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1. INTRODUCCION

Entre los afios 2003 y 2004, segun datos recolectados por el Instituto
Nacional de Cancerologia (INC) de Bogota, hubo un incremento del 13% de
los casos de cancer registrados, siendo el de seno el segundo mas frecuente

en la poblacién colombiana femenina.

La principal prueba de tamizaje utilizada para detectar la aparicion de
lesiones mamarias malignas es la mamografia, pero su sensibilidad puede
variar entre el 68 y el 90% (Diaz, et al., 2005).Como herramienta de apoyo a
la mamografia y al examen fisico la deteccion de genes cuya sobre-
expresion esta asociada con el desarrollo de un proceso neoplasico puede
contribuir a la deteccidon temprana y seguimiento de pacientes con cancer de
seno. Algunos estudios han postulado como un candidato a marcador
celular para el diagnostico y seguimiento a la glicoproteina Mamoglobina
humana que se expresa de manera especifica en la glandula mamaria y se
sobre-expresa en la mayoria de los tumores primarios y metastasico de

pacientes con cancer de seno (Fleming, et al., 2000).

Mark Watson y colaboradores, fueron los primeros en reportar esta proteina
codificada por un ADNCc aislado de un tumor de cancer de mama primario
humano. La proteina Mamoglobina es homdloga a la familia de proteinas de
las Secretoglobinas, por lo que se considera miembro de esta (Fleming, et
al., 1996). De las células de la glandula mamaria la Mamoglobina es
secretada en forma de complejo con la proteina Lipofilina B otra integrante
de la familia de las Secretoglobinas. Hasta ahora, su funcién no se ha

descrito completamente pero, se cree que puede estar involucrado en la
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regulacion del metabolismo de esteroides y algunas funciones inmunes. Al
purificar el complejo se conocié que era necesario el clivaje del péptido sefial
tanto para Mamoglobina como Lipofilina B. Este complejo forma un glébulo
helicoidal pequefio y crean un bolsillo hidrofobico capaz de unirse a
moléculas similares a esteroides y bifenilos (Carter, et al, 2002).

Desde el afio 1996 cuando se identificd la Mamoglobina varios autores han
reportado la especificidad de la expresidén de esta proteina hacia la glandula
mamaria a través de estudios de RT-PCR e inmunohistoquimica analizando
muestras de tejido normal y tumoral (Watson, et al, 1996; Watson, et al,
1999; Suchy, et al, 2000; O Brien, et al, 2002; Zehentner, et al, 2004). Esta
evidencia de la especificidad de tejido mamario ha dado lugar al uso de
Mamoglobina como marcador de diseminacion metastasica del cancer de
mama a los ganglios linfaticos (Min, 1998). Bernstein, y colaboradores,
confirmaron y ampliaron estos hallazgos al demostrar que la proteina
Mamoglobina se expresa en una gran mayoria de los tumores de mama
analizados, pero no fue detectado en los tumores de colon, prostata, pulmon
u ovario (Bernstein, et al., 2005). Estos hallazgos, junto con estudios previos,
indican claramente que la expresion de la proteina Mamoglobina es

altamente especifica para cancer de mama.

Carter y colaboradores, analizaron muestras de ganglio linfatico axilar de
veinte mujeres con cancer de seno, en las cuales se analizo la expresion de
MRNA de Mamoglobina a través del uso de la técnica de RT-PCR.
Encontraron que en 13 muestras de ganglio linfatico metastasico hubo
expresion de Mamoglobina, mientras que en los otros nodulos restantes no
hubo expresion de esta y su resultado por patologia fue negativo para

metastasis (Carter, et al., 2002).
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La Mamoglobina humana por ser una glicoproteina secretada por las células
de la glandula mamaria, sobre-expresada en células tumorales y presente en
el suero de mujeres con o sin cancer, se ha identificado como un posible
candidato para marcador tumoral celular sérico (Fanger, et al, 2002;
Bernstein, et al., 2005; Zehentner, et al., 2004)

Este estudio evalud la presencia de la proteina Mamoglobina en muestras de
suero de pacientes con cancer de seno, establecio la concentracion de esta 'y
la compar6é con un grupo control constituido por personas sin ningun tipo de
cancer, mediante el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En paises desarrollados una de cada nueve mujeres padece cancer de
mama a lo largo de su vida y la tercera parte de ellas, muere debido a esta
neoplasia (Pifieros, et al, 2004). El cancer de seno a nivel mundial,
representa aproximadamente el 22% de los canceres diagnosticados en
mujeres, siendo mayor en los paises desarrollados respecto a los paises en
via de desarrollo, presentandose un nimero de casos nuevos de 636.128 y

514.072 mujeres afectadas respectivamente (Ferlay, et al, 2004).

Segun la OMS durante el afio 2007 se presentaron 548.999 muertes debida
a cancer de seno en el mundo (WHO, 2007). De acuerdo a estudios
realizados por el Instituto Nacional de Cancerologia (INC), en Colombia el
cancer de seno presenta una incidencia de aproximadamente 30 por cada
100000 mujeres, constituyéndose junto con el de cuello uterino como los mas

frecuentes dentro de la poblacién femenina.

Para avanzar en el desarrollo de estrategias que faciliten un diagndstico
temprano de la enfermedad y la identificacion de la poblacion en riesgo, en
este trabajo se implementé una prueba de ELISA, que permite la
identificacién de la proteina Mamoglobina, esta puede servir como apoyo al
tradicional examen fisico y a la mamografia. La Mamoglobina es un
marcador tumoral especifico de la glandula mamaria que ademas es
secretado, por lo cual se buscé determinar su presencia en el suero de

mujeres con cancer de mama y en mujeres sanas.
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Si la deteccién de Mamoglobina aporta informacion acerca de la presencia
de cancer de seno, esto podria ser la base para desarrollar una prueba de
apoyo a las estrategias existente para la deteccion de la enfermedad.
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3. JUSTIFICACION

En Colombia, durante el afio 2006 el cancer de seno fue la segunda causa
de muerte (117 muertes) después del cancer gastrico (147 muertes), seguido
por cuello uterino (101 muertes), segun datos reportados por el INC , 2009).
Mientras que en el afio 2007 el cancer de seno ocupé el primer lugar (138
muertes), seguido por cancer gastrico (132 muertes), colon-rectal (115
muertes) y cuello uterino (70 muertes) (INC, 2010).

En los dltimos afos, varios estudios han reportado que la Mamoglobina se
expresa en la glandula mamaria y se sobre-expresa en células tumorales de
la misma, constituyéndose en un buen candidato para ser utilizado como
marcador celular para el diagnostico de cancer de seno (Watson, et al., 1996;
Zehentner, et al., 2004; Suchy, et al., 2000; Watson, et al., 1999; O Brien, et
al., 2002).

El Grupo de Investigacion en Ciencias Basicas Médicas de la Universidad del
Rosario desarroll6 un estudio enfocado a la deteccion de la expresion del
gen que codifica para la Mamoglobina en células epiteliales presentes en
circulacion aisladas a partir de una muestra de sangre periférica, tanto en
pacientes con cancer de seno como en voluntarias sanas (Cruz., 2008). Se
reportd la existencia de una region del gen de la Mamoglobina que se
expresa en toda la poblacibn analizada, pero con diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresién del gen en el
grupo de casos conformado por pacientes con diagndstico clinico-patologico
confirmado sin tratamiento, con respecto al grupo control constituido por

individuos sin ningun tipo de cancer 6 enfermedad mamaria benigna.
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Teniendo en cuenta que aunque se haya encontrado expresion del gen en
toda la poblacion de estudio, es probable que debido a la presencia de
modificaciones postraduccionales, solamente se detecte la proteina en el
grupo de casos. Es por ello, que para dar continuidad a esta linea de
investigacion y corroborar si la expresion del ARNm de la mamoglobina se
correlaciona con la presencia de la proteina sérica, se realizaron pruebas de
ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima), con anticuerpos que
reconocen péptidos de la proteina.
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4.1.

4.2.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de Mamoglobina en suero de pacientes con
diagnéstico clinico-patolégico de cancer de mama, a partir del
reconocimiento de tres regiones de la proteina, usando sueros de

conejo inmunizados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Inmunizar y obtener sueros de conejo que reconozcan la proteina
Mamoglobina.

Determinar la concentracion de la proteina Mamoglobina en el suero
de pacientes con diagnéstico de cancer de seno y en voluntarias
sanas.

Correlacionar la concentracion de Mamoglobina sérica, con los

hallazgos clinico-patoldgicos de las pacientes diagnosticadas.
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5. MARCO TEORICO

5.1. ESTADO DEL ARTE

52. LA MAMA NORMAL

La mama madura es un 6rgano compuesto por una parte de tejido epitelial
glandular exocrino tubulo alveolar dispuesto en aproximadamente 15 a 20
|I6bulos separados por un componente de tejido conectivo. Cada I6bulo
secreta sus productos a un sistema de conductos intralobulares e
interlobulares formados por un epitelio cubico biestratificado que drenan
finalmente hacia conductos galactéforos extralobulares, los cuales a su vez
terminan en el pezdn, el cual se encuentra revestido por tejido escamoso

gue se extiende hacia la superficie.

La glandula mamaria estd compuesta por un parénquima, conformado a su
vez, por alvéolos y conductos y por un estroma. Cada célula alveolar se
comporta como una unidad de secrecion, de modo que produce leche
completa, mediante la sintesis y transporte de sustancias como proteinas,
grasas, hidratos de carbonos, sales, anticuerpos y agua desde el plasma

sanguineo hasta los conductos excretores (Valdés et al1994)

El desarrollo embrionario glandular se inicia entre las semanas 18 y 19 de la
vida prenatal, cuando las yemas mamarias epidérmicas invaden el
mesénquima sub-epidérmico en la regidn anterior del térax y parte del
mesénquima se introduce bajo la dermis para formar un cojinete graso. En

forma simultanea, se originan los conductos, los cuales se extienden y
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ramifican para formar un sistema ductal rudimentario (Neville 1999). En el
periodo prepuberal, las vesiculas mamarias se transforman en conductos,
pero aun no hay alvéolos. Con el inicio de la pubertad comienza a funcionar
el eje endocrino hipotdlamo-hipofisis-ovario, de modo que la creciente
produccién de estrégenos por parte de los foliculos ovaricos, en conjunto con
la hormona hipofisiaria de crecimiento, estimulan el crecimiento, tanto del
tejido glandular como del estroma que lo rodea. Al comenzar los ciclos
ovulatorios, se inicia la produccion ciclica de progesterona que sumandose a
los estrogenos, determina un nuevo crecimiento de la glandula, con
formacion de los primeros alvéolos (Ceriani, 1974; Valdés et al, 1994; Russo
y Russo 2004).

Durante el ciclo ovéarico ocurren cambios hormonales: mientras los
estrogenos en la fase folicular estimulan el desarrollo del parénquima y la
ramificacion de los conductos, durante la fase latea la progesterona estimula

la diferenciacion de células alveolares y la dilatacion de los conductos.

Durante el embarazo, en las glandulas mamarias de la madre se activa un
proceso de diferenciacion lobular, que da origen a la transicion progresiva de
|6bulos tipo 1 a tipo 2, 3y 4 y se acompafa de alta actividad proliferativa. De
esta manera se adquiere la masa celular necesaria para la funcion de
secrecion de leche. Debido a esto la presencia de I6bulos tipo 4 es la
maxima expresion de desarrollo y diferenciacion en la glandula adulta,
mientras que la presencia de lobulos tipo 3 puede indicar la glandula ya se

desarrollo.

El desarrollo de la glandula mamaria durante la gestaciéon comprende dos
fases importantes: En la fase temprana, ocurre la proliferaciéon del arbol
ductal y se forman los alvéolos, dentro de l6bulos denominados tipo 3 y 4.

Durante esta fase, las mamas aumentan de tamafo y las venas superficiales
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de la glandula mamaria se dilatan. La formacion progresiva de alvéolos
continla hasta después de la semana 20, momento en el cual la proliferacion
se reduce al minimo, para dar comienzo a la actividad secretora. Las células
mioepiteliales perialveolares se alargan y adelgazan (Valdés et al, 1994) y
cada una de las células que constituyen los alvéolos adquieren la capacidad
para producir leche completa.

Durante la lactancia, los Unicos cambios morfolégicos notables son la
dilatacién de los alveolos y el aumento consecuente en el tamafio de los
|6bulos. Una vez sintetizada la leche se libera en la luz de los alvéolos y en el
sistema ductal (Russo et al 1987). Cuando la madre desteta al bebé, la leche
se acumula, tanto en la luz ducto alveolar como en el citoplasma de las
propias células secretoras, evento que tiene el efecto de inhibir la sintesis
lactogénica. En forma simultanea el volumen de las células secretoras se

reduce y disminuye su actividad secretora.

Este proceso de involucion puede obedecer a mecanismos de autolisis
celular, con estrechamiento del sistema ductal e infiltracién de fagocitos en
los I6bulos en desintegracion, después del cual ocurre regeneracion del
tejido conectivo periductal y lobular y proliferacion de los tubulos terminales.
Es por esta razén que las mujeres que han sido gestantes poseen mayor
cantidad de tejido glandular, que aquellas que no han gestado y/o lactado
(Russo y Russo 2004)

En la menopausia ocurre una regresion del tejido mamario, tanto en mujeres
nuliparas como multiparas, y se observa un incremento en los I6bulos tipo 1
y una disminucién en los l6ébulos tipo 2 y tipo 3, sin embargo la clave para el
entendimiento de la aparicion de neoplasias mamarias radica en los sucesos
gue ocurren en afios previos al inicio de la menopausia. En las mujeres

nuliparas, predominan los lobulos tipo 1 (65-80%), tipo 2 (10-35%) y en
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menor frecuencia los tipo 3 (0-5%), mientras que en las multiparas
predomina el tipo 3 (70-90%) (Russo y Russo, 2004).

Después de la menopausia disminuye el nimero de l6bulos, en especial de
tipo 2 y 3. Debido que el cAncer de mama ductal se origina en los l6bulos tipo
1, las mujeres nuliparas tienen un riesgo elevado de desarrollar cancer de
mama, mientras que mujeres que han tenido hijos permanecen protegidas.
Esta observacion surge del hecho de que en las mujeres con hijos sus
|6bulos son sometidos a diferenciacion, mientras que las nuliparas rara vez
alcanzan al tipo 3, esto indica que, aunque en ambos grupos de mujeres
predomina el tipo 1 durante la menopausia, es posible que las nuliparas

sean mas susceptibles de sufrir transformacion tumoral (Russo, et al. 2000).

La aparicion del cancer de mama en mujeres con hijos puede ocurrir debido
a la falta de respuesta del tejido lobular a las condiciones hormonales propias
del embarazo y lactancia, lo que hace que no se diferencien completamente
y conserven la estructura lobular de las mujeres nuliparas, lo que aumenta el
riesgo de carcinogénesis. Este hecho es de gran importancia para conocer la
posible respuesta del tejido glandula-mamario a la quimioterapia y

qguimioprofilaxis (Russo & Russo, 2004).

5.3. CANCER DE SENO

The National Cancer Institute de Estados Unidos, define el cancer de seno,
como aquella lesién tumoral que se forma en los tejidos de la mama, por lo
general los conductos (tubos que llevan la leche al pezén) y los lobulillos
(glandulas que producen la leche). Ocurre tanto en hombres como mujeres,
aunque el cancer de mama masculino es raro. Encontrdndose el mayor
namero de casos en mujeres mayores de 45 afios. En los Estados Unidos el

numero estimado de casos de cancer de mama nuevos fue 207.090
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(mujeres) y 1.970 (hombres) y el nimero de defunciones fue de 39.840

(mujeres); 390 (hombres) (National Cancer Institute)

5.3.1. Epidemiologia

En Colombia el cancer de seno constituye la primera causa de muerte por
cancer seguido por cancer de cuello de Uutero y colon-rectal. Se ha
evidenciado desde 1960 un aumento en la tasa de mortalidad por este
cancer, en 1981 era aproximadamente de 4,8 y en 1995 de 6,90; siendo las
tasas mas altas las encontradas en Bogota, Medellin y Cali (FIGO., 2000;
Pifieros., 2004).

Durante el afo 2007 se presentaron 661 casos de cancer de seno
correspondiente al 12,5% de casos nuevos diagnosticados en el INC, de los

cuales 657 correspondieron a mujeres, cuya clasificacion por edad fue:

- 9 (20-29 afos),

- 63 (30-39 arfios)
— 171 (40-49 afnos),
— 195 (50-59 afos),
— 124 (60-69 afios),
— 95 (>70 afnos)

Se presentaron 4 casos nuevos en hombres, cuya distribucion por afos

fue de:

— 1 (40-44afos),
- 1 (60-64 afios),
- 2 (>70 anos),

Conforme a esto se realizaron 957 procedimientos quirargicos en el Servicio
de Seno y Tejidos Blandos. Segun este mismo organismo 138 personas

murieron debido a cancer maligno de la mama durante el afio 2007, de los
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cuales 24 tenian entre 15 a 44 afios); 42 (45 a 54 afos), 36 (55 a 64 afios), y
36 (65+ afnos) (INC., 2010). De acuerdo a estudios del Ministerio de
Proteccién Social, la direccién general de salud publica establece que se
observa un aumento en la frecuencia de la enfermedad luego de los 20 afios

de edad con un pico maximo luego de los 40 afios.

5.3.2. Clasificaciéon
De acuerdo a lo establecido por The National Cancer Institute, de EEUU, el
cancer de mama se clasifica en los siguientes estadios, considerando la

clasificiacion TNM (Tumor-No6dulo-Metéastasis):

Estadio O (carcinoma in situ)

Hay dos tipos de carcinoma de mama in situ:

Carcinoma ductal in situ (CDIS): afeccion no invasora en la que se
encuentran células anormales en el revestimiento del conducto de la mama.
Las células anémalas no se diseminan fuera de este conducto hasta otros
tejidos de la mama. Algunas veces, el CDIS se puede volver cancer invasor y
diseminarse hasta otros tejidos, aunque por el momento no se sabe como
predecir cuales lesiones se volveran invasoras.

Carcinoma lobular in situ (CLIS): afeccion en la que se encuentran células
anormales en los I6bulos de la mama. Muy raras veces esta afeccion se
vuelve cancer invasor; sin embargo, el padecer de carcinoma lobular in situ
en una mama aumenta el riesgo de padecer de cancer de mama en

cualquier de las mamas.
Estadio |

En el estadio I, el cancer se ha formado. El tumor mide dos centimetros o

menos Yy no se ha diseminado fuera de la mama.
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Figura 1. Comparacién del tamafio del tumor con un frijol, mani, nuezy limén
La importancia de conocer el tamaiio del tumor radica en la necesidad de poder
realizar una clasificacién adecuada del estadio, teniendo en cuanta la clasificacion
TNM.(imagen tomada de www.cancer.gov)

5cm

Estadio 1A
v' El tumor mide dos centimetros o menos y esta diseminado hasta los
ganglios linfaticos axilares; 6
v El tumor mide mas de dos centimetros pero no mas de cinco
centimetros y no se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos

axilares.

Estadio IIB
En el estadio 1IB, el tumor tiene alguna de las siguientes caracteristicas:
v Mide mas de dos centimetros, pero no mas de cinco centimetros y se
ha diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares; 6
v Mide mas de cinco centimetros, pero no se ha diseminado hasta los

ganglios linfaticos axilares.

Estadio IlIA
v' El cancer se encuentra en los ganglios linfaticos axilares que estan
unidos entre si 0 a otras estructuras; o se puede encontrar en los
ganglios linfaticos cercanos al esternén; 6
v" El tumor mide dos centimetros o menos. El cancer se disemind hasta

los ganglios linfaticos axilares que estan unidos entre si o a otras
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estructuras, o el cancer se puede haber diseminado hasta los ganglios
linfaticos cercanos al esternon; 6

v' El tumor mide mas de dos centimetros pero no mas de cinco
centimetros. El cancer se diseminé hasta los ganglios linfaticos
axilares que estan unidos entre si 0 a otras estructuras, o el cancer se
puede haber diseminado hasta los ganglios linfaticos cercanos al
esternon.

v" El tumor mide mas de cinco centimetros. El cancer se ha diseminado
hasta los ganglios linfaticos axilares que estan unidos entre si 0 a
otras estructuras, o el cancer se puede haber diseminado hasta los

ganglios linfaticos cercanos al esternon.

Estadio 1lIB
En el estadio 11IB, el tumor puede tener cualquier tamafio y el cancer:
v' Se ha diseminado la pared del pecho o a la piel de la mama;y
v' Se puede haber diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares que
estan unidos entre si 0 a otras estructuras, o el cancer se puede haber
diseminado hasta los ganglios linfaticos cercanos al esternon. El
cancer que ha diseminado hasta la piel de la mama se llama cancer

de mama inflamatorio.

Estadio llIC
En el estadio IlIC, puede no haber signos de cancer en la mama o el tumor
puede tener cualquier tamafio y se puede haber diseminado hasta la pared
del pecho o a la piel de la mama. Asi mismo, el cancer:
v' Se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos por arriba o debajo de
la clavicula;
v Se puede haber diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares o

hasta los ganglios linfaticos cercanos al esternén.
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El cancer de mama en estadio IlIC se divide en estadio IlIC operable y

estadio IIIC inoperable.

En el estadio IlIC operable, el cancer:
v' Se encuentra en 10 o mas ganglios linfaticos axilares; o
v' Se encuentra en los ganglios linfaticos debajo de la clavicula; o
v' Se encuentra en ganglios linfaticos axilares y en los ganglios linfaticos
cercanos al esternon.
En el estadio IlIC no operable del cancer de mama, el cancer se ha

diseminado hasta los ganglios linfaticos por arriba de la clavicula.

Estadio IV
En el estadio 1V, el cancer se ha diseminado hasta otros 6rganos del cuerpo,

con mayor frecuencia hasta los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro.

De acuerdo a estudios realizados en el INC de Bogota en el 2007, 40,5% de
los casos recién diagnosticados, consultaron en estadios mayores a |IB de
acuerdo a clasificacion TNM basada en la descripcion del tumor primario, la
invasion de ganglios regionales y la presencia de metastasis (Pifieros et al,
2004).

5.3.3. Factores de Riesgo
Dentro de los factores de riesgo que pueden estar implicados en el desarrollo
del cancer de mama, los cuales son identificables en menos del 70% de los

casos de cancer de seno, se contemplan (American Cancer Society):

— Predisposicion genética,
- Menarquia temprana

— Menopausia tardia,
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— Nuliparidad,

— Primer embarazo posterior a los 30 afios

— Obesidad,

— Edad avanzada,

— Consumo de alcohol

— La terapia de reemplazo hormonal combinada por periodos de tiempo
prolongados

5.3.4. Diagnostico

Las pruebas que se utilizan para la deteccion de cancer de mama son el
autoexamen, el examen clinico del seno y la mamografia. Sin embargo, la
sensibilidad del autoexamen y el examen clinico del seno no supera el 60% y
la mamografia, solo identifica el 85% de los tumores (Diaz, et al., 2005). Las
imagenes diagndsticas tienen el inconveniente de ser operador dependiente

y tienen limitaciones tanto para la deteccion de lesiones muy pequeiias.

