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Resumen

Con €l objetivo de determinar la utilidad de un método in-
munoanalitico para la cuantificacion simultéanea en plasma de
dos enzimas estrgeno-dependientes, como prueba de tamiz
en ladeteccion de cancer mamario, se realizo un estudio pilo-
to, abierto, en el que participaron 60 mujeres, 18 en quienes se
establecio el diagndstico de cancer mamario y 42 mujeres nor-
males o con patologia mamaria benigna de la mama de acuer-
do al estudio anatomopatol 4gico. Laconcentracion plasmética
de NDP-cinasay L eucina-aminopeptidasa se determind por un
inmunoanalisis enzimético en serie (ELISA), utilizando anti-
cuerpos monoclonales especificos y los resultados se expresa-
ron como unidades de ligando unido (ULU) X 10%/mL (media
+ EE). Losresultadosindican quelamediadelaconcentracion
plasmaética de las dos enzimas en pacientes con cancer mama-
rio fue de 1289.0 + 81.4 ULU X 10%mL, mientras que en
mujeresnormal es o con patologiamamariabenignafuede 929.0
+ 70.7. El punto de corte se establecio por € método ROC en
990.0 £ 20.0 Los valores de sensibilidad y especificidad fue-
ron de 88.8% y 69.0%, mientras que los valores predictivos
positivo y negativo del método fueron de 55.1% y 93.5% res-
pectivamente. Los resultados del estudio piloto son alentado-
res, sugiriendo que este método podriaser utilizado como prue-
ba de tamiz, para discriminar a las mujeres sanas de las que
tienen patologia mamaria, aunque para su uso en poblacion
abierta, aln requiere de validacion clinicaamplia, através de
laconduccién de estudios adicional es, ciegosy multicéntricos.

Palabras clave: Cancer mamario, NDP-cinasa, Leucina-
aminopeptidasa.

Summary

To assess whether the simultaneous determination of two
estrogen-dependent enzymes in blood, may serve as screen-
ing test for breast cancer, a pilot, open study was conducted
in 60 volunteer women. Mammography was used as the gold

standard in the recruitment process; diagnosis of breast can-
cer or benign breast diseases was established by histol ogical
examination of breast biopsies. NDP-kinase and Leucine-
aminopeptidase blood concentrations were determined us-
ing a tandem ELISA with specific monoclonal antibodies,
and theresults were expressed as ligand bound units (LBU)
X 10%mL (mean £ SEM). One group included 18 women
with diagnosis of breast cancer, while the second group was
integrated by 42 volunteerseither normal or with benign breast
diseases. The enzymes plasma content in women with breast
cancer was 1289.0 + 81.4 LBU X 10%mL, while in women
with no malignancy was 929.0 + 70.7 LBU X 10?%/mL. Clin-
ical sensitivity and specificity of the method were 88.8% and
69.0% respectively, while the positive predictive value was
55.1%, and the negative predictive value was 93.5%. The
overall datasuggest that thisimmunoassay could be used asa
screening test to discriminate healthy women from those who
have breast cancer, yet still require of awide clinical valida-
tion through additional, blind, multicenter studies.

Key words: Breast cancer NDP-Kinase, Leucine-ami-
nopeptidase.

Introduccion

El cancer mamario representa un reto de salud publica a
nivel mundial. En México, el cancer de mama constituye la
segunda causa de muerte por enfermedades neoplésicas en
mujeres de 25 afios y mas.? Debido ala naturaleza multifac-
torial de esta neoplasia maligna, la investigacion biomédica
contemporanea se haorientado al desarrollo de métodos diag-
nasticos o de tamiz que permitan su deteccion temprana.

