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Resumen

Con el objetivo de determinar la utilidad de un método in-
munoanalítico para la cuantificación simultánea en plasma de
dos enzimas estrógeno-dependientes, como prueba de tamiz
en la detección de cáncer mamario, se realizó un estudio pilo-
to, abierto, en el que participaron 60 mujeres, 18 en quienes se
estableció el diagnóstico de cáncer mamario y 42 mujeres nor-
males o con patología mamaria benigna de la mama de acuer-
do al estudio anatomopatológico. La concentración plasmática
de NDP-cinasa y Leucina-aminopeptidasa se determinó por un
inmunoanálisis enzimático en serie (ELISA), utilizando anti-
cuerpos monoclonales específicos y los resultados se expresa-
ron como unidades de ligando unido (ULU) X 102/mL (media
± EE). Los resultados indican que la media de la concentración
plasmática de las dos enzimas en pacientes con cáncer mama-
rio fue de 1289.0 ± 81.4 ULU X 10-2/mL, mientras que en
mujeres normales o con patología mamaria benigna fue de 929.0
± 70.7. El punto de corte se estableció por el 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 podría ser utilizado como prue-
ba de tamiz, para discriminar a las mujeres sanas de las que
tienen patología mamaria, aunque para su uso en población
abierta, aún requiere de validación clínica amplia, a través de
la conducción de estudios adicionales, ciegos y multicéntricos.

Palabras clave: Cáncer 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
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standard in the recruitment process; diagnosis of breast can-
cer or benign breast diseases was established by histological
examination of breast biopsies. NDP-kinase and Leucine-
aminopeptidase blood concentrations were determined us-
ing a tandem ELISA with specific monoclonal antibodies,
and the results were expressed as ligand bound units (LBU)
X 10-2/mL (mean ± SEM). One group included 18 women
with diagnosis of breast cancer, while the second group was
integrated by 42 volunteers either normal or with benign breast
diseases. The enzymes plasma content in women with breast
cancer was 1289.0 ± 81.4 LBU X 10-2/mL, while in women
with no malignancy was 929.0 ± 70.7 LBU X 10-2/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 data suggest that this immunoassay could be used as a
screening test to discriminate healthy women from those who
have breast cancer, yet still require of a wide clinical valida-
tion through additional, blind, multicenter studies.

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

Introducción

El cáncer mamario representa un reto de salud pública a
nivel mundial.1 En México, el cáncer de mama constituye la
segunda causa de muerte por enfermedades neoplásicas en
mujeres de 25 años y más.2 Debido a la naturaleza multifac-
torial de esta neoplasia maligna, la investigación biomédica
contemporánea se ha orientado al desarrollo de métodos diag-
nósticos o de tamiz que permitan su detección temprana.

La identificación de genes, oncogenes y factores de creci-
miento,3 activados o expresados inadecuadamente en el cáncer
mamario invasivo, estimuló el desarrollo de procedimientos
diagnósticos de alta complejidad metodológica y por consi-
guiente poco prácticos para la identificación y detección de
mujeres con cáncer de mama en el ámbito poblacional.4,5
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Debido al origen multifactorial, dependiente de hormonas
esteroides sexuales6,7 recientemente se inició la búsqueda de
biomarcadores sensibles a estímulos hormonales prolongados,
donde el papel de los estrógenos, en el inicio y progresión del
cáncer de mama, ha sido bien documentado.8 Se estima que la
mayor parte de tumores malignos de la mama (~ 95%), ya sea
que ocurra durante la vida reproductiva de la mujer o en la
etapa posmenopáusica, son inicialmente estrógeno-sensibles y
estrógeno-dependientes.

Gupta y cols.9,10 fueron de los primeros en informar la so-
bre-expresión de la actividad de la leucina-aminopeptidasa
(EC 3.4.11.1) en cáncer mamario y en otros cánceres estró-
geno-dependientes de la mujer, señalando que la cuantifica-
ción de la actividad de esta enzima podría ser un indicador
sensible en estas neoplasias malignas. Recientemente varios
grupos de investigadores11 han demostrado que la expresión
de otra enzima, la NDP-cinasa (EC 2.7.4.6) se incrementa en
las células malignas de carcinomas mamarios aunque su co-
rrelación con el potencial metastático de los tumores ha sido
muy controvertida. La NDP-cinasa es producto del gene Nm
23-H1 y se le ha relacionado con la actividad metastásica de
tumores sólidos.12

Tomando ventaja de que ambas enzimas entran a la circu-
lación sistémica y su concentración puede ser cuantificada,
se desarrolló y patentó un método inmunoanalítico acoplado
(en tandem) que permite cuantificar simultáneamente la con-
centración de NDP-cinasa y leucina-aminopeptidasa (LA-
peptidasa) en muestras plasmáticas.13 El inmunoanálisis uti-
liza anticuerpos monoclonales, altamente específicos contra
las dos enzimas, que se producen en hibridomas de líneas
celulares de bazo de ratones inmunizados, fusionados con
células de mieloma.14,15

Con el propósito de validar la utilidad clínica de la cuan-
tificación plasmática de NDP-cinasa y LA-peptidasa como
un método de tamiz en la detección de cáncer mamario, se
realizó un estudio piloto, abierto, cuyo objetivo puntual fue
el establecer la sensibilidad y especificidad clínica, los va-
lores predictivos y el valor de corte de este método inmu-
noanalítico.