Por lo anterior, se ha planteado el uso de técnicas basadas en herramientas
moleculares que sirvan de apoyo a las pruebas de tamizaje tradicionales,
gue permitan la deteccién de la enfermedad y faciliten la valoracion de
personas asintomaticas. Entre estas técnicas moleculares, se han propuesto
las que permiten identificar la expresion de biomarcadores especificos
relacionados con la presencia de células tumorales, a partir de una muestra

de sangre periférica.

5.4. CONCEPTO DE LOS MARCADORES TUMORALES
Un marcador tumoral (o también llamado marcador biolégico o biomarcador)

es una molécula, sustancia o proceso que estd alterado cuantitativa o
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cualitativamente en una condicion precancerosa o cancerosa detectable por
una prueba. Esta alteracion puede ser producida por el tumor mismo o por
tejido normal circundante en respuesta a la lesion tumoral. (Hayes, et al.,
1996)

La naturaleza del marcador tumoral es diversa, puede ser un &cido nucleico
(ADN o ARN), un péptido, una proteina, o incluso procesos tales como
apoptosis, angiogénesis y proliferacion entre otros,. Pueden ser detectables
en tejido, plasma sanguineo, saliva, orina y otros fluidos corporales. (Schrohl,
et al., 2003).

Los marcadores que pueden ser detectados en sangre periférica de
pacientes con cancer, se conocen como tumorales séricos y son un recurso
ideal para la deteccion de células tumorales diseminadas debido a la
facilidad de acceso al material biologico para el andlisis de la muestra. La
presencia de células malignas en sangre fue descrita desde los afios 60
(Zidman, 1961) y centenares de estudios en la ultima década han reportado
sustancias metabdlicas en sangre, producto del proceso de transformacion
maligna que incluye aumento en la proliferacion, pérdida de caracteristicas
morfologicas propias de un tejido o dediferenciacion y pérdida de la
adhesion, esta Ultima favorece la metastasis de muchos tipos de cancer (Xi,
et al., 2007).

Caracteristicas de un Marcador Sérico

Un marcador tumoral sérico idealmente debe ser una sustancia producida
por la célula neoplasica o cuya regulacidén esté bajo su control, que refleje el
aumento en la actividad proliferativa celular y que ademas permita determinar
la presencia, evolucion o respuesta terapéutica de un tumor maligno.
Adicionalmente debe reunir varias de las siguientes caracteristicas (Lozano,
et al., 2005):
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e Estar presente en los tumores

e Ser secretado por ellos

e Ser detectable en sangre

e Ser cuantificable en forma facil y reproducible

e No estar regulado por procesos no tumorales

e Correlacionarse con el desarrollo de la lesion maligna, tanto en

presencia, como en ausencia de tratamiento.

Sin embargo, hasta el momento no se han reportado marcadores tumorales

con sensibilidad y especificidad suficientes para emplearse de forma general

e infalible, en el diagnostico precoz del cancer por las siguientes razones
(Rivera, 1997; Rubial, 2002):

Los niveles séricos de un marcador tumoral pueden incrementarse en
personas con tumores benignos.

Existe variabilidad de los niveles séricos de los marcadores tumorales
entre individuos, principalmente en estadios tempranos de la
enfermedad.

Muchos de estos marcadores tumorales no son exclusivos de
neoplasias malignas sino que también se expresan en células
normales, pero su expresion en células cancerosas puede ser
aberrante ya sea porque se aumenta o disminuye o porque el
producto presenta alteraciones en la estructura o por cambios en su

funcioén.

Finalmente, pueden existir casos en los cuales la deteccién del marcador

estd influenciada por patologias autoinmunes o desordenes metabdlicos y

no por un proceso neoplasico.
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5.5. MAMOGLOBINA HUMANA

5.5.1. Estructura del gen.

El gen de la Mamoglobina humana, fue identificado en el afio de 1996 por
Watson y Fleming (Watson, et al.,, 1996). El gen que codifica para la
Mamoglobina junto con otros miembros de la familia de las Secretoglobinas
como la Uteroglobina (UGB), la Mamoglobina B (MGB), la Lipofilina A (LPA) y
la Lipofiina B (LPB) forman un “cluster” o grupo de genes sobre el
cromosoma 11q12.2 (Watson, et al., 1998;0 Brien, et al., 2002).

El gen de la Mamoglobina A (SCGB2A2) tiene una longitud de
aproximadamente 2.999 pb y esta conformado por tres exones y dos intrones

(Fig. 2).

Intrén A
609 pb Intrén B 1888 pb
(SRS L
Exén 1 Exén 2 Exon 3
114 pb 188 pb 200 pb

B Regién no codificante (UTR)
Ll Regidén codificante

Figura 2. Estructura del gen que codifica para la proteina Mamoglobina-

El gen esta formado por dos intrones (lineas verdes) y tres exones, las regiones
codificantes corresponde a las cajas azules, y las regiones no codificantes 3’ UTR y
5°UTR corresponde a las cajas moradas.

5.5.2. Transcripcién del gen

Este gen se transcribe en un RNA mensajero de 503pb, el tamafio de la
secuencia codificante es 282pb. En cuanto a los factores reguladores de la
transcripcion poco se sabe. Estudiando la secuencia de la region proximal al

promotor para el inicio de la transcripcion, se han identificado sitios
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potenciales de unién para dos factores de transcripcion conocidos, PEA3 y
AP-1. Un elemento de repeticion de 9 pares de bases (pb), referido como
elemento B fue identificado para esta misma region, localizado a -215 y -165
upstream del sitio de inicio de la transcripcibn (Watson, et al., 1998;
Hesselbrock, et al., 2005).

Se conoce una isoforma de 273 pb generada por splicing alternativo
reportada en el afio 2003 por Zhao y Nan en la base de datos del NCBI
(Numero de Acceso: 28932885). Para la produccién de ésta isoforma se

pierden 9 pb del segundo exon.

Gen (S (S s

Transcripcion

e e

Splicing Splicing Alternativo
|
v
mRNA (I T— - A
Mamoglobina Isoforma

Figura 3. Transcripcion del gen de la Mamoglobina.

La transcripcion del gen que codifica para la mamoglobina da origen a un transcripto
primario, el cual por splicing alternativo puede generar dos ARNm, Uno de estos se
traduce en una proteina de 93 aminoacidos, el otro con 9 pares de bases menos al
final del ex6n 2, se traduce en una isoforma de la Mamoglobina con tres
aminoacidos de menos.

La expresion génica del gen que codifica para la Mamoglobina esta
restringida a la glandula mamaria del adulto. De acuerdo al analisis del nivel

de expresion de mRNA en 35 biopsias de tumor de mama, encontraron un
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incremento de 10 veces en comparacion al tejido de mama normal (Watson,
et al., 1996).

El grupo de Min et al., hallaron que niveles de mRNA de Mamoglobina fueron
detectados en 60% de nodulos linfaticos axilares de pacientes con cancer de
seno metastasico pero no en nddulo linfatico normal de pacientes sin cancer.
Mientras que, Zach et al. no encontraron expresién de Mamoglobina en
cortes de tejido de utero, ovario y leucoféresis humana usando RT-PCR, lo
gue puede estar reflejando la especificidad de expresion de Mamoglobina A
en glandula mamaria. Posteriormente Grunewald y cols en 2002, reportaron
expresion del gen de la Mamoglobina tanto en tejido benigno como maligno
de cérvix, utero y ovario usando RT-PCR anidada, sin embargo la expresion

en la glandula mamaria fue mayor en comparacion a Utero y endometrio.

Nufiez-Villar, et al., evaluaron 128 muestras de tejido de cancer de mama,
usando la técnica de RT-PCR, este grupo reporté una correlacion positiva
entre la presencia de Mamoglobina, el estatus del receptor de estrogenos y
progesterona, contenido ADN diploide y bajo indice de Ki67. Estos hallazgos
indican que la elevada expresion de Mamoglobina en cancer de mama se

asocia con un fenotipo tumoral menos agresivo (Nufiez-Villar, et al., 2003)

5.5.3. Proteina

La Mamoglobina es un miembro de la familia de las Secretoglobinas y esta
compuesta por 93 aminoacidos y tiene un peso molecular de 8.48 KDa.
Posee dos sitios de N-glicosilacion en los residuos de Asn 35 y 50 y una
secuencia de péptido sefial de 20 a.a debido a que es una proteina
secretada por las células de la glandula mamaria (Carter, et al., 2002;
Zehentner, et al., 2004).

La Mamoglobina forma un complejo covalente con la Lipofilina B por medio

de puentes disulfuro entre las Cys 4, 47 y 72 de la Mamoglobina y las Cys 3,
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44 y 67 en la Lipofilina (Carter, et al., 2002; Zehentner, et al., 2004). Este
complejo puede encontrarse en 2 formas diferentes, una de alto peso
molecular (25 kDa) en la que las proteinas estdn ampliamente glicosiladas y
otra de bajo peso molecular (18 kDa) en la que las dos proteinas se
encuentran glicosiladas parcialmente. Sin embargo, la forma de bajo peso
molecular nunca ha sido detectada en ausencia de la forma de alto peso
molecular (O Brien, et al., 2002).

Expresién en tumor primario:

En 1999 Mark Watson y cols., analizaron por inmunohistoquimica tejido
tumoral y no tumoral de mama, y encontraron que la proteina Mamoglobina
estaba presente en el 80% de los carcinomas ductales bien diferenciados,
moderada y pobremente diferenciados y una fuerte sefial en 3/3 carcinomas
ductal in situ (DCIS). Sin embargo, la frecuencia de inmunorreactividad de
Mamoglobina en los conductos no neoplasicos y acinos fue inferior al 10%.
Lo cual sugiere que aunque la expresion de Mamoglobina no es realmente
tumor-especifica, hay una diferencia en el nivel de expresion entre el epitelio

mamario maligno y no maligno (Watson et al. 1999).

Expresion en nédulo linfatico

En 2009 Raica y cols., examinaron por inmunohistoquimica tejidos de tumor
primario y ganglio linfatico de 47 pacientes con cancer de seno con edades
entre 27 y 75 afios, que no habian recibido quimioterapia 6 radioterapia, se
encontré expresion de Mamoglobina en el 74,19% de los tumores primarios y
58,06% de nddulos linfaticos. No encontraron correlacién entre la presencia
de Mamoglobina en las muestras de tejido tumoral y la edad, estadio e
histologia del tumor, pero si hubo correlacién con el grado de diferenciacion

tumoral (Raica, et al., 2009).
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Expresion en suero

En 2002 Fanger y cols., usaron el anticuerpo MAM-2D3 en pruebas de
ELISA, para evaluar muestras de suero de 15 mujeres sanas, 30 mujeres
con cancer de mama primario y 35 mujeres con cancer de mama
metastasico. Los anticuerpos fueron obtenidos por inmunizacion de ratones
con la proteina recombinante. También usaron un anticuerpo que reconoce
el péptido 967 (QLIYSSLCDLF) que se ubica en la regién carboxi-terminal..
De las muestras analizadas, fueron positivas para Mamoglobina: el 6% de las
mujeres sanas, 47% de las mujeres con cancer de mama primario y 44% de
las mujeres con cancer de mama metastasico. Las concentraciones de la
proteina en los pacientes oscilo entre 0,07-9,6 ng/ml y en los controles 0-0,07
ng/ml. Estos resultados mostraron que la deteccion de Mamoglobina podria
ser una buena opcidén en la deteccion de cancer de mama. A la vez se
encontré que la expresion de Mamoglobina no era dependiente del estadio o

grado (Fanger, et al., 2002).

En 2004 Zehentner y cols., determinaron por la técnica de ELISA y con la
ayuda del anticuerpo monoclonal RO28 que reconoce el complejo
Mamoglobina nativo (Carter, et al., 2004; Zehentner, et al.,, 2004), la
concentracion de Mamoglobina en 142 mujeres con cancer de seno en
diferentes estadios y en 91 mujeres sanas. Aunque se detectd expresion en
70% de las pacientes, el punto de corte a partir del cual se consideraba que
las pacientes eran positivas para Mamoglobina, fue establecido mediante
una curva ROC, para la concentracion de Mamoglobina enl,71 ug/L arrojo
gue solo el 28% de las pacientes fueron positivas. El estadio en que se
encontraban las pacientes en el momento de realizar la prueba y la
positividad de expresion fue: estadio | (0/1), lla (3/6), llb (6/24), llla (5/16),
lllb (14/41) y IV (25/52). Adicionalmente encontraron que los Estadios | — IlI

tenian concentraciones entre 0,9 — 1,4ug/L y el Estadio IV 2,3ug/L, a la vez
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observaron una fuerte asociacion entre los niveles de Mamoglobina y el

tamano del tumor (Zehentner, et al., 2004).

Posteriormente Bernstein y cols en el afio 2005, basandose en el uso de un
anticuerpo monoclonal anti-Mamoglobina generado contra un residuo
peptidico de 16 aminoacidos (EVFMQLIYDSSLCDLF) localizado en la regién
carboxi terminal de la proteina Mamoglobina, establecieron un punto de corte
de 8,8 ng/ml (con una sensibilidad de 68,8% y una especificidad de 88,8%).
Este grupo analiz6 52 muestras de suero provenientes de mujeres sin
cancer y 26 de mujeres con cancer de seno metastasico; ambos grupos
incluian tanto mujeres pre-menopausicas como post-menopausias: Los
resultados mostraron concentraciones de Mamoglobina promedio de 9,38
ng/ml en el grupo de mujeres con cancer de seno metastasicoy 9,75ng/ml y
en el grupo control 7,90 ng/ml y 7,52ng/ml, respectivamente (Bernstein, et
al., 2005).

5.5.4. Funcion
Integrantes de la Familia de las Uteroglobinas homologos a la Mamoglobina
en rata y otros mamiferos, presentan funciones variadas dentro de las cuales

se han descrito:

« Una accién iinmunosupresion por inhibicion de la proliferacion de

linfocitos y disminucion de niveles de IL-2 (Maccioni & cols, 2001).

* Induccion de autoinmunidad, jugando un papel de Antigeno humoral y

celular. (Maccioni & cols, 1998).

« Actividad antiinflamatoria de péptidos derivados de las proteinas

uteroglobina (Moreno & cols, 1997).

 Funcidon similar a ciertas citocinas en un momento indefinido via

mediada por receptor ( Mukherjee & cols, 1999).
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Aunque la funcion de la Mamoglobina no es conocida aun, esta proteina
presenta algunas caracteristicas que sugieren que su expresion es de
particular relevancia para la biologia del cancer de seno, planteandose que
pueda jugar un papel importante en el transporte de hormonas sexuales
(estrégenos y progesterona) a la glandula mamaria, lo permitiria la induccién
de la proliferacion celular a través de los Receptores de Estrogenos (RE) y
Progesterona (RP).
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6. HIPOTESIS

e La concentracion de la proteina Mamoglobina determinada a partir del
uso de suero de conejos inmunizados con tres péptidos sintéticos de la
secuencia de la Mamoglobina, es diferente en el suero de pacientes
con cancer de seno en comparacion a la de personas sin ningun tipo

de cancer.

e La concentracion de la proteina Mamoglobina determinada a partir del
uso de suero de conejos inmunizados con tres péptidos sintéticos de la
secuencia de la Mamoglobina, es similar en el suero de pacientes con
cancer de seno en comparacion a la de personas sin ningun tipo de

cancer.
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7. METODOLOGIA

7.1. TIPO DE ESTUDIO
Se trata de un estudio Analitico-Comparativo de casos y controles 1:1.

7.2. CRITERIOS DE SELECCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO
7.2.1. Grupo de casos
Criterios de inclusion
e Mujeres de 18 afios 0 mas que deseen participar voluntariamente.
(consentimiento informado).
e Pacientes con cancer de seno con diagnodstico clinico.
e Pacientes que no hayan iniciado ningun tipo de tratamiento

antitumoral.

Criterios de Exclusion
e Mujeres con tumores de seno benignos.
e Mujeres menores de 18 afios.

e Mujeres con terapia de reemplazo hormonal.

7.2.2. Grupo Control
Criterios de Inclusion
e No presentar ni haber presentado diagndstico confirmado de cancer
de ningun tipo.
e No presentar sintomatologia asociada con patologia mamaria y

tener exdmenes normales de mama de acuerdo a la edad.
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Criterios de Exclusion
e Personas menores de 18 afios.

e Mujeres con terapia de reemplazo hormonal.

7.3. TAMANO DE LA POBLACION

La poblacién estudiada estuvo constituida por 51 pacientes diagnosticadas
clinicamente con cancer de seno, con confirmacion histolégica de la
enfermedad y previa revision de la historia clinica para establecer si cumplian
con los criterios de inclusion para el estudio. La toma de la muestra no
interfirié con el curso normal del tratamiento al que se sometio la paciente, en
los casos que asi lo establecieron los médicos tratantes. Las pacientes que
recibieron algun tratamiento o que en el momento del estudio lo estuvieran

recibiendo no fueron tenidas en cuenta en el estudio.

El grupo control estuvo constituido por 51 personas sin ningun tipo de cancer

gue desearon participar voluntariamente.

Las muestras tanto de pacientes como de controles fueron tomadas en el
Hospital Universitario Mayor — Méderi y en el Centro de Investigaciones
Oncoldgicas Clinica San Diego (CIOSAD).

7.4. RECOLECCION MATERIAL BIOLOGICO A ESTUDIAR

Se tomé una muestra de 10 ml de sangre en tubos sin anticoagulante
mediante puncion en vena periférica a cada individuo participante. Se
cumplié con las debidas normas de asepsia y antisepsia. Se centrifugaron a
3500 rpm por 15 minutos, con el fin de separar el suero de la fraccion celular
(glébulos rojos, blancos y plaquetas). Los sueros fueron almacenados en el

congelador a -20° Centigrados hasta el dia de la prueba. Se obtuvo
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informacion de los individuos participante mediante consulta de historia
clinica (en el caso de los pacientes) y consentimiento informado y hoja de
registro (Anexo 16y 17)

7.5. GENERACION DE ANTICUERPOS ANTI-MAMOGLOBINA

Con el fin de determinar la concentracion de la proteina Mamoglobina en el
suero de pacientes con cancer de seno y en mujeres sanas, se produjeron
anticuerpos Anti-Mamoglobina en conejos New Zealand.

El propdsito fue obtener anticuerpos que reconocieran tres regiones
diferentes de la proteina, para lo cual se sintetizaron pépticos de la
secuencia proteica de la Mamoglobina, con los cuales se inmunizaron 8
conejos, cuyos sueros posteriormente fueron utilizados para detectar la

presencia de Mamoglobina en el suero de las pacientes e individuos control..

7.5.1. PREDICCION DE EPITOPES B Y SINTESIS DE PEPTIDOS

Se analiz6 la secuencia de la proteina Mamoglobina para identificar posibles
epitopes B 0 determinantes antigénicos, que son reconocidos por el sistema
inmunologico, especificamente por anticuerpos, 0 linfocitos B, utilizando el
programa Bepi Pred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) el cudl
predice la ubicacion de los epitopes lineales de células B con una
combinacién de un modelo oculto de Markov y un método propension escala.
Este programa mostré tres posibles secuencias peptidicas que podrian

funcionar como epitopes B (Tabla 1)

Con el fin de poder determinar la presencia de la isoforma de la proteina
Mamoglobina reportada en NCBI por Zach y cols en 2003, se realiz6 la
sintesis de un cuarto péptido (D) el cual difiere del tercero en 3 aminoacidos
(Val-Phe-Met). (Tabla 1).
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Péptido Secuencia Posicion

Péptido A | GCINPQVSKTECG aal3azl
Péptido B | GCDDNATTNAICG a.a3la3i9
Péptido C | GCNVEVEMQLICG a.a 56 a 64

Péptido D GCSNVE QLIYDCG isof a.a 56 a 64

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de los péptidos sintetizados.

Se observa las secuencias de aminoacidos de los péptidos A, B, C de Mamoglobina
los cuales segun el programa Bepi Pred mostraron ser inmunogénicos. El péptido D
corresponde a la secuencia de la Isoforma sin los 3 aminoacidos que la diferencian.

La sintesis de los péptidos se realizo por el método de t-Boc, en la Fundacion
Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) - Grupo Funcional de Sintesis.

Brevemente, este método sigue el procedimiento de Merrifield (1959), con el
cual se sintetizan los péptidos mediante un proceso inverso al que realizan
las células, es decir, se comienza por el extremo C-terminal y se van uniendo
uno a uno por cada reaccion, los aminoacidos que siguen segun la secuencia

elegida para el péptido.

Inicialmente se une el aminoacido del extremo C-terminal mediante su
extremo C-terminal a una resina de poliestireno, con lo que queda anclado a
ella y, ademas, se protege su cadena lateral, para evitar que se una a otro
aminoéacido que esta libre en la solucidn. Previamente su grupo amino se ha
protegido con cloruro de terbutiloxicarbonilo (t-Boc) para que no reaccione
con la resina, pero en este paso interesa dejarlo al descubierto, por lo que
se lava el aminoéacido unido a la resina con acido tricloroetanoico para liberar
el extremo amino. Este proceso se lleva a cabo sobre papel filtro porque la
resina no puede atravesarlo, esto es mucho mas cémodo que una sintesis

en fase liquida. Al lavar la resina se libera el t-Boc como CO, y metilbutano.
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Una vez e el aminoacido se fija con su extremo amino libre, hay que ponerlo
en contacto con el siguiente aminoacido. Este también viene con su extremo
N-terminal protegido con t-Boc, pero su extremo C-terminal esta activado con
diciclohexilcarbodiimida, que al condensarse con el amino del aminoacido
unido se libera en forma de diciclohexilurea. De este modo se consigue un
dipéptido unido a la resina por su extremo C-terminal y con el extremo N-
terminal protegido con t-Boc. Para continuar la sintesis se vuelve a lavar la

resina con acido tricloroetanoico y a repetir los pasos anteriores.