La identificacion de genes, oncogenesy factores de creci-
miento,? activados o expresados inadecuadamente en el cancer
mamario invasivo, estimul6 € desarrollo de procedimientos
diagnésticos de alta complejidad metodoldgica y por consi-
guiente poco practicos para la identificacion y deteccion de
mujeres con cancer de mamaen el ambito poblacional .4®
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Debido a origen multifactorial, dependiente de hormonas
esteroides sexuales®” recientemente se inicié la busqueda de
biomarcadores sensibl es a estimul os hormonal es prol ongados,
donde e papel de los estrégenos, en el inicio y progresion del
cancer de mama, hasido bien documentado.? Se estima que la
mayor parte de tumores malignos de lamama (~ 95%), ya sea
gue ocurra durante la vida reproductiva de la mujer o en la
etapa posmenopausi ca, son inicialmente estrogeno-sensiblesy
estrégeno-dependientes.

Guptay cols.®** fueron de los primeros en informar la so-
bre-expresién de la actividad de la leucina-aminopeptidasa
(EC 3.4.11.1) en cancer mamario y en otros canceres estré-
geno-dependientes de la mujer, sefialando que la cuantifica-
cion de la actividad de esta enzima podria ser un indicador
sensible en estas neoplasias malignas. Recientemente varios
grupos de investigadores!! han demostrado que la expresion
de otraenzima, laNDP-cinasa (EC 2.7.4.6) seincrementaen
las células malignas de carcinomas mamarios aunque su co-
rrelacién con el potencial metastético de los tumores ha sido
muy controvertida. La NDP-cinasa es producto del gene Nm
23-H1y sele harelacionado con la actividad metastasica de
tumores solidos.*?

Tomando ventgja de que ambas enzimas entran alacircu-
lacién sistémica y su concentracion puede ser cuantificada,
sedesarrollé y patentd un método inmunoanal itico acoplado
(en tandem) que permite cuantificar simultaneamente la con-
centracion de NDP-cinasa y leucina-aminopeptidasa (LA-
peptidasa) en muestras plasmaticas.®® El inmunoanalisis uti-
liza anticuerpos monoclonales, altamente especificos contra
las dos enzimas, que se producen en hibridomas de lineas
celulares de bazo de ratones inmunizados, fusionados con
células de mieloma.'41®

Con el proposito de validar la utilidad clinica de la cuan-
tificacién plasmética de NDP-cinasay LA-peptidasa como
un método de tamiz en |la deteccién de cancer mamario, se
realizé un estudio piloto, abierto, cuyo objetivo puntual fue
el establecer la sensibilidad y especificidad clinica, los va-
lores predictivos y el valor de corte de este método inmu-
noanalitico.

Material y métodos
Poblacién de estudio

El protocolo del estudio clinico piloto fuerevisado y apro-
bado por los Comités de Investigacion y Etica del Hospital
General de México. Un total de 60 mujeres de la consulta
externay del Servicio de Oncologia del hospital decidieron
participar en € estudio y firmaron el formato de consenti-
miento informado. L as edades de | as participantes estuvieron
comprendidas entre 35 y 69 afios y ninguna de €llas estaba
embarazada 0 en periodo de lactancia, y no estaban bajo tra-
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tamiento con quimioterapia, agentes citotoxicos, radiotera-
pia, antiestrégenos o moduladores selectivos de receptores
de estrogenos. A todas las mujeres participantes selesrealizé
historiaclinica, incluyendo identificacién de factoresderies-
go, exploracion de glandulas mamarias, y se obtuvieron ima-
genes de mastografia que se interpretaron en los Servicios de
Imagenologia y Oncologia del hospital. En todos los casos
con imagen tumoral mamaria, el diagnéstico final se estable-
cio por & examen histol 6gico de biopsias mamarias, obteni-
das por aspiracion con agujafina.

Con base en los resultados de mastografia y de examen
histopatol 6gico, |as participantes se asignaron a dos grupos:
Grupo 1 se integré con 18 mujeres con cancer de mama, y
Grupo 2 incluyé a 42 mujeres normales 0 con patol ogia ma-
maria benigna.