Material y métodos

Población de estudio

El protocolo del estudio clínico piloto fue revisado y apro-
bado por los Comités de Investigación y Etica del Hospital
General de México. Un total de 60 mujeres de la consulta
externa y del Servicio de Oncología del hospital decidieron
participar en el estudio y firmaron el formato de consenti-
miento informado. Las edades de las participantes estuvieron
comprendidas entre 35 y 69 años y ninguna de ellas estaba
embarazada o en periodo de lactancia, y no estaban bajo tra-

tamiento con quimioterapia, agentes citotóxicos, radiotera-
pia, antiestrógenos o moduladores selectivos de receptores
de estrógenos. A todas las mujeres participantes se les realizó
historia clínica, incluyendo identificación de factores de ries-
go, exploración de glándulas mamarias, y se obtuvieron imá-
genes de mastografía que se interpretaron en los Servicios de
Imagenología y Oncología del hospital. En todos los casos
con imagen tumoral mamaria, el diagnóstico final se estable-
ció por el examen histológico de biopsias mamarias, obteni-
das por aspiración con aguja fina.

Con base en los resultados de mastografía y de examen
histopatológico, las participantes se asignaron a dos grupos:
Grupo 1 se integró con 18 mujeres con cáncer de mama, y
Grupo 2 incluyó a 42 mujeres normales o con patología ma-
maria benigna.

Obtención de muestras y cuantificación enzimática:
En las 60 mujeres participantes se obtuvieron por punción

venosa, muestras de sangre (8 mL) en tubos de vidrio (Vacu-
tainer, Becton Dickinson) que contenían como solución anti-
coagulante citrato trisódico 22 g/L, ácido cítrico 8.0 g/L y
dextrosa 24.5 g/L. Las muestras se codificaron acorde al pro-
cedimiento diseñado para este estudio, se mantuvieron a
temperatura ambiente y se enviaron, dentro de las primeras
72 horas, a Canbreal Therodiagnostics (Ottawa, Canadá) para
su procesamiento.

Todas las muestras de sangre se centrifugaron y su conteni-
do plasmático de NDP-cinasa y LA-peptidasa se determinó por
un método inmunoanalítico (ELISA) utilizando los anticuer-
pos monoclonales desarrollados contra las dos enzimas, así
como un anticuerpo secundario. La evaluación de las reaccio-
nes antígeno-anticuerpo se determinó por fluorometría utili-
zando un espectrómetro, Modelo Spectra Max (Molecular
Devices) y la concentración de los ligandos se calculó de cur-
vas estándar dosis-respuesta, de seis puntos, con cinco concen-
traciones crecientes de la dos enzimas purificadas13,16 y el testi-
go. Los datos se procesaron utilizando el programa de cómputo
Sofá-Max Pro-software. Los resultados se expresan como uni-
dades de ligando unido (ULU) X 10-2/mL de plasma (media ±
EE). La sensibilidad del método inmunoanalítico, informada
por el laboratorio canadiense fue de 0.008 ULU X 10-2/mL de
plasma y su coeficiente de variación fue < 4%.

Análisis estadístico

En análisis estadístico de los resultados se realizó utilizan-
do la prueba de Kruskal-Wallis, de estadística no-paramétri-
ca17 y la significancia de las diferencias entre grupos se esta-
bleció por medio de la prueba de Dunn.18 El punto de corte
óptimo de los resultados de la cuantificación enzimática se
determinó por el método de curvas, denominado ROC por
sus siglas en inglés (Receiving Operating Characteristics).19

La sensibilidad y especificidad clínica del método y los valo-
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res predictivos positivo y negativo se obtuvieron utilizando
metodología estadística internacionalmente aceptada.20

Resultados

El examen de las mastografías mamarias bilaterales realiza-
das en las 60 mujeres participantes en el estudio reveló que 28
mujeres presentaban imágenes anormales (tumoraciones o le-
siones difusas) y 32 mujeres presentaban imágenes normales
de las glándulas mamarias. El examen histológico de las mues-
tras de biopsia obtenidas en las 28 mujeres con anormalidades
en la mastografía mamaria, permitió establecer el diagnóstico
de cáncer mamario en 18 mujeres y de enfermedad benigna de
la mama en 10 mujeres. Los casos de cáncer mamario incluían
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 patología benigna incluían
fibroadenomas mamarios (n = 7), quistes benignos de la mama
(n = 2) y mastopatía fibroquística (n = 1).