En la figura 4 se observa la ubicacion de los péptidos sintetizados en la
estructura de la proteina Mamoglobina (se utilizé el programa Protein
Structure Prediction, para obtener una prediccion de la estructura, por
homologia con otras proteinas. Para la visualizacion se utilizo el programa
Visual Molecular Dynamics, Univ. lllinois). En 2004 Jaramillo y cols, utilizaron
unos péptidos similares a los péptidos A y C del presente estudio (Jaramillo,
et al., 2004), donde los catalogaron como epitopes restringidos al HLA-A2
reconocidos por linfocitos T citotoxicos (CD8"); posteriormente en 2010
Basha y cols, utilizaron péptidos similares, reportandolos como péptidos
inmunogénicos que poseen una alta afinidad de union a HLA-B7 (Basha, et
al., 2010).
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Naranja: B2A2-3*

Figura 4. Ubicacién de los péptidos A, B, C en la secuencia de la proteina

Mamoglobina. En color morado y sombreado se observa el area que ocupa en la estructura
de la Mamoglobina el péptido A, en verde sombreado el péptido B y en naranja sombreado el
péptido C

Previo a la inoculacion de los conejos con los péptidos sintetizados, se
evalué que los péptidos no fueran homologos a la uteroglobina SCGB1A1
presente en los conejos, ni a otras integrantes de la familia de las
Secretoglobinas humanas. Esto se realizo utilizando el programa Clustal W
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), comparando las secuencias
peptidicas de Mamoglobina A, con las demas Secretoglobinas humanas y de

conejo (Anexo 18).

7.5.2. INOCULACION DE LOS CONEJOS

A fin de obtener sueros con anticuerpos Anti-Mamoglobina, se utilizaron 8
conejos New Zealand, dos conejos para cada péptido. Inicialmente se tomod
una muestra de suero a los conejos con el fin de conservar esta muestra

como control pre-inmune. Se inocularon los péptidos sintéticos descritos
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anteriormente en los conejos, administrandose una dosis cada 20 dias, en

total se administraron tres dosis de péptido a cada conejo (Figura 5).

1 dosis~> 05
noviembre 2009

= Péptido A: conejos
53-54
Pre-inmune = = Péptido B: conejos 2 dosis> 27
08 Octubre 2009 || 5557 noviembre 2009 || diciembre 2009

= Péptido C: conejos
62-75

= Péptido D: conejos
78-80

Figura 5. Proceso de Inmunizacién de los conejos. El proceso se hizo en 5
fases. Fase 1. Pre-inmune: en la cual se tomaron muestras de sangre de los 8
conejos. De la fase 2 ala 4 se inoculd una dosis de 500ul: 250ul sin péptido (500ug
del péptido en H,O destilada) + 250ul adyuvante Freund (Freund’s Adjuvant,
Complete cell suspensién, Sigma-Aldrich Co). La fase 5 correspondi6 a la sangria
final.

— Fase 1. Pre-inmune
El dia 08 de octubre de 2009 a los 8 conejos de 20 dias de nacidos se les
tomo muestra de sangre (5mL). Con el fin de conservar como muestra control

pre-inmune.

— Fase 2. Primera dosis
El dia 05 de noviembre de 2009 a cada uno de los 8 conejos se les inoculd
500ul: 250ul sIn péptido (500ug del péptido en dH,O) + 250ul adyuvante
incompleto (Vogel, et al., 2004) Freund’s Adjuvant, Incomplete (Sigma-Aldrich
Co, Catalog N° F5506).
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Se inocularon 8 conejos New Zealand:
— Conejos 53-54 >Péptido A
— Conejos 55-57 >Péptido B
— Conejos 62-75 >Péptido C
— Conejos 78 -80 >Péptido D

— Fase 3. Segunda dosis
El dia 27 de noviembre de 2009 cada uno de los 8 conejos se le inocul6
500ul: 250ul sIn péptido (500ug en dH,0) + 250ul Freund’s Adjuvant,
Complete cell suspension (Sigma-Aldrich Co, Catalog N° F5881)

— Fase 4. Tercera dosis
El dia 18 de diciembre de 2009 a cada conejo se le inoculd 500ul: 250pul sIn
péptido (500ug en dH,0) + 250ul adyuvante Freund.

— Fase 5. Sangria Final
El dia 13 de enero de 2010, después de 65 dias de haber sido inoculados, se
realizd la sangria final de los conejos, conservando las Normas Bioéticas
para el manejo de animales de experimentacion, estipulados en la Ley
Colombiana en el uso de Animales de Experimentacion (Ver 8. Aspectos
Eticos).

7.6. PRE-ABSORCION SUEROS

Con el fin de realizar una eliminacion de anticuerpos inespecificos presentes
en el suero de los conejos, se realizo una pre-absorcion de estos sueros.
Este procedimiento cosiste en pasar los sueros a través de una columna de

resina de sefarosa CNBr-activated Sepharose 4B (Armershan Biosciences)
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acomplada con lisado de M smegmatis, E coli y el péptido sintético Spf66
(cada lisado en una columna).

Se tom6 0,8 - 1,0mL de resina para cada columna y se puso 1mL de suero.
Se dejé en rotacién suave por 30 min. Se paso el suero a un tubo eppendorf
de 2mL.

Se lavo la columna con PBS 1X, 3 veces. Seguidamente se realizaron 4
lavados a la columna con soluciones de pH alternado (Acido: ACONa-0,1M
+ NaCl-0,5M pH 4,0 / Base: Tris HCI-0,1M + NaCl-0,5M pH 8,0). Seguido de
2 lavados con PBS 1X. Los sueros se conservaron a -80°C. La resina se
guardd en azida de sodio al 0,2%.

Preparacion soluciones
e PBS 10X Solucion Stock 1 Litro / Sin trabajo pH 7,3

NacCl 80g 137mM NaCl

KCI 29 2,7mM KCI

Na2HPO4 11,59 4,3mM Na,HPO, 7H,0
KH2PO4 29 1,4mM KH,PO4

e ACONa-0,1M + NaCl-0,5M pH 4,0
Pesar: ACONa 4,1g
NaCl 14,619

Se disolvio en 0,5 Litros de agua destilada.
* El pH acido hace que se rompan las uniones formadas entre la sefarosa
y los anticuerpos obtenidos a partir del suero, de esta manera se limpian

las columnas.

e Tris HCI-0,1M + NaCl-0,5M pH 8,0
Pesar: Tris 6,06 g
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NacCl 14,619

Se disolvio en 0,5 litros de agua destilada.

* A pH 8,0 se neutraliza la columna para ser utilizada de nuevo.

7.7. EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS SUEROS

Con el fin de evaluar la capacidad de los sueros de conejo para reconocer
el péptido correspondiente con el cual fueron inmunizados los conejos, se
realiz6 un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), en el cual adicional al uso de
los sueros hiper-inmunes se utilizO como control negativo el suero pre-
inmune de cada conejo.

Cada suero Pre-inmune e Hiper-inmune se evaluo con los 4 péptidos con el
proposito de estimar posibles reconocimientos cruzados. Los pozos

periféricos no se utilizaron (organizacion de la placa anexo 1).

7.7.1. Protocolo Elisa

a. A cada pozo de la placa de Elisa se fij6 100ul de solucion de péptido
en una concentracion de 10ug/mL.
Para lo cual a 1mg de péptido liofilizado y se le agregé 1ml de PBS
1X. Se mezclo muy bien, agitando fuertemente. De esta solucion
[1000ug/mL] se tomd 100ul y se llevé a 10mL con PBS 1X.

b. La placa se incubé lhora a 37°C. Seguidamente se incubé toda la
noche a 4°C.

c. Al dia siguiente se incubd 1 hora a 37°C. y se lavé la placa: tres veces
con solucién de lavado* y un lavado final con agua destilada.
* Preparacion solucion de lavado PBS 1X-Tween 20 al 0,5%:
10ml de Tween 20y se lleva a 2000mL con PBS 1X.

d. Se bloqued con solucion bloqueadora 350ul/pozo.
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Preparacion solucion blogueadora PBS 1X-Tween20 0,5%-Leche
descremada 5%:

5g de leche descremada se disolvieron en 100mL de PBS1X-Tween20
0,5%

. Se incubd 1hora a 37°C. Se realizaron tres lavados con la solucién de

lavado y un lavado final con agua destilada. De la manera como se
explico anteriormente..

Se adicion6 100ul/pozo de suero de los conejos en una dilucion 1:100.
Dilucion: 10ul de suero mas 1000ul de solucién bloqueadora.

Blanco: 100ul/pozo de PBS 1X

. Se incubd 1 hora a 37°C. Se realizaron cuatro lavados®*.

. Se agreg6 100ul/pozo del anticuerpo secundario dilucion 1:5000.

10pl de Peroxidase Anti-Rabbit IgG (H+L) (Vector Laboratories, Inc) se
disolvieron en 50ml de solucion bloqueadora.

Se incubd 1 hora a 37°C. Se realizaron cuatro lavados*

Se agregd 100ul/pozo de Solucion Reveladora sustrato TMB-
peroxidasa TMB-One Solutiéon (Promega).

Después de 15 min se leyé en espectrofotometro a una longitud de
onda de 620nm.

7.7.2. ldentificacion de reconocimiento cruzado de los sueros

Se decidié realizar un segundo ensayo con el fin de determinar la existencia

de reconocimiento cruzado de los sueros hacia otros péptidos, por lo cual de

forma adicional se realizO una pre-incubacion de cada suero con otros

inoculados Tabla 2.

Péptido A: El suero 53 se utilizd una dilucion 1:20. Los sueros 55, 75y
78, en dil 1:100 adicionalmente, el suero 75 se pre-incubé con el

péptido A.
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Preparacion pre-incubacion: 100ul de suero 75 dil1.100 + 100ul sIn
péptido A [1mg/ml]. Se pre-incub6 30 min a 37°C. Se adicion6 de esta
mezcla 100ul/pozo.

- Péptido B: El suero 53 se utilizd una dilucion 1:20. Los sueros 62y 75
en dil 1:100 adicionalmente, el suero 75 se pre-incubd con el péptido
B.
Preparacién pre-incubacion: 100ul de suero 75 dil1.100 + 100ul sIn
péptido B [1mg/ml]. Se pre-incubo 30 min a 37°C. Se adicion6 de esta

mezcla 100pul/pozo

- Péptido C: El suero 53 se utilizé una dilucién 1:20. El suero 57 en dil

1:100.
- Péptido D: El suero 53 se utilizé una dilucion 1:20. El suero 57, 78 y
80 en dil 1:100.
75 H.I +
53 H.I 55 H.I 57 H.I 62 H.I 75 H.I Pétido A 6 B 78 H.I 80 H.I
Péptido Dil Dil - - Dil Preincubd Dil -
A 1:20 1:100 . con péptido A 1:100
1:100
[Img/ml].
Péptido Dil - - Dil Dil Preincubd - -
B 1:20 1:100 1:100 | con péptido B
[Img/ml].
Péptido Dil - Dil - - - - -
C 1:20 1:100
Péptido Dil - Dil - - - Dil Dil
D 1.20 1:100 1:100 1:100

Tabla 2. Evaluacion del reconocimiento de los péptidos por parte de los
anticuerpos contenidos en los sueros Hiper-Inmunes de los conejos.Se
analizaron los sueros que habian presentado reconocimiento cruzado hacia otros
péptidos. El suero 53 fue analizado nuevamente frente a los 4 péptidos, pero
usando una dilucion 1:20. Adicionalmente el suero 75 se pre-incubé con los péptidos
A 6 B con el fin de determinar la especificidad del reconocimiento.

Posteriormente se realizé un ensayo con los sueros 55, 57, 62, 75 y 80, pre-
incubandolos con el péptido que esta reconociendo de manera cruzada, con
el fin de evaluar si esa reaccion interfiere con el reconocimiento de la

secuencia peptidica blanco.
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La preparacion de las soluciones Suero-Péptido pre-incubadas se realizd

igual que en el ensayo anterior.

7.7.3. Purificacion del suero 75 hiperinmune en columna de sefarosa
con péptidos Ay B
Debido a las reacciones cruzadas que el suero 75 H.I presentaba frente a los
péptidos A y B; se purificd en una columna de resina de sefarosa CNBr-
activated Sepharose 4B (Referencia Armershan Biosciences) acoplada con
péptidos Ay B, con el fin de eliminar los anticuerpos que estan reconociendo
estos péptidos
Preparacion soluciones
- HCL 1mM
100 ml  H20 destilada (dH,0)
8,3 ul HCI 37%
- Buffer de Acoplamiento pH 8,3
NaHCO3 0,1M 4,2 9

NaCl 0,5M 15,619
dH20 0,5 litros

- Buffer de Bloqueo Tris-HCI 0,1M pH 8,0
Tris 6,06 g

dH20 0,5 litros Equilibrar pH con HCL 0,1M
- Soluciones de pH alternado
* ACONa-0,1M + NaCl-0,5M pH 4,0
Pesar: ACONa 4,1g
NaCl 14,619

Disolver en 0,5 litros de agua destilada.

* Tris HCI-0,1M + NaCl-0,5M pH 8,0
Pesar: Tris 6,06 g
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NacCl 14,619

Disolver en 0,5 litros de agua destilada.

7.7.4.

Protocolo purificacion-columna sefarosa CNBr-4B

Con el fin de eliminar los anticuerpos presentes en los sueros, que
estan reconociendo de manera cruzada los péptidos. Se purificaron
los sueros pasandolos a través de columnas de sefarosa que tenian
fijados a ellas los péptidos.

A continuacién se explica el protocolo de fijacion a la sefarosa de los
péptidos y el proceso de purificacion de los sueros.

Preparacion de la columna sefarosa CNBr-4B.
Se tomé 0,5g de polvo seco de resina de sefarosa y se lavd. con
100mL de HCI 1mM.
Se disolvio el péptido Ay el B en Buffer de Acoplamiento.
— 2,5mL de buffer de acoplamiento para 0,59 de polvo seco de
sefarosa.
— 2,5umol de péptidos / 2,5mL columna. Péptido A: 3,1mg y
Péptido B: 3,4mg
Se adicion6 la solucién de ligando en la columna que contiene la

resina preparada. Se coloco en agitacion media toda la noche a 4°C.

. Se lavo el exceso de ligando con minimo 5 volumenes de buffer de

acoplamiento.

Se bloquearon los grupos activos remanentes adicionando Buffer de
bloqueo llevando a 5ml. Se agito por rotacion suave 1h y se dejé en
reposo por otra hora.

Se lavé 3 veces con ciclos de soluciones de pH alternado. Primero
con ACONa-0,1M + NaCl-0,5M pH 4,0 y luego con Tris HCI-0,1M +
NaCl-0,5M pH 8,0.
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g. Serealiz6 2 lavados con PBS 1X

- Purificacion del suero 75

h. Se agreg6 1mL de suero en la columna. Se dejo en rotacidn suave por
30 min. Seguidamente se paso el suero a un tubo eppendorf de 2mL.

i. Se lavo la columna con PBS 1X, 3 veces. Posteriormente se realizaron
4 lavados a la columna con soluciones de pH alternado (Acido:
ACONa-0,1M + NaCl-0,5M pH 4,0 / Base: Tris HCI-0,1M + NaCl-0,5M
pH 8,0). Seguido de 2 lavados con PBS 1X.

j. El suero se conservé a -80°C. La columna se almacen6 a 4-8°C en

etanol al 20%.

7.7.5. Evaluacion de la especificidad del suero 75 purificado

Al suero 75 purificado en una columna de sefarosa con los péptidos Ay B
acoplados a esta, se le evalud la capacidad de reconocimiento de su péptido
blanco (péptido C) y de los péptidos A y B. Adicionalmente se valto si el
reconocimiento se mantenia al pre-incubar el suero con el péptido A, B 6 en

combinacion AB

Se siguio el protocolo del numeral 7.7.1 Protocolo Elisa

7.7.6. Evaluacién de la especificidad de reconocimiento de los sueros
seleccionados

A los sueros de conejo seleccionados para la deteccion de mamoglobina en

suero de mujeres, se les evalu6 nuevamente su capacidad de reconocer

sus respectivos péptidos en Dilucion 1:10. La seleccion se realizé teniendo

en cuenta que no presentaran reconocimiento cruzado hacia otros péptidos,
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como los sueros 55 y 78, 6 que presentaran una sefial moderada de
reconocimiento cruzado, como los sueros 55y 62.
Se siguié el mismo protocolo del anterior ensayo, usando dilucion 1:10 del

suero de conejo.

Los sueros seleccionados fueron:
v' Suero Anti-Péptido A - Suero 54
v' Suero Anti-Péptido B - Suero 55
v' Suero Anti-Péptido C - Suero 62
v' Suero Anti-Péptido D - Suero 78

7.8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LA PROTEINA
MAMOGLOBINA RECOMBINANTE

Con el fin de determinar la concentracion de Mamoglobina en el suero de las

pacientes, se realizé una curva estandar para cada uno de los sueros de

conejo obtenidos, usando diferentes concentraciones de proteina Human

Mammaglobin (Ray Biotech, Inc. Catalog N° 228-11074).

Preparacion diluciones
- Se prepar6 una solucion de proteina Mamoglobina [25ng/ml]:
0,3 ul....... Stock Mamoglobina recombinante [100ng/ul]
1200 ul...... PBS 1X

A partir de esta soluciéon de Mamoglobina [25ng/ml] se realizaron 9

diluciones seriadas hasta una concentracion de [0,048ng/ml].
Protocolo Elisa

a. Se fij6 al pozo de la placa las diluciones de la proteina 100pul/pozo.
Blanco: 100ul/pozo de PBS 1X.
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. Se incubd lhora a 37°C. Seguidamente se incubd toda la noche a
4°C.

c. Al dia siguiente se incub6 1 hora a 37°C.

d. Se lavo la placa: tres veces con solucion de lavado y un lavado final

con agua destilada.

* Preparacion solucién de lavado PBS 1X-Tween 20 al 0,5%:

10ml de Tween 20y se lleva a 2000mL con PBS 1X.

. Se blogued con solucién bloqueadora 350ul/pozo.

Preparacioén soluciéon blogueadora PBS 1X-Tween20 0,5%-Leche
descremada 5%:

5 gramos de leche descremada se disolvieron en 100mL de PBS1X-
Tween20 0,5%

Se incubd 1hora a 37°C.

Tres lavados*.

. Se adicion6 100ul/pozo de suero de los conejos 54, 55, 62, 78 en una
dilucion 1:10.

Dilucién: 100ul de suero mas 1000pul de solucién bloqueadora.

Se incubd 1 hora a 37°C.

Tres Lavados*.

. Se agrego 100ul/pozo el anticuerpo secundario dil 1:5000.

10pl de Peroxidase Anti-Rabbit IgG (H+L) (Vector Laboratories, Inc) se
disolvieron en 50ml de solucion bloqueadora.

Se incubd 1 hora a 37°C.

. Tres Lavados*

. Se agregd 100ul/pozo de Solucion Reveladora sustrato TMB-
peroxidasa TMB-One Solutién (Promega).

. Después de 15 min se realizd la lectura en espectrofotometro a una

longitud de onda de 620nm.
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7.9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MAMOGLOBINA
EN LOS SUEROS DE LOS PACIENTES Y DE LOS INDIVIDUOS
CONTROL

Para detectar la proteina Mamoglobina en las muestras de suero de los

grupos de pacientes y de control se utilizaron los sueros de conejo

seleccionados y evaluados anteriormente 54, 55, 62 y 78, los cuales
reconocen las secuencias peptidicas A, B, C y D de la Mamoglobina,

respectivamente.

Protocolo ELISA
a. Se unio la placa los sueros de las pacientes y controles sin diluir

100pl/pozo. Como blanco de la reaccién se utilizé PBS 1X.

b. Se incub6 1hora a 37°C. Seguidamente se incubo toda la noche a
4°C.

c. Al dia siguiente se incubo 1h a 37°C.

d. Se lavo la placa: tres veces con solucion de lavado y un lavado final

con agua destilada*.

®

Preparacion solucion de lavado PBS 1X-Tween 20 al 0,5%:
10ml de Tween 20y se lleva a 2000mL con PBS 1X.

Se bloqued con soluciéon blogueadora 350ul/pozo.

Se incubd 1h a 37°C.

> @ -

Tres lavados (paso d)*.

j. Se adicion6 100ul/pozo de suero de los conejos en una dilucién 1:10.
Para el Anticuerpo 55 se realiz6 una pre-incubacién con Péptido A en
[Lmg/ml]

k. Dilucion: 10uL de suero mas 1000uL de solucion bloqueadora.

|. Blanco: 100uL/pozo de PBS 1X

m. Se incubd 1h a 37°C.

n. Tres Lavados (paso d)*.
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0. Se agregdé 100uL/pozo el anticuerpo secundario Peroxidase Anti-
Rabbit IgG (H+L) (Vector Laboratories, Inc) dil 1:5000.

p. Seincubd 1h a 37°C.

g. Tres Lavados (paso d)*

r. Se agregé 100uL/pozo de Solucion Reveladora sustrato TMB-
peroxidasa TMB-One Solution (Promega).

s. Después de 15 min se leyd en espectrofotometro a una longitud de
onda de 620nm.

7.9.1 Elisa suero pacientes con suero Anti-péptido B, pre incubando
con Mamoglobina

Al analizar las muestras de suero de las pacientes con cancer de seno con el
Suero Anti-Péptido B se observd mayores lecturas de absorbancia que con
los demas anticuerpos, por lo cual se realiz6 un ensayo pre incubando el
Suero Anti-Péptido B con la proteina Mamoglobina y posteriormente se utilizo
para determinar la concentracion de la proteina en el suero de las pacientes
con cancer de seno. Adicionalmente se analizaron tres muestras con el suero
55 pre-inmune con miras a determinar que el reconocimiento no se debia a la

presencia de anticuerpos previos en los conejos.
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Los sueros de pacientes que se analizaron fueron los siguientes:

Paciente Suero Anti-A Pre- Ac 55
incubando con Pre-
Mamoglobina inmune

41 v -

42
44
45
46
47
48
49
50
51
52
55
56

NN N N N N N N N VR VR
ANENENE

7.9.2 Protocolo Pre-incubacion  Suero Anti-Péptido B con
Mamoglobina Recombinante
- Se preparo una solucién de proteina Mamoglobina [25ng/mL]:
0,125 pL....... Stock Mamoglobina recombinante [100ng/ul]
500ul...... PBS 1X
- A partir de esta solucion de Mamoglobina [25ng/mL] se realizaron 7

diluciones en base dos hasta una concentracion de [0,19ng/mL].

a. Se fij6 al pozo de la placa las diluciones de la proteina 100uL/pozo
(por duplicado).

b. Seincubd 1h a 37°C. Seguidamente se incub6 toda la noche a 4°C.

c. Al dia siguiente se incub6 1h a 37°C.

d. Se lavo la placa: tres veces con solucion de lavado y un lavado final
con agua destilada.

e. Se bloqued con solucién blogueadora 350uL/pozo.
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Se incub6 lhora a 37°C.

