIRADS IIl (APOYO
METABOLICO E N EL DIAGNOSTICO MORFOLOGICO). REPORTE

DE UN CASO
Enrique Martin del Campo Mena

Instituto Estatal de Oncologia «Dr. Miguel Dorantes Mesa»,
Xalapa Veracruz.

Antecedentes: El andlisis digital infrarrojo (ADIR) es un mé-
todo no estandarizado para el apoyo y complemento diag-
nostico del cancer mamario; fisicamente analiza la emision
de radiacion infrarroja que se observa en la superficie de la
glandula mamaria. Fisiolégicamente los tumores malignos
producen mayor nimero de células, calor metabdlico, va-
sodilatacion, angiogénesis y respuesta inflamatoria que el
parénquima normal. Actualmente no esta recomendado
como estudio de escrutinio aislado para la deteccién, pero
desde los afios 80 ha sido aprobado por la FDA como estudio
adjunto. Gautherie (1984), ). Keyserlingk (2000), R. Simmons
y N. Arora (2008), F. Gutiérrez Delgado (ASCO 2009), G. Wis-
hart (2010) y J. Wang (2011) ya han publicado resultados
interesantes. Objetivo: Evaluar el apoyo diagndstico de la
imagen digital infrarroja (con sistema FLIR 320, DITEK) de una
clasificacion indeterminada BIRADS Ill para el criterio clinico
como apoyo para biopsia y su correlacion final al resultado de
patologia definitiva. Material y métodos: Paciente femenina
asintomdtica de 42 aiios de edad, la cual se realiza estudios
escrutinio de imagen radioldgica estandar clasificados como
BIRADS IlI. Reporte histopatoldgico: Carcinoma infiltrante de
diferenciacion mucinosa grado II. Discusién: El analisis digital
infrarrojo (ADIR) de la glandula mamaria es una herramienta
util como apoyo diagndstico adjunto cuando: 1) el riesgo es-
tadistico es alto, 2) los hallazgos clinicos no concuerdan con
3) imagenes radioldgicas estandar no concluyentes: BIRADS
Ill. Conclusiones: La informacién en imagen infrarroja esta
directamente relacionada con el comportamiento biolégico
de la lesion. Este ejemplo nunca antes reportado pone de
manifiesto sus posibilidades en estudios prospectivos contro-

lados para determinar su asociacion con la deteccion adjunta
a otros métodos (estadisticos, clinicos o morfoldgicos conoci-
dos), asi como también a la densidad microvascular, terapia
antiangiogénica, receptores hormonales y HER 2 neu, mama
densa, lesiones in situ de alto grado, evaluacion de margenes
transoperatorios y su futura asociacion a nanoestructuras
funcionalizadas visibles por calor o fluorescencia. Es un pro-
cedimiento relativamente sencillo, de costo reducido, con
sensibilidad y capacidad digital mejorada. Se propone para
ser empleada Ginicamente por los especialistas en oncologia
e imagen en tumores mamarios en estudios prospectivos
multicéntricos para reconfirmar su utilidad clinica.

BREAST TUMOR BED BOOST AFTER ONCOPLASTIC SURGICAL

PROCEDURE USING SURGICAL CLIPS AND IMAGE REGISTRATION
Youlia M Kirova, Elise Furet, Nathalie Fournier-Bidoz,
Dominique Peurien, Vincent Servois, Fabien Reyal, Remi
Dendale, Francois Campana, Alain Fourquet

Institut Curie, Paris, France.

Background and purpose: To describe the procedure of
definition of the breast boost volume using pre- and post-
operative computed tomography (CT) imaging and surgical
clips in the tumor bed after oncoplastic surgical procedure
for breast cancer (BC) and to define the uniform institu-
tional protocol for clips placement. Material and methods:
31 consecutive BC patients (pts) who underwent simple
tumorectomy or oncoplastic surgery with placement of
one or more clips in the surgical cavity before breast
remodeling have been studied. All of them underwent
pre- and postoperative CT scan in treatment position to
define and compare the primary tumor and tumor bed
zone. The 2 sets of images (pre- and post-surgical CT)
were registered using an automatic mutual information
fusion software that allows the registration to be limited
to the ipsilateral breast. During the surgery 1 to 5 surgical
clips were placed: 1 at the deep end of resection site on
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!Departamento de Tumores Mamarios. *Subdireccion de
Investigacién Clinica. *Direccién de Investigacion.
Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México.