Obtencidn de muestras y cuantificacion enzimética:

En las 60 mujeres participantes se obtuvieron por puncion
venosa, muestras de sangre (8 mL) en tubos de vidrio (Vacu-
tainer, Becton Dickinson) que contenian como solucion anti-
coagulante citrato trisodico 22 g/L, &cido citrico 8.0 g/L y
dextrosa24.5 g/L. Las muestras se codificaron acorde a pro-
cedimiento disefiado para este estudio, se mantuvieron a
temperatura ambiente y se enviaron, dentro de las primeras
72 horas, aCanbreal Therodiagnostics (Ottawa, Canadd) para
Su procesamiento.

Todas |as muestras de sangre se centrifugaron y su conteni-
do plasmético de NDP-cinasay L A-peptidasa se determiné por
un método inmunoanalitico (ELISA) utilizando los anticuer-
pos monoclonales desarrollados contra las dos enzimas, asi
€omo un anticuerpo secundario. Laevaluacién de las reaccio-
nes antigeno-anticuerpo se determiné por fluorometria utili-
zando un espectrometro, Modelo Spectra Max (Molecular
Devices) y laconcentracién de los ligandos se calcul 6 de cur-
vas estandar dosis-respuesta, de seis puntos, con cinco concen-
traciones crecientes de lados enzimas purificadas'*'® y ¢ testi-
go. Losdatos se procesaron utilizando el programade cémputo
Sof&Max Pro-software. Los resultados se expresan como uni-
dades de ligando unido (ULU) X 10?/mL de plasma (media+
EE). La sensibilidad del método inmunoanalitico, informada
por el laboratorio canadiense fue de 0.008 ULU X 10-%/mL de
plasmay su coeficiente de variacion fue < 4%.

Analisis estadistico

En andlisisestadistico delos resultados serealizo utilizan-
do la prueba de Kruskal-Wallis, de estadistica no-paramétri-
ca'’ y lasignificancia de las diferencias entre grupos se esta-
blecié por medio de la prueba de Dunn.?® El punto de corte
Optimo de los resultados de la cuantificacion enzimética se
determiné por el método de curvas, denominado ROC por
sus siglas en inglés (Receiving Operating Characteristics).'®
Lasensibilidad y especificidad clinicadel métodoy losvalo-



res predictivos positivo y negativo se obtuvieron utilizando
metodol ogia estadistica internacional mente aceptada.

Resultados

El examen delas mastografias mamariasbilateralesrealiza-
das en las 60 muj eres participantes en €l estudio revel6 que 28
mujeres presentaban imagenes anormales (tumoraciones o le-
siones difusas) y 32 mujeres presentaban imagenes normales
delasglandulas mamarias. El examen histol 6gico delas mues-
tras de biopsia obtenidas en las 28 mujeres con anormalidades
en lamastografia mamaria, permitio establecer € diagnéstico
de cancer mamario en 18 mujeresy de enfermedad benignade
lamamaen 10 mujeres. Los casos de cancer mamario incluian
carcinomas ductales o canaliculares in situ, en estadios tem-
pranos (n = 9) y carcinomas infiltrantes en estadios avanzados
(n=9), mientras que los casos de patologia benigna incluian
fibroadenomas mamarios (n = 7), quistes benignos delamama
(n=2) y mastopatia fibroquistica (n = 1).

La concentracion plasmatica de NDP-cinasa y L A-pepti-
dasa inmunodetectadas por €l método de ELISA en tandem,
en pacientes con cancer mamario (n = 18) fue de 1289.0 +
81.4 ULU X 10?%/mL de plasma (media+ EE). No se encon-
traron diferencias significativas (p > 0.520) en los valores en
pacientes con carcinomamamario infiltrante en estadios avan-
zados. De manera similar, no se encontraron diferencias sig-
nificativas (p > 0.715) en las concentraciones plasmaticas de
las dos enzimas, entre las mujeres normales 'y aquéllas con
patol ogia mamaria benigna.