. El suero de cada pozo de la placa fue recogido en tubos eppendorf.

e Protocolo Elisa
Se unié la placa los sueros de las pacientes sin diluir 100uL/pozo.
Como blanco de la reaccion se utilizé PBS 1X.
Se incubd 1h a 37°C. Seguidamente se incubo toda la noche a 4°C.

c. Al dia siguiente se incub6 1h a 37°C.

e ¢)]

= @

. Se lavo la placa: tres veces con solucion de lavado y un lavado final

con agua destilada*.

Se blogqued con solucién bloqueadora 350ul/pozo.

Se incubd 1h a 37°C.

Tres lavados (paso d)*.

Ac primario se adiciono:

*Suero 55 pre-incubado con la proteina recombinante (7.17.1.
Protocolo Pre-incubaciéon Suero 55) de los conejos en una dilucion
1:10.

**Suero 55 P.I: Dil 1:100, 100uL /pozo

Dilucién: 10uL de suero mas 1000uL de solucion bloqueadora.

Blanco: 100uL/pozo de PBS 1X

Se incubd 1h a 37°C.

Tres Lavados (paso d)*.

. Se agreg6é 100uL/pozo el anticuerpo secundario Peroxidase Anti-

Rabbit IgG (H+L) (Vector Laboratories, Inc) dil 1:5000.

Se incubd 1h a 37°C.

Tres Lavados (paso d)*

Se agregé 100uL/pozo de Solucibn Reveladora sustrato TMB-

peroxidasa TMB-One Solutién (Promega).

. Después de 15 min se leyé en espectrofotobmetro a una longitud de

onda de 620nm.
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7.10. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables fueron descritas a partir de la presentaciéon del recorrido de sus
valores, la media, desviacion estandar y algunos percentiles. Los datos
fueron presentados en graficos de tipo box-plot y diagramas de error que
presentaron los intervalos de confianza del 95% para la media. Para el
andlisis de la relevancia de las diferencias entre grupos se utilizaron las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov en dependencia del nimero de poblaciones
a comparar. Para la valoracion del efecto de las diferentes variables que
pudieran influir sobre los niveles séricos de Mamoglobina se ajustaron
modelos de regresion lineal. Se utilizd la correlacion de Pearson para
determinar la relacion entre la Edad y la concentracion de Mamoglobina en el
grupo de paciente. Adicionalmente se determiné el indice de Detectabilidad,
el area bajo la curva y la construccion de la Curva ROC.

Para el procesamiento estadistico se utiliz6 el sistema SPSS
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8. ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se considera un trabajo de riesgo minimo, para los
pacientes participantes, segun los criterios para la investigacion en seres
humanos del Ministerio de Salud, recopilados en la resolucién N° 008430 de
1993 y fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad del Rosario.

Los pacientes recibieron informacion acerca de los objetivos, métodos,
beneficios y posibles incomodidades que este pudiera presentar, asi como
de la libertad de participar o no en el proyecto 0 de retirarse del estudio en el

momento en que lo consideraran pertinente.

Se hizo énfasis en el respeto a la privacidad e integridad de los pacientes
incluidos en el estudio y los pacientes o0 sus representantes legales
suministraron su consentimiento informado en forma escrita para participar

en el estudio.

Se les informo que los resultados provenientes de este estudio, no les serian
informados y que el beneficio de este seria para la comunidad cientifica

mediante la contribucion al conocimiento de la etiologia de la enfermedad.

El manejo de los conejos se realizé conservando las Normas Bioéticas para
el manejo de animales de experimentacién, estipulados en la Ley
Colombiana en el uso de Animales de Experimentacion: La ley 84,
sancionada por el congreso de Colombia el 27 de diciembre de 1989, “Por la
cual se adopta el estatuto Nacional de Proteccién de los Animales”, en su

capitulo sexto hace referencia a los animales de experimentacion.
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Capitulo VI “Del Uso de Animales vivos en Experimentos e Investigacion”.
Resolucion 8430 de 1993 Min. Salud — Colombia “Por la cual se establecen
las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en

salud”. Titulo V “La investigacion Biomédica con Animales”.
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9. RESULTADOS

9.1. DATOS POBLACION
La poblacion de estudio estuvo conformada por 51 pacientes con diagnéstico
clinico-patolégico de cancer de mama confirmado, que ademas no habian

recibido tratamiento y 51 controles sin ningun tipo de cancer, ni enfermedad

mamaria.

Caracteristica Pacientes Controles
Edad 27,0 — 85,9 afios 28,1 — 85 afios
IMC 17,3 -40,0 19,1-35,1
Copa Brasier A: 7 (14 %) A: 7 (14 %)

B: 42 (82%) B: 42 (82%)

C: 2 (4%) C: 2 (4%)
Edad Menarquia 9 — 20 afios 11-16 afios

Gestacion

Edad Primer Embarazo

Anticonceptivos Orales

Terapia Hormonal

Menopausia

Edad Menopausia

Familiar con cancer

Tipo Cancer

Si: 46 (90,2%)
No: 5 (9,8%)
16 — 38 afios
Si: 14 (27,4%)
No: 37 (72,6%)
Si: 2 (3,9%)
No: 49 (96,1%)
Si: 39 (76,5%)
No:12 (23,5%)
39 — 59 afios
Si: 29 (56,9%)
No: 22 (43,1%)
Ductal in situ : 2 (3,9%)

Si: 46 (90,2%)
No: 5 (9,8%)
15 — 36 afios
Si: 15 (29,4%)
No: 36 (70,6%)
Si: 1 (2,0%)
No: 50 (98,0%)
Si: 41 (80,4%)
No0:10 (19,6%)
34 — 55 afios
Si: 28 (54,9%)
No: 23 (45,1%)

Lobular Infiltrante: 2 (3,9%)
Ductal Infiltrante: 32 (67,4%)
Canalicular Infiltrante: 7 (13,7%)
Enf. de Paget: 1 (1,9%)

Adenocarcinoma: 1 (1,9%)
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Carcinoma Apocrino: 1 (1,9%)
ND: 5 (9,8%)
Receptor Progesterona Positivo: 22 (43,1)
Negativo: 11 (21,6%)
ND:18 (35,3%)
Receptor Estrogenos Positivo: 25 (49%)
Negativo: 9 (17,7%)
ND: 17 (33,3%)

Erbr Positivo: 10 (19,6)
Negativo: 15 (29,4%)
ND: 26 (51%)
Estadio I: 2 (3,9%)

lla: 5 (9,8%)

IIb: 12 (23,5%)

Illa: 18 (35,3%)

llIb: 9 (17,6%)

IV: 5(9,8%)
Metastasis Si: 8 (15,7%)

No: 43 (82,3%)
Recaida Si: 4 (7,8%)

No: 41 (92,2)

Tabla 3. Caracteristicas de la Poblacion estudiada.
Se analizaron en las pacientes y controles las variables reportadas por estar
relacionadas con el desarrollo de cancer de mama. (IMC: Indice de Masa Corpora)

El tipo de cancer mas frecuente fue el Carcinoma Ductal invasivo (32 -
67,4%), seguido del Canalicular infiltrante (7 - 13,7%). En el 43,1% y 49% de
las pacientes se encontraron los receptores de progesterona y estrogenos
positivos, en cuanto a Erb2 se encontré positivo en el 10% de las pacientes.
El estadio mas frecuente fue IlIA (35,3%), 1IB (23,5%) y llIB (17,6%).

El indice de masa corporal (IMC), es un factor determinante de los niveles
de colesterol y triglicéridos en la sangre, y estd asociado al consumo de
grasas. Niveles séricos altos de estos componentes se relacionan

directamente con la obesidad. Se ha descrito que las grasas y la obesidad

70




pueden desempefiar un papel importante en el metabolismo de las hormonas
sexuales esteroides (Colditz, et al., 2001). El vinculo entre la nutricion y el
cancer es muy controvertido, la asociacion entre la grasa en la dieta 0 mas
especificamente la ingesta de grasas saturadas de origen animal y el
desarrollo de cancer de mama. Estudios previos han sugerido que factores
de riesgo de cancer de mama relacionados con hormonas, tales como
historia reproductiva e IMC, pueden tener un pronunciado efecto en el

desarrollo de tumores positivos 0 negativos para receptor de hormonas
(Colditz, et al., 2004).

GESTACION Después de la menopausia disminuye el nimero de I6bulos, en
especial de tipo 2 y 3. Debido que el cancer de mama ductal se origina en los
I6bulos tipo 1, las mujeres nuliparas tienen un riesgo elevado de desarrollar
cancer de mama, mientras que mujeres que han tenido hijos permanecen
protegidas. Esta observacion surge del hecho de que en las mujeres con
hijos sus I6bulos son sometidos a diferenciacién, mientras que las nuliparas
rara vez alcanzan al tipo 3, esto indica que, aunque en ambos grupos de
mujeres predomina el tipo 1 durante la menopausia, es posible que las
nuliparas sean mas susceptibles de sufrir transformacién tumoral (Russo, et
al., 2000).

EDAD PRIMER EMBARAZO La temprana edad del primer parto se asocia
fuertemente con los tumores mas agresivos, a pesar de su efecto protector
sobre el riesgo de una vida de desarrollar cancer de mama. La edad
temprana del primer embarazo a término (<20 afios), en comparacion con la
nuliparidad, se asocié con canceres de mama que no eran localizados y de

grado superior. Sin embargo, cuando se restringié el analisis a las mujeres
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gue han tenido hijos, no se encontro asociacién significativa de los tumores

no localizados o grado (Venerosso, et al., 2008).

ANTICONCEPTIVOS ORALES A pesar de la gran cantidad de evidencia
sobre los efectos cancerigenos de los anticonceptivos hormonales (HBC) y la
terapia de reemplazo hormonal (TRH) por aumentar el riesgo a desarrollar
cancer de mama (Cogliano, et al., 2005), sigue siendo poco claro si las
mujeres son mas susceptibles a los efectos de estos esteroides sexuales

exdgenas en puntos especificos durante el curso de la vida.

Parece que en la perimenopausia puede ser una ventana importante de
susceptibilidad del tejido mamaria a desarrollar lesiones de tipo
cancerigenas por influencia de los esteroides sexuales exégenos (Cogliano,
et al., 2005). El incremento del riesgo visto con el uso doble HBC y TRH es
también de importancia para la salud publica, como un gran numero de
mujeres ya han sido expuestos a HBC en sus afios reproductivos, asi como
la TRH a edades mas avanzadas, pero el efecto de la utilizacidon conjunta ha
sido en su mayoria ignorado. Sin embargo, estudios demuestran que el
efecto del uso de hormonas exdgenas en el pasado no se extienda a edades
mas avanzadas, lo cual es tranquilizador ya que la incidencia de cancer de

mama es mayor en el futuro.

TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL (THR) es un factor de riesgo bien
establecido para el cancer de mama (Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast Cancer, 1996; Li, et al., 2003). Mudltiples estudios
observacionales documentan riesgos de 1.6 a 3,0 veces mayor de cancer de
mama asociado con el uso actual, a largo plazo de la THR (Daling, et al.,

2002; Kirsh, et al., 2002; Collins, et al., 2005). Los mecanismos por los cuales
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THR, en particular progestageno, influye en el riesgo de cancer de mama
siguen siendo inciertos.

Con la aparicion de la progesterona por exhibir tanto cualidades
anticancerigenos y procarcinogenicas en el cuerpo femenino (Lewis, et al.,
2004; Skildum, et al., 2005) hay un potencial de mecanismos implicados en
esta dualidad de accion sobre su rol en la carcinogénesis de mama. En
primer lugar, el receptor de progesterona (PGR) gen que codifica para las
isoformas 2 PGR: PGR y PGR-A-B, que tienen objetivos opuestos
transcripcional (Giangrande, et al.,, 2000). Ademds, varias enzimas
implicadas en el metabolismo del prereceptor progesterona, incluyendo las
enzimas esteroide 5-A reductasa (SRD5A) y aldo-ceto reductasa 1C
(AKR1C), metabolizan progesterona en la 5a-pregnanes y 4 pregnenes,
respectivamente (Lewis, et al., 2004). Estos metabolitos tienen efectos
opuestos en el tejido de mama: La 5a-pregnanes se ha observado que
aumenta la proliferacion celular, mientras que el 4-pregnenes estan
asociados con la activacion debil de la PGR (Wiebe, et al., 2003). La enzima
citocromo P-450 3A4 (CYP3A4) participa en esta via, la gran mayoria de la
EPT utilizadas en los Estados Unidos contiene un progestageno sintético
acetato de medroxiprogesterona, que es predominantemente metabolizada
en el higado por la enzima CYP3A4 (Kobayashi, et al., 2000).

MENOPAUSIA EIl estradiol, el estrogeno enddgeno mas potente, es el
producto de secrecidon importante del ovario que representa la principal
fuente de estrégenos asociada al cancer de mama en mujeres
premenopausicas. Después de la menopausia, la mayor parte del estradiol
circulante se deriva de estrona (hormona estrogenica secretada por el ovario,
asi como el tejido adiposo), que en si mismo es producido por la conversion
periférica de la androstenediona, el precursor de la testosterona. Hay
pruebas que apoyan el papel de las hormonas sexuales en el aumento del

riesgo a desarrollar cancer de mama por inducciéon y acumulacién de
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alteraciones genéticos sobre el ADN de las células de la mama. Por lo tanto,
la hipdtesis de la asociacion positiva entre los niveles de hormonas sexuales
y riesgo de cancer de mama dependen de la edad, por lo tanto en cuanto
mas tardia sea la edad de la menopausia, mayor va a ser el tiempo que va a

estar expuesto el tejido mamario a las hormonas sexuales.

FAMILIAR CON CANCER la presencia de familiares en primer o segundo
grado con antecedentes de cancer de préstata, mama, Utero y ovario, entre
otros, se asocia con la existencia de mutaciones en genes como BRCA1-2,
los cuales estan fuertemente implicados en la aparicion de cancer de mama

heredofamiliar.

9.2. EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS SUEROS.

Con el fin de determinar la especificidad de cada suero hacia su péptido
blanco, se evalué la sefial de reconocimiento frente a los 4 péptidos
utilizados durante el proceso de inmunizacion (A, B, C, D). Para lo cual se
utilizo la muestra de suero extraida de cada uno de los 8 conejos durante la
fase 1, antes de realizarse la inmunizacién, por lo tanto este suero
denominado Preinmune, funcioné como control de que el reconocimiento se
debe a la presencia de anticuerpos generados después de la Fase 1, o sea a
lo largo de las fases 2 a 4. Por consiguiente a la muestra de suero extraida
en la fase 5 se denomina Hiperinmune, debido que fue extraida después de
las 3 inmunizaciones realizadas a los 8 conejos, por consiguiente contiene
los anticuerpos generados frente al péptido con el cual se inmunizé cada

conejo.
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9.2.1. Péptido A vs Sueros Preinmune e Hiperinmune

Utilizando como antigeno el péptido A (GCINPQVSKTECG), no se obtuvo
sefial con el suero Anti-péptido A (53), mientras que el suero Anti- péptido A
(54) presentd un valor de absorbancia de 0,954 DO, muy superior al blanco
0,052 DO (Tabla 4).

Los sueros Anti-péptido B (55), Anti péptido C (75) y Anti-péptido D (78)
reconocieron el péptido A de manera cruzada. En cuanto a los sueros Anti-
péptido B (57), Anti-péptido-C (62), y Anti-péptido D (80) no mostraron

reconocimiento cruzado (Tabla 4, Anexo 2).

Péptido A

53P.I |54 P.I [55P.I [57P.1|62P.1 [75P.1|78P.1 |80P.I |Blanco

0,005 | 0,007 |-0,005 {0,003 [0,009 [0,007 0,001 |O0,006 {0,052

53 H.I [54 H.I |55H.1 [57H.I|62H.1 | 75H.1| 78 H.I | 80H.I

0,130 | 0,954 | 0,089 |0,029 | 0,013 [0,454 (0,049 | 0,009

Tabla 4. Valores de absorbancia obtenidos a partir de las pruebas de ELISA
realizadas con los sueros Pre-Inmunes (P.l) e Hiper-inmunes (H.l) en presencia
del Péptido A. En la tabla se observan los valores de absorbancia que los sueros
pre-inmune e hiper inmune muestran hacia el péptido A, en lo cual se observo que
todos los sueros P.I no reconocieron este péptido. Mientras que algunos de los
sueros H.I reconocieron de manera cruzada este péptido (55.HI, 75 H.l'y 78 H.I). En
cuanto al suero Anti-péptido A (54H.l) mostrdé un adecuado reconocimiento de este
péptido. (Los valores de absorbancia presentados en la tabla son el producto de
restar a la absorbancia original de cada suero, el valor del blanco a fin de eliminar
absorbancia base de la reaccion.

9.2.2. Péptido B vs Sueros Preinmune e Hiperinmune
Utilizando como antigeno el péptido B (GCDDNATTNAICG), se observo que
los sueros Anti-péptido B (55 y 57) reconocieron sus péptidos blanco (Tabla

5). Los sueros Anti-péptido A (54) Anti-péptido D (78 y 80) no reaccionaron
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de manera cruzada. Por el contrario los sueros Anti-péptido C (62 y 75) si

mostraron reconocimiento cruzado frente a este péptido (Tabla 5, Anexo 3).

Péptido B

53P.1 [54P.1 |55P.I |57P.1 [62P.1 [75P.1 |78 P.1 |80 P.l | Blanco

0,011 (0,000 |0,001 |0,006 (0,006 [-0,001 |-0,001 0,000 (0,050

53 H.I |54 H.1 [55H.1 |57H. [62H.] | 75H.I [78H.l | 80 H.I

0,051 (0,011 |1,267 |1,362 (0,178 | 0,279 | 0,016 | 0,005

Tabla 5. Valores de absorbancia obtenidos a partir de las pruebas de ELISA
realizadas con los sueros Pre-Inmunes (P.l) e Hiper-inmunes (H.l) en presencia
del Péptido B. En la tabla se observan las absorbancias que los sueros pre-inmune
e hiper inmune muestran hacia el péptido B, en lo cual se observo que todos los
sueros P.I no reconocieron este péptido. Mientras que algunos de los sueros H.I
reconocieron de manera cruzada este péptido (62.HlI y 75 H.l). En cuanto a los
sueros Anti-péptido B (55H.I y 57H.1) mostraron un adecuado reconocimiento de
este péptido. (Los valores de absorbancia presentados en la tabla son el producto
de restar a la absorbancia original de cada suero, el valor del blanco a fin de
eliminar absorbancia base de la reaccion.

9.2.3. Péptido C vs Sueros Preinmune e Hiperinmune

Utilizando como antigeno el péptido C (GCNVEVFMQLICG), se observo que
los sueros Anti-péptido C (62 y 75) mostraron absorbancias por encima de
las del blanco. Los sueros Anti-péptido A (53 y 54), Anti-péptido B (55), y
Anti-péptido D (78 y 80) no reconocieron de manera cruzada. En cuanto al

suero Anti-péptido B (57) presento reaccion cruzada (Tabla 6, Anexo 4).
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Péptido C

53 P.I |54P. [55P.1 |57P. [62P.1 [75P.1 [78P.1 |80 P.I |Blanco

0,020 (0,018 |0,012 |0,016 (0,038 |0,018 |0,012 |[0,013 |0,044

53 H.I |54 H.I [55H.1 |57H. [62H.1 | 75H.I [78H.l | 80H.I

0,055 (0,032 |0,041 |0,144 (0,907 |0,932 |0,052 |0,020

Tabla 6. Valores de absorbancia obtenidas a partir de las pruebas de ELISA
realizadas con los sueros Pre-Inmunes (P.l) e Hiper-inmunes (H.l) en presencia
del Péptido C. En la tabla se observan las absorbancias que los sueros pre-inmune
e hiper inmune muestran hacia el péptido C, en lo cual se observo que todos los
sueros P.I no reconocieron este péptido. Mientras que el suero 57 H.I reconoci6 de
manera cruzada este péptido. En cuanto a los sueros Anti-péptido C (62H.1'y 75H.I)
mostraron un adecuado reconocimiento de este péptido. (Los valores de
absorbancia presentados en la tabla son el producto de restar a la absorbancia
original de cada suero, el valor del blanco a fin de eliminar absorbancia base de la
reaccion.

9.2.4. Péptido D vs Sueros Preinmune e Hiperinmune

Utilizando como antigeno el péptido D (GCSNVEQLIYDCG), se observo que
los sueros Anti-péptido D (78H.1 y 80 H.I) mostraron reconocimiento de su
péptido blanco, aunque la absorbancia del suero 80 fue menor a la del 78.
Los sueros Anti-péptido A. Anti-péptido B y Anti-péptido C no presentaron

reaccion cruzada frente a este péptido(Tabla 7, Anexo 5).

Péptido D

53P.I |54 P. [55P.1 |57P.1 [62P.I [75P.I [78P.1 |80 P.I |Blanco

0,037 10,032 (0,034 |0,040 (0,060 |0,018 |0,016 |0,008 |[0,049

53 H.l |54 H.I [55H.l |57H. [62H.] | 75H.I [78H.l | 80H.I

0,045 | 0,017 [0,043 | 0,066 |0,009 |0,063 [0,956 |0,381

Tabla 7 Valores de absorbancia de los sueros Pre-Inmunes (P.l) e Hiper-
inmunes (H.l) frente al Péptido D. En la tabla se observan las absorbancias que
los sueros pre-inmune e hiper inmune muestran hacia el péptido B, en lo cual se
observo que todos los sueros P.I no reconocieron este péptido. En cuanto a los
sueros Anti-péptido D (78H.l1 y 80 H.l) mostraron un adecuado reconocimiento de
este péptido. Los demas sueros H.l no mostraron reconocimiento cruzado hacia
este péptido (53 H.l, 54 H.l, 55 H.l, 57 H.l, 62.Hl y 75 H.l). (Los valores de
absorbancia presentados en la tabla son el producto de restar a la absorbancia
original de cada suero, el valor del blanco a fin de eliminar absorbancia base de la
reaccion).
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9.3. IDENTIFICACION RECONOCIMIENTO CRUZADO

Debido a la posibilidad de reconocimiento cruzado que presentaron los
sueros hiperinmunes hacia otros péptidos, se decidié realizar un segundo
ensayo con el fin de confirmar la existencia de este reconocimiento cruzado,
por lo cual de forma adicional se realizé una pre-incubacién de cada suero
con los péptidos que reconocieron de forma cruzada, con el propésito de
determinar si existia disminucién en la sefial de reconocimiento hacia este
péptido y hacia su péptido blanco y de esta forma confirmar la especificidad

de dicho reconocimiento.