Introduccion: El cancer de mama metaplasico (CM) es poco
frecuente y poco estudiado. Objetivo: Determinar si el
CM confiere una peor supervivencia global (SG) y periodo
libre de enfermedad (PLE) comparandolo con histologias
mas comunes con factores inmunohistoquimicos desfa-
vorables. Material y métodos: Se seleccionaron pacientes
del Instituto Nacional de Cancerologia entre 2005 y 2013
con diagnéstico de CM, carcinoma canalicular infiltrante
(CC1) y carcinoma lobulillar infiltrante (CLI). Del grupo CCI
se crearon dos subgrupos, uno definido como alto grado
(CCIAG) y otro como triple negativo (CCITN). Del CLI, se
seleccionaron pacientes triple negativo (CLITN). Se compard
terapia de induccién, respuesta patoldgica, cirugia realizada,
adyuvancia, recurrencias, progresion y sobrevida. El PLE y
la SG se analizaron por Kaplan-Meier y las curvas se com-
pararon utilizando Log-Rank. Resultados: La incidencia del
CM fue de 0.6%. Las pacientes con CM tuvieron progresion
en 25% y recurrencia del 12.5%. El PLE en CM a cinco afios
fue 52.1% (media: 48.52 meses; 95% IC: 35.32-61.72). No
se encontrd una diferencia en el PLE (CM versus CCIAG, p
=0.865; CM versus CCITN, p = 0.966; CM versus CLITN, p =
0.132). La SG a cinco afios del CM fue 72.2% (media: 59.77
meses; 95% IC: 48.55-71.00). SG también fue similar (CM
versus CCIAG, p = 0.246; CM versus CCITN, p = 0.255; CM
versus CLITN p = 0.387). Discusion: Tanto la SG y el PLE del
CM fueron similares en comparacion con las histologias mas
comunes con factores inmunohistoquimicos desfavorables.
Conclusiones: En el futuro se debe establecer si las carac-
teristicas moleculares contribuyen en el prondstico del CM.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
CARBONILADAS Y ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CARBONIL
REDUCTASA EN MUJERES CON CANCER DE MAMA PRIMARIO
Joel Jimeénez Rayo,' Lillana Qarcia Ortiz,* Sergio Hernandez
Rodriguez.® José Qutiérrez Salinas®

!Facultad de Quimica, Ciudad Universitaria-Universidad
Nacional Auténoma de México. México, D.F. *Divisién
de Medicina Gendémica, Centro Médico Nacional «20 de
Noviembre», Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de
los Trabajadores del Estado. México, D.F. *Laboratorio de
Bioquimica y Medicina Experimental, Centro Médico Nacional
«20 de Noviembre», Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado. México, D.F.

Introduccién: La deteccion de proteinas carboniladas se ha
usado como indicador de dafio en leucemias y cancer de

Resimenes

colon. Estos compuestos son el resultado de la accién de
radicales libres sobre las proteinas indicando el dafio que
estas especies reactivas producen en las células. Objetivo:
Determinar la presencia de proteinas carboniladas y la
actividad de la enzima carbonil reductasa en mujeres con
céncer de mama como indicador de dafio a los tejidos. Ma-
terial y métodos: Mujeres con diagndstico clinico de cancer
de mama primario a las cuales se les tom6 una muestra
de sangre para aislar plasma y leucocitos. En plasma, se
determiné la concentracion de proteinas carboniladas por
método espectrofotométrico y, en leucocitos, se determind
la actividad de la enzima carbonil reductasa. Resultados:
Se analizaron muestras de 123 mujeres con diagndstico
de cancer de mama y 120 mujeres sanas. Las mujeres con
cancer de mama presentan un incremento de 3.76 veces
en la cantidad de proteinas carboniladas en su plasma; en
comparacion con el grupo control (5.00  3.27 nmol carbo-
nilos/mg proteina versus 1.33 + 2.31 nmol carbonilos/mg
proteina; p < 0.05, respectivamente) asi como un incremen-
to del 60% en la actividad de la enzima carbonil reductasa
(327.23 £12.4 umol/min/mg proteina versus 204.05+11.3
umol/min/mg proteina; respectivamente). Conclusiones:
El aumento en la concentracion de proteinas carboniladas
asociado directamente con un incremento en la actividad
de la enzima carbonil reductasa de los leucocitos sefiala
la presencia de un dafio general al organismo provocado
por el cancer.

DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES POCO FRECUENTES DEL
CARCINOMA INFLAMATORIO DE MAMA

Aracell Ramos Herrera, Sylvia Lucero Romero Leal, Guadalupe
Rodriguez Flores

Puebla, Puebla Unidad Médica de Alta Especialidad Instituto
Mexicano del Seguro Social; Mérida, Yucatdn HGR No. 1,
Instituto Mexicano del Seguro Social; Hospital de Oncologia
Instituto Mexicano del Sequro Social.

El carcinoma inflamatorio de mama, es un tipo de carcinoma
poco frecuente con un curso altamente virulento y una tasa
de sobrevida baja a cinco afios de 25-50%. Se le atribuyen
de 2-5% de todos los canceres mamarios. El tratamiento
estandar neoadyuvancia, mastectomia radical y quimio-
terapia. Se ha demostrado que mejora el prondstico de la
enfermedad. La presentacion clinica presenta un rapido ini-
cio con manifestaciones dentro de los primeros tres meses;
entre los signos y sintomas se incluyen eritema y edema que
comprometen un tercio o mas del seno sin nédulo asociado.
Ademds, un signo frecuentemente observado es la llamada
«peau d'orange» condicionado por émbolo tumoral que
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