La concentración plasmática de NDP-cinasa y LA-pepti-
dasa inmunodetectadas por el método de ELISA en tandem,
en pacientes con cáncer mamario (n = 18) fue de 1289.0 ±
81.4 ULU X 10-2/mL de plasma (media ± EE). No se encon-
traron diferencias significativas (p > 0.520) en los valores en
pacientes con carcinoma mamario infiltrante en estadios avan-
zados. De manera similar, no se encontraron diferencias sig-
nificativas (p ≥ 0.715) en las concentraciones plasmáticas de
las dos enzimas, entre las mujeres normales y aquéllas con
patología mamaria benigna.

La correlación de los datos clínicos, incluyendo los hallaz-
gos imagenológicos e histopatológicos, con los valores de la
concentración plasmática de NDP-cinasa y LA-peptidasa, uti-
lizando el valor óptimo de corte, permitió la identificación de
16 valores positivos verdaderos y 29 valores negativos verda-
deros, así como 13 valores falsos positivos y dos falsos negati-
vos. El análisis estadístico reveló que la sensibilidad clínica
del método inmunoanalítico en estudio fue de 88.8%, mientras
que la especificidad clínica fue de 69.0%. Los valores de pre-
dicción positiva y negativa del método, utilizándolo como prue-
ba de tamiz fueron de 55.1% y 93.5% respectivamente.

Discusión

Los resultados obtenidos en este estudio piloto demostra-
ron que las concentraciones circulantes, inmunorreactivas de
NDP-cinasa y LA-peptidasa en pacientes con cáncer de mama
son significativamente diferentes de las de mujeres norma-
les, o con tumores o procesos patológicos benignos de la
glándula mamaria. En el universo poblacional del estudio
(n = 60), se encontró una adecuada correlación entre los ha-
llazgos clínicos y los resultados del método inmunoanalítico
en 45 participantes, con 13 valores de laboratorio falsos posi-

tivos y únicamente dos valores falsos negativos. Estos datos
confirman y amplían observaciones previas que indican una
sobre-expresión de la actividad de las dos enzimas estudia-
das en tumores malignos de mama y posiblemente en otras
neoplasias estrógeno-dependientes. El hallazgo de que la con-
centración plasmática de NDP-cinasa y LA-peptidasa se en-
cuentra incrementada en pacientes con cáncer mamario, su-
giere que la cuantificación de estas enzimas pudiera utilizarse
como marcador en la detección de esta neoplasia maligna.
Debe señalarse sin embargo que concentraciones incremen-
tadas de estos biomarcadores se esperarían en mujeres con
otras neoplasias malignas estrógeno-dependientes, como el
cáncer endometrial y el cáncer ovárico, lo que amerita estu-
dios adicionales de investigación.

La sensibilidad clínica del método obtenida en el estudio,
indica que el 88.9% de mujeres con cáncer mamario en quie-
nes se realice la prueba, tendrán concentraciones de las enzi-
mas > 990.0 ± 20.0 ULU X 10-2/mL de plasma (prueba posi-
tiva), mientras que la especificidad clínica indica que el 69.0%
de las mujeres sin cáncer mamario, en quienes se realice la
prueba tendrán concentraciones de los marcadores < 990.0 ±
20.0 ULU X 10-2/mL de plasma (prueba negativa). El valor
predictivo positivo del método obtenido en el estudio indica
que el 55.1% de las muestras con valores > 990.0 ± 20.0 ULU
X 10-2/mL de plasma corresponderán a mujeres con cáncer
mamario, mientras que el valor predictivo negativo señala
que el 93.5% de valores < 990.0 ± 20.0 ULU X 10-2/mL de
plasma corresponderán a mujeres sin cáncer mamario.

Los resultados demostraron que no existen diferencias
significativas en pacientes con cáncer mamario en diferentes
estadios de progresión, una observación que apoyaría el con-
cepto de que el incremento en la concentración y actividad de
estas enzimas en neoplasias hormono-dependientes es el re-
sultado de estímulos estrogénicos acumulados, que se asocia
al origen de estas neoplasias malignas.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio aportan eviden-
cias que indican que la cuantificación inmunoanalítica de las
concentraciones plasmáticas de NDP-cinasa y LA-peptidasa,
a través de un método innovador, sencillo, no invasivo pue-
den ser utilizados como una prueba de tamiz que logre discri-
minar a las mujeres sin evidencia de malignidad de las que
tengan cáncer de mama. Los resultados obtenidos en el estu-
dio piloto son alentadores y justifican la conducción de estu-
dios adicionales ampliados de validación clínica, multicén-
tricos, particularmente por el alto impacto que una prueba de
tamiz, como la aquí descrita, tendría en términos de salud de
la mujer, al contribuir a la detección y manejo oportuno del
cáncer mamario, reduciendo tasas de mortalidad por esta causa
en mujeres de 25 y más años.
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