9.3.1. Péptido A vs Sueros Hiperinmunes

El suero Anti-péptido A (53) utilizando una dilucion 1:20 mostré6 una mayor
absorbancia frente a su péptido blanco. En cuanto a los sueros Anti-péptido
B (55) y Anti-péptido D (78) no mostraron reaccion cruzada hacia este
péptido. El suero Anti-péptido C (75) reconocié de manera cruzada el péptido
A y al pre-incubar con este péptido disminuyé la absorbancia al nivel del
blanco, lo cual indica que existen anticuerpos en este suero que esta

reconociendo de forma cruzada dicho péptido (Tabla 8) (Anexo 6y 7).

9.3.2. Péptido B vs Sueros Hiperinmune

El suero Anti-péptido A (53) utilizando una dilucion 1:20 no mostro
reconocimiento cruzado hacia el péptido B. En cuanto a los sueros Anti-
péptido C (62 y 75) presentaron reconocimiento cruzada hacia el péptido B y
al pre-incubar el suero 75 con el péptido B disminuye marcadamente la
absorbancia, lo cual confirmé la existencia de anticuerpos presentes en el

suero que reconocen este péptido B (Tabla 8, Anexo 6 y 8).
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9.3.3. Péptido C vs Sueros Hiperinmune

El suero Anti-péptido A (53) utilizando una dilucién 1:20 no mostré
reconocimiento cruzado hacia el péptido C. En cuanto al suero Anti-péptido
C (57) si presentd reconocimiento cruzado hacia este péptido (Tabla 8)
(Anexo 6y 9).

9.3.4. Péptido D vs Sueros Hiperinmune

El suero Anti-péptido A (53) utilizando una dilucion 1:20 y el suero Anti-
péptido C (57) no mostraron reconocimiento cruzado hacia este péptido. En
cuanto a los sueros Anti-péptido D (78 y 80) se confirmo su reconocimiento
cruzado, denotando que la absorbancia del suero 80 fue menor a la del suero
78 (Tabla 8) (Anexo 6 y 10).

53H.01 [ 55 H.1 [57H.I | 62H.1 [ 75H.I | 75H.I1+Pep [ 78 H.I | 80 H.I | Blco
Péptido A | 0.451 | 0.15 = = 0.417 0.007 0.053 = 0.042
Péptido B | 0.065 - - 0.619 | 0.431 0.006 - - 0.044
Péptido C [ 0.05 - 0.543 - - - = = 0.045
Péptido D | 0.035 - 0.026 - - - 0.831 | 0.316 | 0.043

Tabla 8. Evaluacion especificidad de los sueros de conejos. Valores de
absorbancia obtenidos mediante pruebas de ELISA

El suero 53 muestra una Unica sefial hacia su péptido A usando una dilucién 1:20.
De igual forma los sueros 78 y 80 reconocen Unicamente su péptido D. Los sueros
55, 57 y 62 muestran sefial de reconocimiento cruzado hacia los péptidos A, Cy B,
respectivamente. El suero 75 reconoce de forma cruzada los péptidos A y B; al pre-
incubar el suero con estos péptidos disminuye la lectura de la absorbancia, lo cual
confirma la especificidad de los anticuerpos hacia estos péptidos. (Los valores de
absorbancia presentados en la tabla son el producto de restar a la absorbancia
original de cada suero, el valor del blanco a fin de eliminar absorbancia base de la
reaccion).
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9.4. VERIFICACION DE |INESPECIFICIDAD DE LOS SUEROS
HIPERINMUNES.
- Suero Anti-péptido B (55). Reconoce débilmente el péptido Ay al pre-
incubar con este péptido disminuye la sefial hasta el nivel del blanco.
Reconoce el péptido B y al pre-incubar con péptido A, disminuye ligeramente
la sefial (Tabla 9) (Anexo 11).
- Suero Anti-péptido B (57). Reconoce de manera cruzada el péptido C
y al pre-incubar con este disminuye solo la mitad de la sefial. Reconoce de
forma positiva el péptido B y al pre-incubar con el péptido C disminuye la
sefal en una tercera parte (Tabla 9) (Anexo 11).
- Suero Anti-péptido C (62). Reconoce el péptido B de forma cruzada y
al pre-incubar con este péptido disminuye la sefial al nivel del blanco.
Reconoce de forma positiva el péptido C y al pre-incubar con péptido B,
disminuye marcadamente la sefial, a la mitad (Tabla 9) (Anexo 11).
- Suero Anti-péptido C (75). Reconoce de forma cruzada los péptidos A
y B y al pre-incubar con estos disminuye la sefial al nivel del blanco.
Reconoce de forma positiva el péptido C y al pre-incubar con combinacion de
péptidos A+B, disminuye marcadamente la sefial, a la mitad (Tabla 9) (Anexo
11).

55H.] [ 55H.I [ 57 H.I | 57 H.I | 62H.I [ 62H.I | 75 H.I [ 75H.1 | 75 H.I [ 75 H.I | Blco

+A +C +B +A +B | +AB
Péptido A | 0,17 | 0,01 - - - - 0,52 | 0,006 - - 0,04
PéptidoB | 151 | 1,32 | 142 | 1,07 | 047 | 002 | 027 - 0,009 - 0,04
Péptido C - - 041 | 019 [ 091 | 047 | 084 - - 0,374 | 0,08
Péptido D - - - - - - - - - - 0,17

Tabla 9. Verificacién de inespecificidad de los sueros hiperinmunes

Los sueros 55, 57 y 62 reconocen de manera cruzada los péptidos a, ¢ y b,
respectivamente, lo cual se confirmé al pre-incubar el suero con el péptido
respectivo, donde se observa que disminuyen los valores de absorbancia. El suero
75 reconoce de forma cruzada los péptidos A y B; al pre-incubar el suero con estos
péptidos disminuyen los valores la absorbancia, lo cual confirma la especificidad de
los anticuerpos hacia estos péptidos. A cada valor de absorbancia se le resto el
valor del blanco correspondiente.
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9.4.1. Evaluacion de la especificidad del suero 75 purificado

El suero Anti-péptido D (75) que presentaba reconocimiento cruzado de los
péptidos A, B, y que habia sido purificado a través de una columna de
sefarosa la cual tenia acoplada péptidos Ay B, se analiz6 para determinar su
reconocimiento hacia los péptidos A, By C (Tabla 10).

Se encontr6 que permanecia la sefial de reconocimiento usando el suero
Anti-péptido D (75) y al pre-incubar este suero con solucion de péptido A 6
péptido B y mezcla de péptidos AB disminuia el reconocimiento, lo cual

indicaba que aun permanecian anticuerpos de reconocimiento cruzado

75 H.I 7SHI+A | 75H.1+B 75 H.1+ Blanco

AB
Péptido A 0,169 0,122 0,095
Péptido B 0,200 0,061 0,106
Péptido C 0,258 0,061 0,097

Tabla 10. Valores de absorbancia del suero Anti-péptido C (75) purificado
frente a péptidos A y B. Los valores de absorbancia disminuyeron frente a los
péptidos que se reconocian de forma cruzada A y B, al igual que hacia su péptido C.
Al pre-incubar con estos péptidos la absorbancia disminuyd confirmando Ila
especificidad del reconocimiento cruzado. (Los valores de absorbancia presentados
en la tabla son el producto de restar a la absorbancia original de cada suero, el valor
del blanco a fin de eliminar absorbancia base de la reaccion).

Se realiz6 una segunda purificacion de este suero Anti-péptido D (75) a
través de la columna de sefarosa (Tabla 11). Al analizar el suero por Elisa se
encontré que la sefal de reconocimiento habia disminuido, incluyendo hacia
el péptido C con el cual se habia inmunizado. Por lo cual se decidié no
utilizar este suero en los ensayos de deteccion de Mamoglobina en los

sueros de las pacientes.
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75 H.1 7SHI+A | 75H.1+B 75 H.1+ Blco

AB
Péptido A 0,074 0,122 = = 0,095
Péptido B 0,094 - 0,061 - 0,106
Péptido C 0,161 = = 0,061 0,097

Tabla 11. Valores de absorbancia del suero 75 purificado (2) frente a péptidos
Ay B. Los valores de absorbancia fueron menores que en el anterior ensayo para
los péptidos A, By C. Al igual que en el anterior ensayo al pre-incubar el suero con
estos péptidos disminuy6 la absorbancia. (Los valores de absorbancia presentados
en la tabla son el producto de restar a la absorbancia original de cada suero, el valor
del blanco a fin de eliminar absorbancia base de la reaccion).

9.4.2. Evaluacion de la especificidad de reconocimiento de los sueros
seleccionados

Los sueros seleccionados reconocieron adecuadamente sus respectivos

péptidos en diluciones de 1:10. El suero Anti-péptido B (55) mostré una sefial

de reconocimiento cruzado hacia el péptido A, por el contrario el suero Anti-

péptido C (62) no mostré sefial de reconocimiento frente al péptido B.

— Suero Anti-Péptido A > Suero 54 H.I
— Suero Anti-Péptido B > Suero 55 H.I
— Suero Anti-Péptido C - Suero 62 H.I
— Suero Anti-Péptido D - Suero 78 H.I

Suero Anti- | Suero Anti- Suero Anti- | Suero Anti-
Péptido A Péptido B Péptido C Péptido D Blanco
(54 H.I) (55 H.I) (62 H.I) (78 H.I)
Péptido A 0,788 0,511 - - 0,076
Péptido B - 0,911 0,032 - -
Péptido C - - 0,708 - -
Péptido D - - - 0,836 -

Tabla 12. Valores de Absorbancia de sueros seleccionados usando en dilucion 1:10.
Los sueros Anti-péptido A (54), Anti-péptido C (62) y Anti-péptido D (78) al reaccionar
arrojaron absorbancias superiores al blanco. El suero Anti-péptido B (55) reconocié de
manera cruzada el péptido A.
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9.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LA PROTEINA
MAMOGLOBINA RECOMBINANTE

La curva estdndar se realiz6 utilizando 10 diluciones seriadas (1:2) de

concentraciones de proteina Human Mammaglobin (Ray Biotech, Inc.

Catalog N° 228-11074). Se partié de una concentracion inicial de [25ng/ml]

hasta [0,048ng/ml] (Tabla 13).

Mamoglobina | Mamoglobina | Anti-péptido | Anti-péptido | Anti-péptido Anti-péptido

[ng/ml] Log10 [ng/ml ] A (54) B (55) C (62) D (78)
25 1,40 0,56 0,67 0,82 0,06
12,5 1,10 0,52 0,56 0,68 0,00
6,25 0,80 0,49 0,51 0,57 -0,03
3,125 0,49 0,43 0,46 0,48 -0,05
1,56 0,19 0,39 0,37 0,41 -0,02
0,78 -0,11 0,31 0,36 0,33 0,03
0,39 -0,41 0,27 0,27 0,27 0,01
0,19 -0,72 0,20 0,21 0,19 -0,01
0,097 -1,01 0,16 0,16 0,11 -0,04
0,048 -1,32 0,10 0,07 0,06 -0,02

Tabla 13. Valores de absorbancia para diferentes concentraciones de Mamoglobina
Recombinate.

Valores de absorbancia para la curva estandar realizada con diferentes concetraciones de
proteina mamoglobina human recombinante (Rey Biotech, Inc)( 25ng/ml a 0,048ng/ml)
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Con el suero Anti-péptido A (54) se obtuvieron valores de absorbancia entre
0,56DO hasta 0,10DO como sefial de reconocimiento de las diferentes
concentraciones de Mamoglobina de [25ng/ml]] a [0,048ng/mL],

respectivamente Figura 6.

Curva Estandar Suero Anti-péptido A (54) vs Mamoglobina
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Figura 6. Curva Estandar para diferentes concentraciones de Mamoglobina
Recombinante con el Suero Anti-péptido A (54) (ELISA).

La grafica muestra la relacion de los valores de absorbancia a 620nm obtenidos, en
relacion con logl0 de la concentracion en ng/ml de Mamoglobina humana (Human
Mammaglobin-Ray Biotech, Inc). Se observa como el valor de la absorbancia va
siguiendo una proporcionalidad directa frente a las diluciones de la concentracion de
proteina utilizada para la construccion de la curva. Con el suero Anti-péptido A (54)
se obtuvieron absorbancias desde 0,56 OD ([25ng/ml]) hasta 0,10 DO
([0,048ng/ml)).
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El suero Anti-péptido B (55) mostré lecturas de absorbancia de 0,67DO hasta
0,07DO en concentraciones de Mamoglobina de [25ng/ml] a [0,048 ng/ml],

respectivamente Figura 7.

Curva Estandar Suero Anti-péptido B (55) vs Mamoglobina
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Figura 7. Curva Estandar para diferentes concentraciones de Mamoglobina
Recombinante con el Suero Anti-péptido B (55) (ELISA).

La grafica muestra las lecturas de absorbancia que presentd el Suero Anti-péptido B
frente a cada unas de las concentraciones de Mamoglobina (log10 ng/ml de Human
Mammaglobin, Ray Biotech, Inc). Se observa cémo el valor de la absorbancia va
siguiendo una proporcionalidad directa frente a las diluciones de la concentracion de
proteina utilizada para la construccién de la curva. El suero Anti-péptido B (55)
mostré absorbancias de 0,67 OD ([25ng/ml]) hasta 0,07 DO ([0,048ng/ml]).
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El suero anti-péptido C (62) mostré lectura de absorbancia de 0,82 DO frente
a una concertacion de proteina de [25ng/ml], siendo la mayor sefial entre los
anticuerpos utilizados a esta concentracion. Su menor lectura fue 0,06DO en

una concentracion de Mamoglobina de [0,048 ng/ml] Figura 8.

Curva Estandar Suero Anti-péptido C (62) vs Mamoglobina
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Figura 8. Curva Estandar para diferentes concentraciones de Mamoglobina
Recombinante con el Suero Anti-péptido C (62) (ELISA).

La grafica muestra la relacién de la absorbancia con log1l0 de la concentracién en
ng/ml de Human Mammaglobin (Ray Biotech, Inc). El anticuerpo 62 mostré
absorbancias desde 0,82 OD ([25ng/ml]) hasta 0,06 DO ([0,048ng/ml]). Se observo
cémo el valor de la absorbancia va siguiendo una proporcionalidad directa frente a
las diluciones de la concentracién de proteina utilizada para la construccién de la
curva.
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En cuanto al anticuerpo 78 que fue generado a partir de la secuencia
especifica que diferencia a la isoforma de la Mamoglobina, no mostré un
reconocimiento hacia la proteina Mamoglobina, lo cual va de acuerdo a lo

esperado para este. (Figura 9).

Curva Estandar Suero Anti-péptido D (78) vs Mamoglobina
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Figura 9. Curva Estandar para diferentes concentraciones de Mamoglobina
Recombinante con el Suero Anti-péptido D (78) (ELISA).

La grafica muestra la relacién de la absorbancia con log10 de la concentracion en
ng/ml de Human Mammaglobin (Ray Biotech, Inc). El anticuerpo 78 no mostrd
reconocimiento hacia la proteina Mamoglobina recombinante.

En la Figura 10 se comparan las curvas de los 4 sueros frente a la proteina
Mamoglobina Recombinante. Se observa como los sueros Anti-péptido A,
Anti-péptido B y Anti-péptido C mostraron un comportamiento similar frente a
la proteina recombinante, notandose claramente la diferencia con el suero
Anti-péptido D el cual no mostré ningun tipo de reconocimiento. Los valores
de la pendiente fueron R% 0,9931; 0,9914 y 0,9856 para los sueros Anti-
péptido A, Anti-péptido B y Anti-péptido C.
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Figura 10. Comparacion Curva Estandar para diferentes concentraciones de
Mamoglobina Recombinante con los cuatro Suero Anti-péptido A, By C.

Se observa los valores de absorbancia de los 4 anticuerpos (Anti-péptido A (54),
Anti-péptido B (55), Anti-péptido C (62) y Anti-péptido D (78)) generados al
reaccionar mediante una prueba de ELISA, con diferentes concentraciones de
Mamoglobina entre 25ng/ml y 0,048ng/ml.

9.6. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE MAMOGLOBINA EN
LOS SUEROS DE LOS PACIENTES Y DE LOS INDIVIDUOS
CONTROL

Las muestras de suero de los pacientes y de los controles se analizaron

mediante la prueba de ELISA con los cuatro sueros que contienen los

anticuerpos para cada péptido. Las pruebas se hicieron por duplicado (Figura

11,12, 13, 14) (Anexo. 13).

Al incubar el suero de los pacientes con el suero Anti-péptido A (54) se

obtuvieron valores de absorbancia de -0,2 hasta 0,450 OD. Las muestras de

suero de los controles variaron de -0,099 hasta 0,127 OD, estas lecturas de
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absorbancia fueron proximas a la del blanco, por tal razén los valores finales
de cada uno de los controles, después de restar la absorbancia del blanco
fueron cercanas a 0,00 OD. En la Figura 11 se muestran las diferencias en
las densidades Opticas entre muestras de suero de pacientes de acuerdo al
estadio y controles. En cuanto al estadio los valores de absorbancias fueron

variables, sin observarse diferencias entre el grupo de casos.

Suero Anti-péptido A (54) Pacientes vs Controles
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I 1A B A 1B v
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Figura 11. Comparacion de los valores de absorbancia a 620nm de los sueros
de controles y pacientes por Estadio usando el Suero Anti-péptido A (54),
obtenidos mediante ELISA. Se observan las diferencias de los valores de
absorbancia para el grupo de pacientes y el grupo de controles

Al analizar los sueros con el suero Anti-péptido B (55), se encontré en el
grupo de pacientes las absorbancias estuvieron entre 0,010 - 0,564 OD, y en
el grupo control -0,160 — 0.119, de igual forma que el Suero Anti-péptido A,
las lecturas de absorbancia de los casos fueron proximas a la del blanco, por
lo cual los valores de cada uno de los controles, luego de restar la

absorbancia del blanco fueron cercanas a 0,00 OD. (Figura 12).
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Figura 12. Comparacién de los valores de absorbancia a 620nm de los sueros
de controles y pacientes por Estadio usando el Suero Anti-péptido B (55),
obtenidos mediante ELISA

En cuanto al suero Anti-péptido C (62) se encontr6 en el grupo de pacientes
y controles lecturas de absorbancia de -0,014 a 0,3550D y -0,076 a 0,0580D

respectivamente (Figura 13).

Suero Anti-péptido C (62) Pacientes vs Controles
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Figura 13. Comparacion de los valores de absorbancia a 620nm de los sueros
de controles y pacientes por Estadio usando el Suero Anti-péptido C (62),
obtenidos mediante ELISA.
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Teniendo en cuenta lo observado en las anteriores figuras, al analizar si en el
grupo de pacientes, de acuerdo al estadio existian diferencias en las lecturas
de absorbancia, no se observé un patrén que mostrara que a medida que

avanza el estadio existiera variaciones en las lecturas de la absorbancia.

Al analizar las muestras de suero de pacientes y controles con el Anticuerpo
78 se encontraron valores de Absorbancia que estuvieron entre-0,07 y 0.257
OD y entre -0,091 a 0,017 OD, respectivamente (Figura 14).

Suero Anti-péptido D (78) Pacientes vs Controles
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Figura 14. Comparacion Absorbancia a 620nm de los sueros de controles y
pacientes por Estadio usando el suero Anti-péptido D (78).

No hubo reconocimiento de la proteina Mamoglobina sérica en las muestras de
suero de pacientes y controles. Unicamente una muestra del grupo paciente mostré
un valor de absorbancia de 0,26 OD.

En la Figura 15 se compara los valores de absorbancias de los cuatro

anticuerpos entre pacientes y controles.
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Figura 15. Comparacion de los valores de absorbancia a 620nm usando cada
unos de los Sueros (54, 55y 62) en los grupos de pacientes (P) y controles (C).
Se observan las diferencias existentes en los valores de densidad Optica obtenidos
para el grupo de pacientes y el de controles.

9.7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MAMOGLOBINA
EN EL SUERO DE LOS PACIENTES Y DE LOS INDIVIDUOS
CONTROL

Se determind la concentracion de la proteina Mamoglobina de los sueros de
pacientes y controles teniendo en cuenta la curva estandar realizada para
cada anticuerpo. A excepcion del Suero Anti-péptido D (78) para el cuél no
fue posible determinar la concentracion debido a que este anticuerpo no

reconoce la forma nativa de Mamoglobina sino la Isoforma.

De acuerdo al anticuerpo utilizado el grupo de pacientes mostré las
siguientes concentraciones (Anexol4):

Suero Anti-péptido A (54): 0,011- 4,5 ng/ml

Suero Anti-péptido B (55): 0,02 — 10,0ng/ml

Suero Anti-péptido C (62): 0,035 — 0,818ng/ml
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En el grupo de casos se obtuvieron las siguientes concentraciones
(Anexo 15):

Suero Anti-péptido A (54): 0,003 — 0,062 ng/ml

Suero Anti-péptido B (55): 0,003 — 0,069ng/ml

Suero Anti-péptido C (62): 0,020 — 0,064ng/mli

En la figura 16 se observan las diferencias en la concentracion de
Mamoglobina entre pacientes y controles. Entre el grupo de pacientes se
observan datos que sobrepasan en gran medida a los del grupo control,

aunque existen algunos que llegan a estar al nivel del grupo control.

Relacion Concentracion de Mamoglobina
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Figura 16. Comparacién de la concentracion de Mamoglobina (en escala Log10
ng/ml) entre los grupos de Pacientes (P) y Controles (C), usando los
anticuerpos 54, 55y 62.

Se observan diferencias en los niveles, entre grupos usando los tres anticuerpos, los

valores mas elevados se observan con los sueros Anti-péptido A (54) y Anti-péptido
B (55). Notese que el comportamiento de los controles es mas homogéneo, en
comparacion a los pacientes.
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9.8. VERIFICACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS SUEROS DE
CONEJO PARA RECONOCER MAMOGLOBINA SERICA

Al analizar las muestras de pacientes usando el suero Anti-péptido B (55) pre
incubado con la proteina Mamoglobina recombinante se encontré que las
absorbancias disminuian drasticamente, lo cual confirma que el suero
contiene anticuerpos que reconocen de manera especifica la proteina
Mamoglobina y no otras proteinas presentes en el suero.

De la misma forma al analizar las muestras con el suero 55 pre-inmune no se
observa sefal de reconocimiento, confirmando que el reconocimiento es
debido a anticuerpos generados post-inoculacibn y no ha anticuerpos

presentes previamente en loa conejos inmunizados Tabla 14, Figura 17.