La correlacion de los datos clinicos, incluyendo los hallaz-
gos imagenol égicos e histopatol égicos, con los valores de la
concentracion plasmética de NDP-cinasay L A-peptidasa, uti-
lizando el vaor éptimo de corte, permitié laidentificacion de
16 valores positivos verdaderos y 29 valores negativos verda
deros, asi como 13 val ores fal sos positivosy dos fal sos negati-
vos. El andlisis estadistico revel6 que la sensibilidad clinica
del método inmunoanalitico en estudio fue de 88.8%, mientras
que la especificidad clinicafue de 69.0%. Los vaores de pre-
diccién positivay negativadel método, utilizandolo como prue-
ba de tamiz fueron de 55.1% y 93.5% respectivamente.

Discusion

L os resultados obtenidos en este estudio piloto demostra-
ron que las concentraciones circul antes, inmunorreactivas de
NDP-cinasay L A-peptidasaen pacientes con cancer de mama
son significativamente diferentes de las de mujeres norma-
les, o con tumores 0 procesos patoldgicos benignos de la
glandula mamaria. En el universo poblacional del estudio
(n = 60), se encontrd una adecuada correlacion entre los ha-
Ilazgos clinicos y los resultados del método inmunoanalitico
en 45 participantes, con 13 valores de laboratorio fal sos posi-
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tivos y Unicamente dos val ores fal sos negativos. Estos datos
confirman y amplian observaciones previas que indican una
sobre-expresién de la actividad de las dos enzimas estudia-
das en tumores malignos de mama'y posiblemente en otras
neopl asias estrégeno-dependientes. El hallazgo de quelacon-
centracion plasmética de NDP-cinasay L A-peptidasa se en-
cuentra incrementada en pacientes con cancer mamario, su-
giere quelacuantificaci6n de estas enzimas pudiera utilizarse
como marcador en la deteccién de esta neoplasia maligna.
Debe sefialarse sin embargo que concentraciones incremen-
tadas de estos biomarcadores se esperarian en mujeres con
otras neoplasias malignas estrégeno-dependientes, como el
cancer endometrial y el cancer ovérico, lo que amerita estu-
dios adicionales de investigacion.

Lasensibilidad clinica del método obtenida en €l estudio,
indica que el 88.9% de mujeres con cancer mamario en quie-
nes se realice la prueba, tendran concentraciones de las enzi-
mas > 990.0 + 20.0 ULU X 10?/mL de plasma (prueba posi-
tiva), mientras quelaespecificidad clinicaindicaque el 69.0%
de las mujeres sin cancer mamario, en quienes se realice la
prueba tendrén concentraciones de los marcadores < 990.0 +
20.0 ULU X 10¥mL de plasma (prueba negativa). El valor
predictivo positivo del método obtenido en el estudio indica
gue el 55.1% delas muestras con valores>990.0+ 20.0 ULU
X 10%/mL de plasma corresponderan a mujeres con cancer
mamario, mientras que el valor predictivo negativo sefiala
gue €l 93.5% de valores < 990.0 £ 20.0 ULU X 10¥mL de
plasma corresponderan a mujeres sin cancer mamario.

Los resultados demostraron que no existen diferencias
significativas en pacientes con cancer mamario en diferentes
estadios de progresi6n, una observaci6n que apoyaria el con-
cepto de que el incremento en laconcentraciény actividad de
estas enzimas en neoplasias hormono-dependientes es el re-
sultado de estimul os estrogéni cos acumulados, que se asocia
al origen de estas neoplasias malignas.

Conclusiones

L os resultados obtenidos en este estudio aportan eviden-
cias que indican que la cuantificacion inmunoanaliticade las
concentraciones plasméticas de NDP-cinasay L A-peptidasa,
através de un método innovador, sencillo, no invasivo pue-
den ser utilizados como una pruebade tamiz que logre discri-
minar a las mujeres sin evidencia de malignidad de las que
tengan cancer de mama. Los resultados obtenidos en el estu-
dio piloto son alentadores y justifican la conduccion de estu-
dios adicionales ampliados de validacion clinica, multicén-
tricos, particularmente por el alto impacto que una pruebade
tamiz, como la agui descrita, tendria en términos de salud de
lamujer, a contribuir a la deteccién y manejo oportuno del
cancer mamario, reduciendo tasas de mortalidad por estacausa
en mujeres de 25 y més afios.
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