Paciente ?ue.ro Anti- Suero ,:n(tsl-sg;eptldo Su?:ro 55
péptido B (55) Pre-incubado MGB Pre-inmune
41 0,092 0,021 -
42 0,558 0,058 -
44 0,074 0,023 -
45 0,129 0,046 -
46 0,104 0,052 -
47 0,211 0,018 0,056
48 0,178 -0,004 0,028
49 0,345 0,019 0,022
50 0,508 0,022 -
51 0,320 -0,007 -
52 0,564 0,008 -
55 0,183 -0,002 -
56 0,208 0,002 -

Tabla 14. Valores de absorbancia a 620nm de pruebas de ELISA de sueros de
pacientes en presencia de suero Anti-péptido B (55). Los sueros de los
pacientes se analizaron con el suero Anti-péptido B, el suero Anti-péptido B pre-
incubado con Mamoglobina recombinante (Human Mammaglobin, Ray Biotech, Inc)
y adicionalmente tres sueros de pacientes se analizaron con el Suero 55 Pre-
inmune. Se observa disminucién en las lecturas de la absorbancia tanto para el
suero Anti-péptido B pre-incubado con la proteina recombinante, como para las
muestras analizadas con el suero 55 pre-inmunes. (Para observar con mayor detalle
las diferencias véase la Figura 19.)
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Comparacion absorbancias de pacientes analizadas con suero 55 pre-
inmune y suero Anti-péptido A 55 pre-incubado con Mamoglobina
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Figura 17. Comparacién absorbancias a 620nm de pacientes analizadas con
suero Anti-péptido B (55) (rojo), suero Anti-péptido B (55) pre-incubado con
Mamoglobina (azul), Suero 55 pre-inmune (verde). Se observa disminucion en la
lectura de la absorbancia al preincubar el Anticuerpo 55 con la proteina
Mamoglobina recombinate, fe la misma forma se observa una absorbancia menor
en las tres muestras analizadas con el suero 55 pre.inmune confirmandose la
especificidad del reconocimiento de este anticuerpo por la proteina en suero.

9.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los grupos de pacientes y control fueron pareados teniendo en cuenta las
variables de edad, gestacién y menopausia, debido a la influencia positiva
gue se ha reportado existe entre ellas y el desarrollo del cancer de mama.
Por lo cual se quiso controlar con el pareamiento de estas variables que la
significancia de las diferencias encontradas en la concentracion de
Mamaoglobina entre el grupo de casos y el grupo de controles fuera resultado
de la presencia de la enfermedad.

En la Tabla 15 se observa la descripcidén de estas variables en los grupos de

pacientes y controles. La edad estuvo entre los 27 y 85 afios. El 90,2%
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habian estuvieron en gestacién en algin momento de su vida y el 76,5%

eran menopausicas.

Edad

N  Minimo Maximo Media Desviacion Estandar
Pacientes 51 27 85 61 11,64
Controles 51 28 85 61 11,41

‘ Gestaciones

Menopausia

Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Pacientes Si 46 90,2 | Pacientes Si 39 76,5
No 5 9,8 No 12 23,5

Total 51 100 Total 51 100

Controles Si 46 90,2 | Controles Si 41 80,4
No 5 9,8 No 10 19,6

Total 51 100 Total 51 100

Tabla 15. Descripcién de variables de pareamiento en la muestra.
Pacientes y controles fueron pareados por edad, ocurrencia de gestacion y edad de
la menopausia. Notese que la frecuencia de cada una de estas caracteristicas fue

similar entre casos y controles.

9.9.1. Analisis de la capacidad de los sueros de conejo para diferenciar

entre el grupos de pacientes y controles

En este analisis se comparo la concentracion de Mamoglobina determinada

con cada suero de conejo, en los grupos de pacientes y controles. En la

Tabla 16, se observan los valores minimo y maximo, la media y la desviacion

estandar de la concentracion de Mamoglobina en ng/ml, para cada suero de

conejo utilizado en los grupos.



Pacientes Suero Anti-péptido A (54) 51 0,011 9,700 0,381 1,481
Suero Anti-péptido B (55) 51 0,002 10,022 0,928 2,164
Suero Anti-péptido C (62) 51 0,035 0,818 0,074 0,112
Controles Suero Anti-péptido A (54) 51 0,003 0,006 0,012 0,008
Suero Anti-péptido B (55) 51 0,003 0,069 0,030 0,014
Suero Anti-péptido C (62) 51 0,020 0,064 0,034 0,010

Tabla 16. Concentracion de Mamoglobina.[ng/ml] en los sueros de los
pacientes y de los individuos control. Se observa el valor minimo y maximo de la
concentracion de Mamoglobina [ng/ml] para cada anticuerpo en cada grupo de
acuerdo a la presencia o no de cancer.

A estos datos se les aplicé la prueba de Kolmogorov Smirnov para
determinar si existian diferencias entre los grupos analizados. Como se
aprecia en la Tabla 17 en los tres casos hay diferencias significativas (p
<0,05), indicando que estos sueros poseen la capacidad de diferenciar entre

los grupos de casos y controles

Suero Anti- Suero Anti- Suero Anti-
péptido A (54) péptido B (55) péptido C (62)
Kolmogorov - Smirnov Z 3,466 4,159 3,466
Valor P de la prueba exacta 0,000 0,000 0,000

Tabla 17. Valores obtenidos de la aplicacion de la prueba de Kolmogorov
Smirnov para determinar diferencias entre el grupo de pacientes con cancer
de seno y los individuos sanos. Los valores muestran que existen diferencias
estadisticamente significativas (valor de P <0,05) con los tres anticuerpos entre los
dos grupos. Véase la figura 19.

En la Figura 19 se observa la representacion de los datos graficamente,
notandose en el grupo de pacientes la existencia de valores mas extremos
superiores al grupo de controles, estos valores son los responsables de la
significancia que cada suero Anti-péptido A, B 6 C posee para diferenciar
entre estos dos grupos analizados. Es interesante resaltar que algunos casos
tienen valores parecidos a los controles, pero la diferencia la determinan
casos en los que los valores son mas elevados. Para mas claridad en esto se

pueden ver los percentiles en la Tabla 18:
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Percentiles

Céancer 5 10 25 50 75 90 95
Suero Anti-péptido A (54) Si 0,012 0,011 0,019 0,034 0,114 0,443 2,618
No 0,004 0,005 0,007 0,011 0,014 0,020 0,024
Suero Anti-péptido B (55) Si 0,042 0,046 0,064 0,084 0,207 3,339 7,001
No 0,012 0,017 0,018 0,027 0,036 0,053 0,059
Suero Anti-péptido C (62) Si 0,088 0,039 0,039 0,043 0,059 0,104 0,197
No 0,020 0,022 0,025 0,032 0,039 0,050 0,056

Tabla 18. Percentiles de la concentracion de la proteina segun la presencia de
cancer de mama.Se observa diferencia en el comportamiento entre paciente y
controles, aungue en los primeros percentiles los valores son cercanos.
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Figura 18. Analisis de la capacidad de los sueros de conejo para diferenciar
entre los grupos de pacientes y controles. (A) Anticuerpo 54, (B) Anticuerpo 55,
(C) Anticuerpo 62. En las tres graficas se observa como el grupo de pacientes
muestra un comportamiento mas heterogéneo con presencia de picos de
concentracién, por el contrario el grupo control muestra un comportamiento mas
homogéneo
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9.9.2. Analisis de relacion entre la concentracion de Mamoglobina y el
estatus de los Receptores de Estrogenos, Progesteronay Erb2.
Los estrégenos son responsables del desarrollo del sistema ductal, mientras
gue la progesterona es necesaria para el desarrollo lobular. Esto genera que
la etiologia del cancer tenga un componente hormonal fuerte. Por lo cual era
importante conocer si existia alguna relacion entre el estado (positivo o
negativo) del receptor de estr6genos o progesterona y la concentracion de
Mamaoglobina, teniendo en cuenta que la Mamoglobina tiene un dominio de

union a esteroides.

* Receptor de progesterona (RP)

Con la aparicion de la progesterona por exhibir tanto cualidades
anticancerigenas como pro-carcinogénicas en el cuerpo femenino (Lewis, et
al., 2004; Skildum, et al., 2005) hay un potencial de mecanismos implicados
en esta dualidad de participar en la carcinogénesis de mama. Generando por
lo tanto un intereses en conocer si existe relacion entre el estado de este

receptor y la concentracion de Mamoglobina.

En la Tabla 19 se observan los valores minimos, maximos, media y D.
estandar para cada suero Anti-péptido A, B 6 C, segun el estado del receptor

de progesterona.
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Positivo  Suero Anti-péptido A (54) 22 0,011 9,700 0,547 2,049
Suero Anti-péptido B (55) 22 0,020 9,424 0,682 2,039
Suero Anti-péptido C (62) 22 0,035 0,106 0,051 0,020
Negativo Suero Anti-péptido A (54) 11 0,012 1,361 0,162 0,398
Suero Anti-péptido B (55) 11 0,050 2,847 0,589 0,880
Suero Anti-péptido C (62) 11 0,039 0,227 0,069 0,056

Tabla 19. Concentracién de Mamoglobina segun el estado del Receptor de
Progesterona (RP). No se observan diferencias en los valores minimos y maximos
de la concentracion de Mamoglobina determinada con los sueros Anti-péptido A. B 'y

s

C, en pacientes con RP positivo 6 negativo. Notese las amplias desviaciones
estandar y los valores de media tan similares responsables de la falta de
significancia.

Al aplicar la prueba de Kolmogorov Smirnov a los datos hallados en el grupo
de pacientes con cancer de mama analizados, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el estado positivo o negativo del
receptor de progesterona (valor de P: 0,830; 0,429; 0,998. para los sueros
Anti péptido A (54), Anti-péptido B (55) y Anti péptido C (62),
respectivamente), en la Tabla 20 se observa el resultado después de aplicar

la prueba de Kolmogorov Smirnov

Suero Anti- Suero Anti- Suero Anti-
péptido A (54) péptido B (55) péptido C (62)
Kolmogorov - Smirnov Z 0,615 0,862 0,369
Valor P de la prueba exacta 0,830 0,429 0,998

Tabla 20. Significancia segun la prueba de Kolmogorov Smirnov de cada unos de los
sueros Anti-péptido A, By C al comparar la concentracion de Mamoglobinay el estado
del receptor de progesterona. Notese que los valores de P fueron >0,05 en todos los
sueros, indicando que no existe un diferencia significativa entre la concentracién de
Mamoglobina de cada paciente y su estado del receptor de progesterona.

Al analizar la informacion de la concentracibn de Mamoglobina segun los
percentiles se percibe que las concentraciones no difieren en los pacientes

con cancer de seno que presentan RP positivo 6 negativo Tabla 21.
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Percentiles

Receptor de
Progesterona 5 10 25 50 75 a0 95
Suero Anti- .
péptido A (54) Positivo 0,011 0,011 0,224 0,039 0,139 0,553 8,334
Negativo 0,012 0,012 0,014 0,034 0,094 1,211 -
Suero Anti- .
péptido B (55) Positivo 0,023 0,043 0,064 0,079 0,130 2,225 8,392
Negativo 0,049 0,051 0,068 0,134 0,869 2574 -
Suero Anti- .
péptido C (62) Positivo 0,035 0,039 0,039 0,041 0,055 0,098 0,104
Negativo 0,038 0,039 0,039 0,043 0,091 0,202 -

Tabla 21. Percentiles de la concentracion de Mamoglobina segun el estado del
Receptor de Progesterona. Se observa concentracion de Mamoglobina similar
entre RP positivos y negativos en todos los percentiles.

* Receptor de Estrogenos (RE).
RE son Factores de transcripcion que controlan la expresion de genes

necesarios para el crecimiento, el desarrollo y la homeostasis (Christina, et
al., 2010). Desempefan papeles muy distintos en el cancer de mama. Era es
un regulador esencial del crecimiento y el desarrollo de la glandula mamaria
y marcador pronostico clave para el desarrollo del cancer de mama. Al igual
gue en el caso del Receptor de Progesterona, fue importante conocer si

existia relacion entre el estado del RE y la concentracion de Mamoglobina
En la Tabla 22 se observan los valores minimos, maximos, media y

desviacién estandar para cada anticuerpo segun el estado del receptor de

estroégenos.
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ogeno R anda
Positivo | Suero Anti-péptido A (54) | 25 0,011 9,700 0,486 1,925
Suero Anti-péptido B (55) | 25 0,020 9,424 0,664 1,912
Suero Anti-péptido C (62) | 25 0,035 0,106 0,052 0,021
Negativo | Suero Anti-péptido A (54) 9 0,012 1,361 0,192 0,439
Suero Anti-péptido B (55) 9 0,050 2,847 0,550 0,978
Suero Anti-péptido C (62) 9 0,039 0,227 0,068 0,062

Tabla 22. Concentracion de Mamoglobina [ng/ml] segln el estado del Receptor de
Estrogenos. No se observan diferencias en los valores minimos y méximos de la
concentracion de Mamoglobina determinada con los sueros Anti-péptido A. B y C, en
pacientes con RE positivo 6 negativo. Las amplias desviaciones estandar y los valores de
media tan similares entre RE positivos y negativos usando cada Suero Anti-péptido A, By C,
son responsables de la falta de significancia.

Al aplicar la prueba de Kolmogorov Smirnov a los anteriores datos, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el estado
positivo 0 negativo del receptor de estrégenos de las pacientes con cancer
de mama analizadas (valor de P: 0,491; 0,888; 0,911 Para los sueros Anti
péptido A (54), Anti-péptido B (55) y Anti péptido C (62), respectivamente. En
la Tabla 23 se observa el resultado después de aplicar la prueba de

Kolmogorov Smirnov

Suero Anti- Suero Anti- Suero Anti-
péptido A (54) | péptido B (55) péptido C (62)
Kolmogorov - Smirnov Z 0,766 0,526 0,469
Valor P de la prueba exacta 0,491 0,888 0,911

Tabla 23. Significancia segun la prueba de Kolmogorov Smirnov de cada unos de los
sueros Anti-péptido A, By C al comparar la concentracion de Mamoglobinay el estado
del receptor de estrégeno. Notese que los valores de P fueron >0,05 en todos los sueros,
indicando que no existe una diferencia significativa entre la concentracién de Mamoglobina
de cada paciente y su estado del receptor de progesterona.

Al analizar de forma detallada por percentiles de la concentracion de
Mamoglobina se percibe un comportamiento igual al observado en el
receptor de progesterona, en el cual las concentraciones no difieren entre

pacientes con cancer de seno RE positivo 6 negativo Tabla 24.
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Percentiles

Receptor de 5 10 25 50 75 0] 95

Estrogenos
Suero Anti- Positivo 0,011 0,011 0,202 0,032 0,122 0,516 6,967
péptido A (54)

Negativo 0,012 0,012 0,024 0,040 0,087 - -
Suero Anti- Positivo 0,026 0,044 0,066 0,079 0,153 1,905 7,360
péptido B (55)

Negativo 0,049 0,049 0,057 0,104 0,818 - -
Suero Anti- Positivo 0,036 0,039 0,039 0,042 0,056 0,095 0,104
péptido C (62)

Negativo 0,038 0,038 0,039 0,041 0,074 - -

Tabla 24. Percentiles segun el estatus del Receptor de Estréogenos. Se
observan concentraciones de Mamoglobina similares entre RE positivos y negativos.

* Receptor Erb2:
El receptor Erb2 pertenece a la familia de de Receptores de Factores de

Crecimiento Epidermal (EGF). Se ha encontrado amplificado y sobre-
expresado en una gran variedad de tumores, incluyendo carcinomas de
mama, ovario, colon, pulmén y estdmago. Siendo de mal prondstico su
presencia en tumores de mama, por lo cual al igual que en los anteriores
receptores se quiso identificar si existia alguna relacion entre la presencia de

este y la concentracion de Mamoglobina.
En la Tabla 25 se observan los valores minimos, maximos, media y

desviacion estandar para cada anticuerpo segun el estatus del receptor de

estroégenos.

103



Receptor Desviacion

Minimo Maximo Media

Erb2 Estandar

Positivo Suero Anti-péptido A (54) | 10 0,012 0,188 0,669 0,060
Suero Anti-péptido B (55)| 10 0,063 2,545 0,607 0,830
Suero Anti-péptido C (62)| 10 0,039 0,106 | 0,066 0,027

Negativo | Suero Anti-péptido A (54) | 15 0,011 0,592 0,131 0,176
Suero Anti-péptido B (55) | 15 0,042 9,424 0,899 2,462
Suero Anti-péptido C (62) 15 0,039 0,227 | 0,057 0,047

Tabla 25. Concentracion de Mamoglobina segun el estado del Receptor Erb2.
No se observan diferencias en los valores minimos y maximos de la concentracion

de Mamoglobina determinada con los sueros Anti-péptido A. B y C, en pacientes
con R.Erb2 positivo 6 negativo. Obsérvese las amplias desviaciones estandar y los
valores de media tan similares entre R.Erb2 positivo y negativo las cuales son
responsables de la falta de significancia.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el estatus
positivo 0 negativo del receptor Erb2 (valor de P: 0,732; 0,338; 0,223. Para
los anticuerpos 54, 55 y 62, respectivamente), en la Tabla 26 se observa el

resultado después de aplicar la prueba de Kolmogorov Smirnov.

Suero Anti- Suero Anti- Suero Anti-

péptido A (54) péptido B (55) péptido C (62)

Kolmogorov — Smirnov Z 0,653 0,898 0,980
Valor P de la prueba exacta 0,732 0,338 0,223
Tabla 26. Significancia segun la prueba de Kolmogorov Smirnov para cada
unos de los sueros Anti-péptido A, B y C al comparar la concentracién de
Mamoglobina y el estado del receptor Erb2. Se observa que los valores de P
fueron >0,05 en todos los sueros, indicando que no existe un diferencia significativa
entre la concentracién de Mamoglobina de cada paciente y su estado del receptor
Erb2.

Al analizar de forma detallada por percentiles de la concentracion de
Mamoglobina se percibe un comportamiento igual a la observada en el

receptor de progesterona y estrogenos, en Erb2 positivo 6 negativo las

concentraciones no difieren entre pacientes con cancer de seno Tabla 27.
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| Percentiles

Receptor.
Erb2 5 10 25 50 75 90 95
Suero Anti-
péptido A (54) Positivo 0,011 0,011 0,013 0,046 0,116 0,181 -
Negativo 0,011 0,011 0,027 0,047 0,121 0,516 -
Suero Anti-
péptido B (55) Positivo 0,063 0,063 0,070 0,123 1,021 2,438 -
Negativo 0,041 0,044 0,064 0,104 0,141 5,477 -
Suero Anti-
péptido C (62) Positivo 0,039 0,039 0,040 0,053 0,094 0,105 -
Negativo 0,038 0,039 0,040 0,043 0,052 0,126 -

Tabla 27. Percentiles de la concentraciéon de Mamoglobina segun el estado del
Receptor Erb2. Se observa un comportamiento similar entre la presencia de Erb2
positivo 6 negativo.

9.9.3. Analisis de la relacion entre la concentracion de Mamoglobina y
estadio del cancer

Al analizar las concentraciones de Mamoglobina que presentan las pacientes

de los diferentes estadios, no se observan diferencias significativas entre

estadios, en los cuales se encuentran valores minimos y maximos similares

para cada suero anti-péptido A, B y C utilizado Tabla 28.

En la Figura 20 se observa de forma clara las diferencias en los intervalos de
confianza usando cada uno de los sueros Anti-péptido A, By C en los

diferentes estadios.
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Desviacion

Estadio Minimo Méaximo Media

| Suero Anti-péptido A (54)

Estandar

2 0012 0012 0,012 0,0005
Suero Anti-péptido B (55) 5 9061 1,479 0,770 1,002
Suero Anti-péptido C (62) 5 0,042 0,100 0,071 0,041
1A Suero Anti-péptido A (54) 5 (0023 0,193 0,070 0,069
Suero Anti-péptido B (55) 5 0,042 0,105 0,069 0,025
Suero Anti-peptido C(62) 5 0040 0,178 0,069 0,060
B Suero Anti-peptido A (54) 15 0011 1,361 0,149 0,383
Suero Anti-peptido B (55) 15 0051 10,022 1,796 3,021
Suero Anti-péptido C (62) 15 0039 0818 0,125 0,220
A Suero Anti-peptido A (54) 16 0012 0,351 0,081 0,098
Suero Anti-peptido B (55) 156 0,042 5,386 0,799 1,581
Suero Anti-péptido C (62) 15 0039 0,106 0,051 0,022
B Suero Anti-peptido A (54) 117 0012 9,700 1,365 3,068
Suero Anti-peptido B (55) 17 0020 0,208 0,1095 0,060
Suero Anti-peptido C (62) 17 0035 0,227 0,063 0,054
WY Suero Anti-peptido A (54) 5 0012 0592 0,191 0,233
Suero Anti-péptido B (55) 5 0,062 0424 1,979 4,162
Suero Anti-péptido C (62) 5 0,039 0,100 0,055 0,025
No cancer SueroAnti-péptidoA(54) 51 0003 0062 0,012 0,008
Suero Anti-peptido B (55) 57 0003 0,069 0,030 0,014
Suero Anti-peptido C (62) 51 0020 0,064 0,034 0,010

Tabla 28. Comportamiento de Mamoglobina segun el estadio del cancer.
Comparando la concentracién de la proteina con este set de tres anticuerpos, no se
observaron diferencias entre los valores minimos y maximos en las pacientes de
cada estadio.
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Figura 19. Comparacion de los intervalos de confianza para la concentracion
de Mamoglobina en el grupo de pacientes segun el estadio. (A) Suero Anti-
péptido A (54), (B) Suero Anti-péptido B (55), (C) Suero Anti-péptido C (62). En las
graficas se observan los intervalos de confianza para cada uno de los estadios con
los 3 sueros utilizados, notese que no se evidencia la existencia de diferencias en la
concentracion de Mamoglobina entre los estadios, solo la presencia de una alta
variabilidad en algunos casos.

9.9.4. Relacion entre la concentracion de Mamoglobina y la presencia
de metéastasis

En la Tabla 29 se observa la descripcibn de la concentracion de

Mamoglobina de acuerdo a la presencia de metastasis. No se realizé analisis

estadistico debido a los pocos casos que presentaron metastasis (N=8):
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, . .. . . . Desviacion
Metastasis Minimo | Maximo i i
Estandar

si Suero Anti-péptido A (54) | g 0,012| 0,466| 0,132 0,146
Suero Anti-péptido B (55) | g 0,046 0,208| 0,123 0,058
Suero Anti-péptido C (62) | g 0,039 0,100| 0,052 0,021

No Suero Anti-péptido A (54) | 43 0,011| 9,700 0,427 1,611
Suero Anti-péptido B (55) | 43 0,020 10,022 1,077 2,330
Suero Anti-péptido C (62) | 43 0,035| 0,818 0,078 0,122

Tabla 29. Concentracion de Mamoglobina segun la presencia de Metastasis
Se observan que los valores Maximos, al igual que la Media son mayores en el
grupo de pacientes que no presenta metastasis, pero debido al pequefio valor de N,
resulta ser estadisticamente no significativo

9.9.5. Relacion entre la concentracion de Mamoglobina y la ocurrencia
de recaida

En la Tabla 30 se observa de la concentracion de Mamoglobina de acuerdo a

la ocurrencia de recaida. No se realizé analisis estadistico debido a los pocos

casos que presentaron recaida (N=4):

Medi Desviacion

N | Minimo Maximo a Estandar
si Suero Anti-péptido A (54) | 4 0,012 0,116| 0,063 0,059
Suero Anti-péptido B (55) | 4 0,063 0,194| 0,115 0,061
Suero Anti-péptido C (62) | 4 0,039 0,100| 0,055 0,030
No Suero Anti-péptido A (54) [ 47 0,011| 9,700| 0,408 1,541
Suero Anti-peptido B (55) | 47 0,020 10,022| 0,997 2,242
Suero Anti-peptido C (62) | 47 0,035 0,818| 0,076 0,117

Tabla 30. Concentracién de Mamoglobina [ng/ml] segin la ocurrencia de
recaida en las pacientes con cancer de mama analizadas. Se observan gue los
valores Maximos, al igual que la Media son mayores en el grupo de pacientes que
no presenta ocurrencia de recaida, estas diferencias en las concentraciones
determinadas por cada anticuerpo en el grupo que presentd recaida al compararlas
con el grupo que no la presento, no fue posible determinar su significancia debido al
pequefio valor de casos con recaida.

108



9.9.6. Analisis de la concentracion de Mamoglobina en relacién al
estado menopausico de las pacientes.

En la Tabla 31 se observa la descripcién de las concentraciones de proteina

en ng/ml entre las pacientes con cancer de seno menopausicas y no

menopausicas. Los valores minimos y maximos de concentracion no variaron

usando cada uno de los Sueros Anti-péptido A, B 6 C entre los grupos de

pacientes menopausicas y no menopausicas.

Menopausia Minimo Maximo| Media D::g:;'::
Si Suero Anti-péptido A (54) 80 0,003 9,700 0,230 1103
Suero Anti-péptido B (55) | gg 0012| 10022 0,413 1 433
Suero Anti-péptido C (62)| g 0,021 0.818 0,055 0.901
No Suero Anti-péptido A (54) | 9o 0,007 0,592 0.073 0.134
Suero Anti-péptido B (55) | 9o 0,003 9.424 0.717 2,080
Suero Anti-péptido C (62) 22 0,020 0,227 0,052 0.042

Tabla 31. Concentracién de Mamoglobina [ng/m]l segln la presencia de
Menopausia. Se observan que los valores de la media al igual que los minimos y
maximos, son similares entre las pacientes menopausicas y no menopausicas y los
valores de las desviaciones estandar son altos usando cada suero Anti-péptido A, B
6C.

La prueba de Kolmogorov Smirnov aplicada a estos datos reporté un valor de
P=0,775; 0,191 y 0,707 usando los sueros Anti péptido A (54), Anti-péptido B
(55) y Anti péptido C (62), respectivamente, sin observarse diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia o no de menopausia Tabla

32.
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Suero Anti- Suero Anti- Suero Anti-

péptido A (54) péptido B (55) péptido C (62)
Kolmogorov — Smirnov Z 0,614 1,038 0,642

Valor P de la prueba exacta 0,775 0,191 0,707
Tabla 32. Prueba de Kolmogorov Smirnov para determinar la relacion entre la
concentraciéon de Mamoglobinay ocurrencia de Menopausia. Se observa que los valores
de P fueron >0,05 en todos los sueros, indicando que no existe una diferencia significativa
entre la concentracion de Mamoglobina de cada paciente y la presencia o no de
menopausia.

En la siguiente parte se analizd si existia influencia de la edad en los niveles
de la proteina evaluada en las pacientes con cancer de seno, por lo tanto se
utilizé la correlacion de Pearson con el fin determinar la relacion entre esta y
las variables de los tres sueros Anti péptido A (54), Anti-péptido B (55) y Anti
péptido C (62) Tabla 33.

Suero Anti- Suero Anti- Suero Anti-
péptido A (54) | péptido B (55) péptido C (62)
Correlacién de Pearson -0,037 -0,084 0,103
Valor de P 0.796 0,558 0,472
N 51 51 51

Tabla 33. Coeficiente de correlacion de Pearson. En este caso el valor P siempre fue
P>0.05 lo que significa que en los datos no se apreciaron evidencias de correlacion entre la
edad y cada una de las variables.

El valor de P encontrado fue 0.796; 0,558; 0,472 para cada uno de los sueros Anti
péptido A (54), Anti-péptido B (55) y Anti péptido C (62), respectivamente. Por
lo que siguiendo la légica de las pruebas de hipotesis, se conduce a aceptar la
hipétesis nula, que es de no cambio, lo que significa que en los datos no se
apreciaron evidencias de que la correlacion entre la edad y cada una de las
variables sea diferente de 0. Como la correlacion 0 indica no relacién esto significd
gue en los datos no hubo evidencias de relacién entre la edad y cada una de las
variables. Esto se aprecia graficamente en la siguiente matriz de diagramas de

dispersién entre las variables consideradas en este andlisis Figura 21.
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Suero Anti- Suero Anti- Suero Anti-
péptidoA(54) péptidoB(55) péptidoC(62)
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Figura 20. Matriz de diagramas de dispersién entre las variables concentracion
de Mamoglobinay Edad. En el eje Y se observo la edad y el eje X la concentracion
de Mamoglobina determinada con cada uno de los sueros Anti-péptido A. B 6 C
utilizados. En la gréfica se aprecia, que cuando la edad aumenta, los valores de las
variables no siguen ningun patrén.

9.9.7. Efecto de diferentes variables sobre la concentracion de la

proteina Mamoglobina utilizando los sueros Anti-péptido A,By C
En esta parte se construyd una ecuacion de regresion para ver el aporte de
las deméas variables de pareamiento como son copa de brasier, uso de
anticonceptivos orales y terapia de reemplazo hormonal, sobre la medicion
de la concentracion de la proteina determinada por cada uno de los sueros
Anti-péptido A, B 6 C. Una limitacién en este analisis fue la poca presencia

de individuos con copa C.

- Suero Anti-péptido A (54)

Se describen las variables que pudieran influir sobre la medicion realizada
con el suero Anti-péptido A (54). La presencia de cancer es la que tiene el
valor P mas pequefio y que marca una ligera significacion del efecto de tener
cancer sobre la medicién con el este suero Anti-péptido A. Le sigue brasier
copa B, la copa C tiene muy pocos casos y en ese caso el resultado no es
muy confiable. Las demas variables no presentan ningun interés en la
explicacion del suero Anti-péptido A. El coeficiente de determinacion en la

ecuacion es 9.4% lo que unido a la no significacion del efecto conjunto de las
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variables (P=0.151) significa que es poco relevante el aporte conjunto de
ellas Tabla 34.

Coeficientes
estandarizados

Coeficientes sin

estandarizar

Error Estandar Beta

1 (Constante 1,161 0,615 1,889 0,062
Cancer 0,408 0,21 0,193 1.945 0,055
Brasier Copa B -0,622 0,33 -0,225 -1,886 0,062
Brasier Copa C -0,621 0,57 -0,127 -1,09 0,278
Anticonceptivos -0,221 0,238 -0,094 -0,928 0,356
THR -0,369 0,655 -0,059 -0,564 0,574
IMC -0,022 0,024 -0,102 -0,907 0,367

Tabla 34. Aporte de las variables sobre la cuantificacibn con suero Anti-
péptido A. Se analizaron las variables que podrian influir en la concentracion de
Mamoglobina medida con el suero Anti-péptido A. Se observé que el uso de
anticonceptivos y la terapia de reemplazo hormonal (THR) mostraron valores de P
>0,05 lo cual indico su falta de significancia. Por el contrario la presencia de cancer
mostro valores P<0,05 mostrando ser significante.

- Suero Anti-péptido B (55)

En el caso suero Anti-péptido B (55) sucedio lo mismo, solo que la copa del
brasier no muestra ningun efecto.

Un coeficiente de determinacion de 13.5% muestra una mayor relevancia del
efecto de las variables (P=0.030). Efecto que es debido solamente a la
presencia de cancer Tabla 35.
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Coeficientes sin Coeficientes
estandarizar estandarizados

‘ Modelo ‘ B Error Estandar Beta

1 (Constante) -1,462 0,900 -1,625 0,108
Cancer 0,895 0,307 0,282 2.914 0,004
Brasier Copa B -0,157 0,483 -0,038| -0,326 0,745
Brasier Copa C -0,406 0,835 -0,055 0,487 0,628
Anticonceptivos 0,507 0,348 0,145 1,457 0,148
THR -0,222 0,959 -0,024| -0,232 0,817
IMC -0,058 0,035 0,183| 11,6627 0,100

Tabla 35. Aporte de las variables sobre la cuantificacidon con el suero Anti-péptido B
Se analizaron las variables que podrian influir en la concentracion de Mamoglobina
medida con el suero Anti-péptido B. Se observa que presencia la copa By C, la
terapia de reemplazo hormonal (THR) y el uso de anticonceptivos y tienen valores
de P >0,05 lo cual indica su falta de significancia. Por el contrario la presencia de
cancer muestra valor P<0,05 indicando su significancia.

— Suero Anti-péptido C (62)

De nuevo solo el efecto del cancer en un contexto en que las variables no
tienen efecto, coeficiente de determinacion 9.3% y p=0.152 Tabla 36.

Coeficientes sin Coeficientes
estandarizar estandarizados
Error Estandar Beta
1 (Constante) -0,030 0,048 -0,621 0,536
Cancer 0,039 0,016 0,238 2.398 0,018
Brasier Copa B -0,005 0,026 -0,025 -0,212 0,833
Brasier Copa C -0,015 0,044 0,039 0,336 0,738
Anticonceptivos -0,004 0,018 0,022 -0,213 0,832
THR 0,004 0,051 0,008 0,076 0,939
IMC 0,003 0,002 0,168 1,488 0,140

Tabla 36. Aporte de las variables sobre la cuantificacién con el Anticuerpo. Se
analizaron las variables que podrian influir en la concentracion de Mamoglobina. Se
observa que Unicamente la presencia de cancer muestra valor P<0,05 indicando su
significancia.

Conclusién de la regresion. La presencia de cancer es la Unica de las
variables con posible efecto sobre cuantificacién de la proteina estudiada que

presenta un cierto efecto sobre los valores.
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Comentario: ciertamente el brasier C y la terapia hormonal se consideraron

en este analisis de forma simbdlica porque hubo muy pocos casos.

9.9.8. indice de Detectabilidad y Curva Roc

Para ver la capacidad de discriminacion entre casos y controles se calculo el
indice de Detectabilidad, este indice describe la diferencia entre los valores
medios de los grupos que se comparan, es decir casos y controles,
estandarizada con su desviacion estandar.

Como se aprecia en la Tabla 37, teniendo en cuenta el indice de
Detectabilidad y el Area ROC, el suero Anti-péptido B es el mejor candidato

para la una prueba de tamizaje.

|
Variable indice de Detectabilidad Area ROC
\
Suero Anti-péptido A (54) 1.8 0.897
Suero Anti-péptido B (55) 3.0 0.961
Suero Anti-péptido C (62) 2.5 0.849

Tabla 37. Indice de Detectabilidad para cada uno de los sueros empleados. Se
observa los indices de Detectabilidad y el area bajo la curva de los tres sueros
empleados. El suero Anti-péptido B presenta tanto el mayor Indice de
Detectabilidad, asi como el area bajo la curva mas cercana a 1.

En el caso de la curva ROC esta discrimina mejor en la medida en que el
area se aproxima mas a 1. A continuacion se construyo la curva ROC para
calcular el area determinada por la misma. En la figura 22 se observa la

curva ROC para el suero Anti-péptido B.
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Figura 21.Curva ROC el suero Anti-péptido B. Al realizar la curva se obtiene
una Especificidad del 96% y una Sensibilidad del 86,3%.

En este caso se puede apreciar que, aproximadamente, se ha logrado una
Sensibilidad del 86.3% y una especificidad del 96%. La elevada
especificidad se debe justamente a la presencia de valores muy elevados
entre los casos, valores que se hablo en la descripcion del comportamiento
de la proteina entre casos y controles, coexisten con valores semejantes a
los observados en los controles, esto hace que la prueba sea mas segura

para detectar negativos (Especificidad) que positivos (sensibilidad) .
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10. DISCUSION

Segun lo reportado por Watson y Fleming en 1999, la Mamoglobina es
especifica de glandula mamaria adulta. Por lo cual se ha despertado un
especial interés en el analisis de Mamoglobina como marcador de
diagnéstico de cancer de mama. Ellos mostraron que los niveles de ARNm
de Mamoglobina fueron mas altos en los tumores de mama en comparacion
con el tejido normal del seno, y no se detect6 en otros tejidos normales, tales

como Utero, ovario y leucoféresis (Zach et al, 1999).

Previamente Cruz et al, 2008, determinaron la expresion de mRNA de
Mamoglobina en células tumorales en sangre periférica, en pacientes y
controles. En lo cual encontraron expresion tanto en el grupo de pacientes
como en el grupo de casos, siendo la expresion de Mamoglobina mayor en el
grupo de pacientes con cancer de seno. Teniendo en cuenta estos
resultados, se realizé el presente trabajo con el objetivo de determinar si
tanto el grupo de pacientes como de controles expresaban la proteina
Mamaoglobina y si existian diferencias en la concentracion de proteina entre

estos grupos.

En el presente estudio el rango de edad de las pacientes estuvo entre 27-
85,9 afos, se encontrdé el mayor numero de los casos en mujeres mayores
de 40 afnos, conforme a lo reportado por la literatura. El tipo de cancer mas
frecuente fue el carcinoma ductal invasivo, seguido del Canalicular infiltrante.
El estadio mas frecuente fue IlIA, IIB y IllIB. En concordancia a estudios
realizados en el INC de Colombia en el 2007, quienes reportan que el tipo de
cancer de mama mas frecuente es el carcinoma ductal invasivo y el 40,5%
de los casos recién diagnosticados, estaban en estadios mayores a 1IB, de
acuerdo a clasificacion TNM (INC, 2007).
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Con el fin de obtener anticuerpos anti-Mamoglobina, se inmunizaron dos
conejos con cada péptido sintético de la secuencia proteica de la
Mamoglobina denominados A, B, C y D, los cuales mostraron ser
inmunogénicos. Los péptidos A y C quienes comprenden parte de las
regiones amino y carboxi-terminal de la proteina, fueron similares, a los
utilizados por Jaramillo y cols en 2004, los cuales poseen una longitud entre
9-10 aminoécidos vy difirieron en 1-2 residuos peptidicos a los utilizados en el
presente estudio; estos autores los reportaron como epitopes restringidos al
HLA-A2 por lo cual son reconocidos por linfocitos T citotdxicos (CD8"). Estos
mismos péptidos fueron utilizados posteriormente en Basha y cols, también
reportaron su caracteristica inmunogénica y alta afinidad de unién a HLA-B7
(Basha, et al., 2010).

En cuanto a los péptidos A y D, el presente estudio fue el primero en
utilizarlos, la importancia de estos radica en que, el péptido A se encuentra
en una region de la proteina que esta conformada en gran parte por
aminoacidos polares con caracter hidrofilico y ademas mas expuestos
espacialmente en la estructura tridimensional predicha de la molécula de
Mamoglobina. En cuanto al péptido D, su importancia radica en ser una
herramienta clave para la posible deteccion de la isoforma de Mamoglobina

en las pacientes con cancer de seno.

Todos los sueros de los conejos mostraron reconocimiento de su péptido
blanco. Es importante destacar que los sueros Anti-péptido C (62 y 75) y
Anti-péptido D (78 y 80), no mostraron reconocimiento cruzado entre estos
dos péptidos, los cuales difieren sdlo en tres residuos de aminoacidos, lo
cual fue importante debido a que el suero Anti-péptido D permitia reconocer

la isoforma de la proteina Mamoglobina.
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Debido a que el suero Anti-péptido C (75) mostré reconocimiento cruzado
hacia otros péptidos como A y B, se pretendio eliminar los anticuerpos
responsables del reconocimiento cruzado, efectuando una serie de
purificaciones. Aunque se logré disminuir la sefial de reconocimiento hacia
los péptidos A y B, también disminuy6 de forma marcada el reconocimiento
hacia péptido C, al punto de perderse sefial. Esto mostré que era mayor la
afinidad de los anticuerpos presentes en el suero Anti-péptido C por los

péptidos Ay B, que por el C.

Por lo cual teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de ELISA para
evaluar la capacidad y especificidad de reconocimiento de los diferentes
sueros para los 4 péptidos sintetizados, se eligieron los sueros Anti-péptido A
(54), Anti-péptido B (55), Anti-péptido C (62) y Anti-péptido D (78), para
determinar la concentracion de Mamoglobina en los grupos de individuos

participantes en el estudio.

Estos sueros fueron usados para la construccion de las curvas estandar para
lo cual se emplearon una serie de concentraciones de Mamoglobina
recombinante (Human Mammaglobin Ray Biotech, Inc), partiendo de una
concentracion de 25ng/ml hasta 0,048ng/ml, tal como habia sido previamente
reportado por Zehenter y cols en 2004 y Bernstein y cols en 2005. A manera
general los anticuerpos mostraron un buen reconocimiento de la
Mamaoglobina recombinante, los valores de absorbancia fueron directamente
proporcionales a la concentracion de la proteina recombinante, lo cual
confirmé la especificad de los sueros seleccionados en el reconocimiento de
las diferentes regiones de la proteina, sugiriendo su idoneidad para
determinar la concentracion de Mamoglobina en el suero de pacientes y

controles.
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El analisis de los sueros de los individuos participantes mostré la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones de
Mamoglobina de los pacientes con relacion a los controles, tal como habia
sido reportado anteriormente por Fanger y cols en 2002; Zehentner y cols en
2004 y Bernstein y cols en 2005. La importancia radica en el hecho que
tanto los casos como los controles mostraron algun nivel de Mamoglobina, a
pesar de que algunos de los integrantes del grupo de pacientes exhibieron
concentraciones iguales a los controles, la significancia estd dada por la

presencia de valores altos en el grupo de pacientes.

Es importante resaltar que el suero Anti-péptido B detecté concentraciones
mas elevadas de proteina Mamoglobina en el grupo de pacientes, en
comparacion al Anti-péptido C que revel6 menores concentraciones en este
grupo. Mientras que este suero Anti-péptido C al usarse en la realizacion de
la curva estandar revel6 mayores valores de absorbancia en comparacion al

Anti-péptido B.

Esto puede deberse al hecho de que la proteina Mamoglobina recombinante
utilizada para realizar las curvas, posee la longitud completa incluyendo el
péptido sefial, a su vez se encuentra en forma monomérica y no dimérica
como normalmente esta en suero, esto podria generar un cambio
conformacional que permite que el péptido C este mas expuesto en la
proteina recombinante, mientras que en la proteina sérica al estar el péptido
C en una regién que posiblemente forma parte del bolsillo (core) que se
genera al dimerizarse la Mamoglobina con la Lipofilina B, y no esta lo
suficientemente expuesto para el reconocimiento por dicho suero. En la
Figura 23 se aprecia la ubicacion de los péptidos B y C en la estructura de la
proteina Mamoglobina, donde se aprecia que el péptido C forma parte de

una regién conformada por aminoacidos no polares (color blanco).
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Figura 22. Ubicaciéon de los péptidos B y C en la estructura de la proteina
Mamoglobina. La estructura de color verde indica la ubicacion del péptidos B (izq.)
la estructura de color naranja indica la ubicacion del péptidos C (der.). las tres
estructuras de color turquesa muestran las Cys 4, 47, 72. Obsérvese que en color
verde se representan los residuos polares, en rojo los residuos &cidos y en blanco
los residuos no polares. Nétese que los residuos no polares forman parte del nicleo
o “core” el cual al formar el complejo con Lipofilina B a través de los puentes
disulfuro entre las cisteinas, permitiran la unién de moléculas esteroides para ser
transportadas. (Para esta representacién se utilizé6 el programa Visual Molecular
Dynamics, Univ. lllinois)

Adicionalmente la especificidad del suero Anti-péptido B para reconocer su
respectivo péptido fue confirmada al pre-incubarse con la proteina
Mamoglobina recombinante, previo a la deteccion de la proteina en el suero
de los individuos, lo cual dio como resultado valores de absorbancia
cercanos al blanco. Simultaneamente algunos sueros de pacientes fueron
evaluados con el suero pre-inmune 55, en cuyo caso los valores de
absorbancia fueron cercanos al valor del blanco, siendo similares a los
obtenidos con el suero Anti-péptido B pre incubado con Mamoglobina
recombinante. Estos resultados reflejaron la especificidad hacia el péptido B,

de los anticuerpos presentes en el suero Anti-péptido B, los cuales se
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generaron producto de las inmunizaciones realizadas con dicho péptido,
pues previamente no existian en el conejo inmunizado, como lo demuestran

los ensayos efectuados con el suero pre-inmune.

Cabe resaltar que el grupo de pacientes presentd concentraciones mas
heterogéneas (presencia de niveles bajos y altos) de Mamoglobina, mientras
que el grupo control presentdé concentraciones mas homogéneas (muy
parecidas entre si), sin encontrarse valores extremos en este Ultimo grupo.
Esta observacion aplica para las concentraciones calculadas con sueros
Anti-péptido A. B y C. En cuanto al suero Anti-péptido D sélo una muestra de
suero del grupo de pacientes mostro valores de absorbancia de 0,247 OD,
los cuales fueron muy superiores a los obtenidos para el blanco, lo cual
podia estar indicando la presencia de la isoforma en esta paciente. La
paciente no presentd ninguna caracteristica especial en cuanto al uso de

anticonceptivos, terapia de reemplazo hormonal, estadio, tipo ce cancer, etc.

Es importante mencionar que las muestras de suero del grupo pacientes que
presentaron mayores concentraciones no tenian alguna caracteristica que
compartieran entre ellas, como el estadio, la edad, el estado del receptor de
estrégenos y progesterona, el tipo de cancer. La Unica observacion es que
dichas pacientes no habian presentado metastasis a otros Organos y
tampoco estaban en recaida. Lo cual podria aproximarnos a lo ya publicado
por otros autores quienes reportan a la Mamoglobina como un marcador de

buen prondstico (Nufez-villar, et al, 2003).

Las células de la glandula mamaria normalmente expresan receptores de
estrégenos (RE) y progesterona (RP), los cuales actian como factores de
transcripcion que se unen al ADN con el fin de regular la expresion génica.
En pacientes con cancer de mama, la presencia de los receptores de

progesterona y estrégenos, son predictores de mejor prondstico. Durante un
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proceso tumoral la ausencia o pobre funcionamiento de RE se ha asociado
con una respuesta pobre a terapia endocrina. Esta demostrada la relacion de
accion esteroide con los factores de crecimiento y oncogenes (erbA), lo cual
propicia el crecimiento de tumores. La sobreexpresion de éste Ultimo se ha
asociado con aumento proliferacién celular por lo que se le asignha un status
de marcador de mal prondstico. El analisis estadistico de ésta caracteristica
mediante la prueba de Kolmogorov Smirnov, no arroja diferencias
estadisticamente significativas entre la concentracion de Mamoglobina y el
estado de estos receptores. Estos hallazgos son contrarios a lo previamente
reportado por Nuifez-Villar y cols en 2003, quienes encontraron una
correlacion significativa entre la elevada expresion de Mamoglobina (MRNA y
proteina en tejido) y la presencia de receptores de estrégenos vy
progesterona positivos; indicando que estas caracteristicas corresponden a
tumores menos agresivos, debido a que como ya se mencion6 anteriormente
la presencia de los receptores, se relaciona con una mejor respuesta a la

terapia endocrina.

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas al analizar si la
concentracion de Mamoglobina estaba relacionada con el estadio de las
pacientes con cancer de mama analizadas. Esta falta de significancia radica
en la presencia de amplios intervalos de confianza en los diferentes estadios,
usando los sueros Anti-péptido A, B 0 C, estos intervalos de confianza se
solapan entre si entre los diferentes estadios, sin observarse diferencia entre
ellos, lo cual es producto de la presencia de valores bajos y elevados de la

concentracion de proteina Mamoglobina en todos los estadios.
Aunque si bien es claro esta expresion de la proteina Mamoglobina en los

tumores de mama es frecuente (Span, et al., 2004; Grunewald, et al., 2000) y

ademas al parecer de manera independiente del estadio, grado, o histologia
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del tumor (Watson y Fleming en 1996; y Fanger y cols en 2002; Raica y cols,
2009). En el presente estudio no se evidencia variacién en la concentracion
de la proteina Mamoglobina en los diferentes estadios de desarrollo de la
enfermedad en las pacientes, contrario a lo reportado por Zehentner y cols
en 2004, quienes encontraron variaciones en la concentracion de la proteina
dependiendo del estadio. Estos autores, evidenciaron la expresion de la
proteina, Unicamente en los estadios Ila a IV, siendo mayores las
concentraciones de Mamoglobina en el estadio IV. Mientras que en el
presente estudio se halld6 concentracion de la proteina desde el estadio |
hasta el IV, sin observarse concentraciones mayores en algun estadio en

particular.

Aunque la presencia de metastasis es quizas la caracteristica de peor
prondstico en las pacientes con cancer en general, en el presente estudio no
se encontrd relacion con la concentracion de Mamoglobina, probablemente
se debioé al pequefio nimero de casos que presentaron metastasis (8 de 51
casos). Para lo cual seria conveniente la realizacion de un estudio donde se
incluya un mayor nimero de casos con metastasis, con el fin de determinar si

existe diferencia entre el grupo de pacientes con y sin metastasis.

En cuanto a la presencia o ausencia de recaida en las pacientes con cancer
de mama, no se hall6 relacion con los niveles de Mamoglobina, es posible
gue el bajo nimero de casos que presentaron esta caracteristica, interfiera
en el analisis de esta caracteristica (4 de 51 casos). Aunque las
concentraciones de Mamoglobina fueron menores a la de los demas casos,
esto podria ser producto de la falta de una de las glandulas mamarias,
teniendo en cuenta que la Mamoglobina es secretada por las células de esta
glandula. Cabe aclarar que las pacientes de este grupo de recaida, durante

el primer episodio de cancer de mama recibieron, adicional a la cirugia
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tratamiento antitumoral (quimioterapia y/o radioterapia), pero en el momento
de ingreso al presente estudio se encontraban sin tratamiento y/o cirugia

para el actual episodio de recaida.

Es bien conocido que el riesgo de cancer de mama aumenta con una mayor
exposicion a hormonas ovéaricas endodgenas, por lo que la menarquia
temprana o menopausia tardia aumentan el riesgo a desarrolla la
enfermedad. De igual forma la edad esté relacionada con el desarrollo de
cancer de mama, una mayor edad se relaciona con falla en procesos de
apoptosis, control del ciclo celular, senescencia y mecanismos de reparacion
de dafos en el material genético, adicionalmente con una mayor exposicion

a estrégenos.

En cuanto a la correlacion entre los niveles de Mamoglobina, la edad y la
menopausia no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Al
analizar la matriz de diagramas de dispersion realizada con el propdésito de
conocer si existe relacion entre la edad y la concentracion de Mamoglobina,
se observo que a medida que aumenta la edad en el grupo de pacientes con
cancer de seno (la edad no se evaluo en el grupo control puesto que fue una
de las variables de pareamiento, por lo cual perdié su significancia, debido a
gue fue manipulada en este grupo), los valores de la concentracion hallados
con los tres sueros Anti-péptido A, B y C no siguen ningun patron Figura 21.
Lo cual puede indicar que la concentracibn de Mamoglobina no esta
influenciada por la edad y las caracteristicas propias de la mujer a medida
gue avanza su edad, como es el caso de la menopausia, lo que a su vez
muestra que no existe relacibn entre los cambios hormonales y la

concentracion de Mamoglobina.

El riesgo aumentado de padecer cancer de mama también se ha

relacionado con un retardo en la edad en que las mujeres tienen el primer
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hijo. Incluso la nuliparidad, se ha descrito como un factor que puede
aumentar el riesgo a desarrollar la enfermedad y la alta paridad, como un
factor que disminuye el riesgo, de presentar la enfermedad, al menos
después de los 50 afios. Sin embargo, los mecanismos endocrinos relativos
al embarazo y su relacion directa con la variacion del riesgo a padecer
cancer de mama son poco conocidos. Factores hormonales exdgenos al
igual que la terapia de reemplazo de estrégeno, combinado al uso de
anticonceptivos orales pueden causar un pequefio aumento en el riesgo de
cancer de mama (Park, Et al., 2000; Key, Et al., 2002). En el presente
estudio, se analizaron dichas caracteristicas en relacién a la concentracion
de Mamoglobina en los sueros de los individuos casos y controles y se
encontr0 que ni el uso de anticonceptivos ni la terapia de reemplazo
hormonal no influyen en la concentracion de la Mamoglobina. Adicionalmente
al analizar el tamafio de copa del brasier, asociada a mayor o menor
volumen de masa glandular (A menor, B y C mayor), solo la copa B mostro
una relativa significancia usando el suero Anti-péptido A, en congruencia a lo
reportado en anteriores estudios por Bernstein y cols en 2005, los cuales
reportan que la concentracion de Mamoglobina es directamente proporcional
a la copa del brasier, concluyendo la especificidad de la expresion de

Mamaoglobina hacia el tejido mamario.

En el presente estudio se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de Mamoglobina en los sueros de los
casos Y los controles, siendo mayor en el grupo de casos. No hay evidencia
de que exista relacibn entre la concentracion de Mamoglobina con
caracteristicas como: presencia del receptor de estrégenos y progesterona,
estadio de la enfermedad, edad de los individuos, edad de la menopausia,
entre otros, para ninguno de los los tres sueros usados en las pruebas (
Anti-péptido A. By C).

125



Por lo anterior, se determind cual de las tres regiones (A, B, C) reconocida
por cada uno de los sueros empleados, podrian ser “mejor candidato” para
determinar la presencia y concentracion de Mamoglobina sérica. Para ello se
hall6 el indice de Detectabilidad, que permite ver la capacidad de
discriminacion entre casos y controles, este describe la diferencia entre los
valores medios de los grupos que se comparan, es decir casos y controles,
estandarizada con su desviacion estandar el, el cual mostré que el péptido B
es el mejor candidato para ser utlizado en la determinacion de la
concentracion de Mamoglobina en a pruebas de ELISA. Lo cual es de gran
relevancia, por ser este el el primer estudio que reporta la utilizacién de esta
region como blanco para la deteccion de Mamoglobina. Adicionalmente el
suero anti-péptido B detecto las mayores concentraciones de Mamoglobina
en suero de pacientes con cancer de mama. Esto posiblemente se deba a
gue este péptido se encuentra ubicado en una region de la proteina
Mamoglobina mas expuesta, cuando esta se encuentra en complejo con

Lipofilina B.

Asi mismo, la la curva ROC para el suero Anti-péptido B, arroja un area bajo
la curva de 0,961, una sensibilidad del 86,3% y una especificidad del 96%,
esto muestra que la prueba es mas segura para determinar negativos que
positivos. Valores de sensibilidad y especificidad mayores a los reportados
por Bernstein y cols en 2005, quienes obtuvieron una curva ROC con un area
bajo la curva de 0.892, una sensibilidad del 68.8% y una especificidad del
88.8%, utilizando un anticuerpo generado a partir de la inmunizacién de
conejos con una secuencia de peptidica de 16 aminoacidos correspondiente
a la region carboxi-terminal de la proteina, esa secuencia resultd ser similar
en cuanto a su secuencia al péptido C utilizado en el presente estudio, quién

mostré un area bajo la curva de 0.849.
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11. CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que factores como la edad, edad de la
menopausia, tamafo de copa de brasier, presencia de receptores RP, RE,
Erb2 positivos, estadio de la enfermedad , metéstasis, recaida, no afectan la
concentracion de Mamoglobina en el suero de las pacientes, lo cual le brinda
la ventaja de ser estable a pesar de la presencia o ausencia de estos
factores que si se han relacionado con la aparicién del cancer de mama.

Se demostro que la proteina Mamoglobina puede ser detectada por un
ensayo de Elisa, en el suero de pacientes con cancer de mama.
Mostrandose como un marcador ideal, facil de usar, no invasivo y estable
frente a las diversas caracteristicas analizadas (edad, estadio, tipo de
cancer, estado de RE, RP, Erb2)

En este estudio, se observé que la proteina Mamoglobina estuvo presente en
100% de las muestras de suero de las pacientes analizadas con los tres
anticuerpos que reconocen diferentes regiones de la proteina Mamoglobina
nativa. Mientras que estudios previos habian demostrado que 70% a 80% de
los tumores de mama son positivos para la expresion Mamoglobina
(Bernstein, et al., en 2005).

En conjunto, estos resultados sugieren que anticuerpos que reconozcan la
region de la proteina Mamoglobina, en donde se ubica el péptido B, pueden
estar reconociendo un nuevo biomarcador sérico para apoyar el diagnostico

de cancer de mama.

Como tal, este marcador sérico es una promesa significativa para la

deteccion temprana de cancer de seno.
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12. PERSPECTIVAS

Generacion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el péptido B.

Aumentar tamafio de muestra para obtener curva ROC mas robusta.

Realizar un estudio con un tamafio de muestra mayor en el cual se incluya
un nimero de casos mayor y similar por estadio, con el fin de confirmar si la

concentracion de la proteina no varian entre estadios 6 si en estadios

tempranos existen mayores concentraciones de Mamoglobina.

Cuantificar la expresion del gen de la Mamoglobina a nivel de mRNA y
compararla con la concentracion de la proteina en suero, con el propésito de
analizar si una mayor expresion de mRNA se correlaciona con mayores

niveles séricos de proteina Mamoglobina en los grupos de casos.

Determinar la presencia de la Mamoglobina en tejido tumoral de glandula
mamaria por inmunohistoquimica y a la vez identificar la presencia de
Mamaoglobina en tejido de ganglios linfaticos con el fin de detectar la posible
presencia de micro metastasis, en miras de usarse como un marcador de
seguimiento que pueda determinar la presencia de metastasis ocultas en

otros tejidos, los cuales podrian haber sido negativos por patologia.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Organizacion de la placa ELISA sueros pre-inmune y sangria

final vs péptidos.

2 3 5 § 8 e 1 11 12
559 53¢ 549 5aF 55¢ 55¢ 57% 578 61 61
535F 535F 545F 5a5F 555 555F 575F 575F 615F 515F
755 758 BEL T8¢ 80 207
755F 755F 785F 785F 805F 805F
Fecha: Dil Ac primario: 1:100
Antigeno: Peptido Dil conjugado 1:5000
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Anexo 2. Ensayo |. Elisa Péptido A vs suero P.ly S.F. 23-24 febrero de
2010

Ensayo Inmunoenzimatico-ELISA - Anticuerpos Conejos vs Péptidos

Placa A
A 2) 3[ 4 5 6 7] 8 9 10 1
A |
53P.1 53P.I 54 Pl 54 Pl 55 Pl 55 Pl 57 Pl 57 Pl 62 Pl 62 PI
B 0.063] 0.05 0,061 0.057, 0,05 0,043 0,052 0.058 0,057 0.064
C SF 0.192] 0.172] 1.081 0.93 0.191 0.14) 0.083] 0.078] 0,057 0.073
75P. 75P.1 78 P.I 78P.1 80 P.I 80 P.I
D 0.07 0.04£| 0,056} 0.049) 0,064 0.051
E SF, 0.584] 0427, 0.107 0.094 0,069 0.053
G Blco 0.059] 0.045]
 —
Fecha 23-24 Febrero de 2010 Dilucion Conjugado 1:5000 620nm
Antigeno Péptido 36892 INPQVSKTE Dilucién AcPrimario 1:100
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Anexo 3. Ensayo |. Elisa Péptido B vs suero P.ly S.F. 23-24 febrero de
2010

Placa B

1] 2] 3[ 4] 5] 71 8] 9 10 1
A—s
53 P.I 53P.1 54 Pl 54 P 55 Pl 57 Pl 57 PI 62 PI 62 Pl
B 0,069, 0.051 0.047, 0,052 0.054 0.047 0,055 0,056 0.058 0.052|
C SF 0.145) 0.056 0.06) 0,061'___ 1.318] 1.315] 1.376} 1.446) 0.421 0.034
5P 75P.1 78 P.1 78 P.I 80 P.I
D 0.055) 0.042 0.048, 0.049 0.053, 0.046
E SF| 0.326) 0.331 0.064) 0.067 0.057| 0.051
Fl
G| Blco! &@' 0.044
H]
Fecha 23-24 Febrero de 2010 Dilucién Conjugado 1:5000 620nm
Antigeno Péptido 36893  DDNATTNAI Dilucién Ac Primario 1:100

Anexo 4. Ensayo |. Elisa Péptido C vs suero P.ly S.F. 23-24 febrero de
2010
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Placa C

1] 2] 3 4 5] 6] 7] El| 9 10] 1
Al | | | | | |
53 P.I 53 P.I 54 PI 54 PI _Iiﬁ PI 55PI____ |57PI |57 PI :lgz Pl _I_sz PI
B 0.072] 0.055 0,059 0.065] 0.053] 0.058] 0.061 0.059] 0.08 0,084
C SF 0.112 0.085 0.073 0.079 0.086 0.083 0,227} 0.148] 0.924 0,978|
75P.1 75P.1 78 P.I 80 P.I 80 P.I
D| 0.075 0.049 0.052] 0.06} 0.053 0.06!
E| SF, 1.001 0951 0092 04 0057 0.7
E
G| Blco 0.041 0,047}
H
Fecha 23-24 Febrero de 2010 Dilucion Conjugado 1:5000 620nm
Antigeno Péptido 36894  NVEVFMQLI Dilucién Ac Primario 1:100

Anexo 5. Ensayo |. Elisa Péptido D vs suero P.ly S.F. 23-24 febrero de
2010

Placa D
1] 2 3 4] 3 6] 7] 8] 9] 10) 1
Al
}ﬁ Pl 53 P. 54 Pl 54 P 55 Pl 55 Pl 57 Pl iﬁ Iﬁ 62 Pl
B 0.1 0,062] 0.072] 0.09] 0,079, 0,087| 0,072 0,105} 0,07| 0,147,
C SF 0.113 0.074 0.135] 0.094 0,052 0.065|
75P.1 75P.1
D 0.078 0,055
E SF 0.15 0.074
E I
G| Blco) 0,053 o.uail
H
Fecha 23-24 Febrero de 2010 Dilucién Conjugado 1:5000 620nm
Antigeno Péptido 36895 SNVEQLIYD Dilucién Ac Primario 1:100
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Anexo 6. Ensayo Il. Elisa Péptidos vs suero S.F. 11-12 Marzo de 2010

| 1] 2| 3| 4| 5 6] 7 8 9 10 11
Al |
53 S.F dil 1:2053 S.F dil 1:2055 S.F |§5 S.F 75 S.F _|75 S.F 75 S.F pep [75 S.F pep |78 S.F 78 S.F _‘
B 0.545 0443 0.204] 0.181 0448 0471 0.053 0.046 0.093 0.099
0.044) |
20153 S.F dil 1:20{62 S.F 62 S.F 75 S.F 75 S.F 75 S.F pep |75 S.F pep |Blco Blco
0691 0636] 046 049 0.053 0.047) 0.041 0.047
Cl[53 S.F dil 12053 S.F dil 1:20[57 S.F 57 S.F _lBIco Blco
0.097 0.094) 0.579}_ 0.599 0.043 0.043
153 S.F dil 12053 S.F dil 120]57 S.F 57 S.F 78 S.F 78 S.F 80 S.F [80SF Bico Bico
E| 0.072 0.084 0.063 0.075 0.876 0.873 0.357 0.362 0.04 0.046
G| | I
H | I
Fecha 11-12 Marzo de 2010 Dilucién Conjugade 1:5000 620nm l
Antigenc 4 Péptidos ilucion Ac Primario 1:100 !
s s .
Anexo 7. Comparaciéon Péptido A Ensayos |y Il
Placa A
1 2 3 2] 5] B] 71 3] 9] 10 11
A
53P. 53P.1 54 ﬁl 57 ﬁl 57 PI|62 PI 62 Pl
B 0.063 0.050! 0.081 0.052[ 0.058[ 0.057[ 0.064
C SF 0.192 0.172 1.081 0.083 0.078 0.057; 0.073
0.545 0.443 0.204 0.181
75P. 75P.1 78P.1 78P.I 80P 80P.
D .070. 0.048 0.05 .049 0.064 0.051
E SF .584] 427 0.107 094/ 0.069 0.053
ﬂ 471 0.09 1099
Ac/pep 053 046
G Blco 0.059 0.045
—HIREPETIOION|__00:1] 002
Fecha 23-24 Febrero de 2010 Dilucion Conjugado 1:5000 620nm
Antigeno Péptido 36892 INPQVSKTE Dilucion Ac Primario 1:100
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Anexo 8. Comparacion Péptido B Ensayos |y Il

|Antigeno Péptido 36893  DDNATTNAI

Dilucién Ac Primario 1:100

[TPlacaB.
[ 1 2 3 4 5 5 7 3] 9 10 11
A
53 P 53P.1 54 P 54 Pl 55 Pl 55 P 57P1 57 Pl 62PI 62PI
B 0.069 0.051 0.047 0.052 0.054 0.047 0.055 0.058 0.058 0.052
C SF 0.145 0.056 0.08 0.061 1318] 1315] 1.376 1.445] 0.421 0.032
T |'REPETICION| 0.105| 0113 0.691 0.638]
‘ 75 Pl 75P.1 78 Pl 78 P 80P 80P
D 0.055 0.042 0.048 0.049 0.053 0.045
E SF 0.326 0.331 0.064 0.067 0.057 0.051
0.46 0.49]
Acipep 0.053 0.047
F
G Bico 0.055 0.044
:'ﬁ 0.041 0.047,
H [
|{Fecha 23-24 Febrero 11-12 Marzo de 2010 Dilucidn Conjugado 1:5000 620nm

Antigeno Péptido 36894 NVEVFMQL!

Dilucion Ac Primaric 1:100

Placa C
1 2 3 3 5 5 7 3] 9] 10 11
A |
53 P 53P. 54 P 54 Pl 55 Pl 55 Pl 57 Pl 57PI 62 Pl 62 Pl I
B .072] .055] 0.059 0.085 0.053 0.058 .061 .059 0.08] 0.084
C SF .112] .085] 0.073 0.079 0.088' 0.083 .227 148 0.924 0.978
— [REPETICION| 097 1094] 579 1599
75P. 75P.
D 0.075
E SF 1.001
F
G Blco 0.041 0.047
:g 0043 0048
H
Fecha 23-24 Febrero 11-12 Marzo de 2010 Dilucién Conjugado 1:5000 620nm
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Anexo 10. Comparaciéon Péptido D Ensayos |y Il

PlacaD
1 2 3 2 5 3 7 B 9 10 11
A
53 P 53P. 54 Pl 54PI 55 Pl 55 Pl 57PI 57PI 62PI 62 Pl
B 0.11 0.062 0.072 0.09 0.079 0.087 0.072 0.105 0.07 0.147
C SF 0.113 0.074 0.061 0.071 0.095 0.087 0.135 0.094 0.052 0.065
T | REPETICION| 0.072| 0.084 0.063 0.075
75P.1 75P. 78P. 78 Pl 80Pl 80P,
D 0.078 0.055 07 0.0 0.083 0.051
E SF 0.15 0.074 01 1, 0.4 0,45
[ REPETICION| 0.876 0.87. 0.357 0.362|
F
G Bico 0.053 0.045
:— 0.04 0.045
H
Fecha 23-24 Febrero 11-12 Marzo de 2010 Dilucién Conjugade 1:5000 620nm

Antigeno Péptido 36895

SNVEQLIYD

Dilucién Ac Primario 1:100
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Anexo 11. Ensayo lll. Elisa Sangria Final vs Péptidos — pre-incubando

12

B3

|

75+A 75+A

0526 0,048
758

0.318
=
0.808 R 0.044

|Blco Bico
0191 0127
|

Fecha 16-17 Marzo de 2010
Antigeno 4 Péptidos

Dilucién Conjugado 1:5000 620nm
Dilucién Ac Primario 1:100
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Anexo 12. Sueros seleccionados

ENSAYO ELISA PEPTIDOS vs SUEROS DIL 1:10

1 2 3 4 5 [3 8 9 10 11 12

A

54.PepA [54.PepA 55.PepB [55-PepB 55.PepA [55.PepA
B 1.017 0.709/ 0,985 0.836 0.609 0.564
C

62-PepC [62-PepC 62-PepB [62-PepB 78 -PepD |78 -Pep D
D 0.853 0.714 0.102] 0,112] 0.856, 0.966,
E L_

Blco Blco

F 0.08 0.071
G
H

Fecha 16-17 Septiembre de 2010
Antigeno: Péptidos 10ug/ml
Blco: PBS 1X

Dilucién AcPrimario ( 2) 1:10
Dilucién Conjugado 1:5000

620nm
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Anexo 13. Absorbancia sueros pacientes y controles

‘ Pacientes Controles
Estadio | 54 55 62 78 54 55 62 78

I 0,005 0,108 0,008 0,004 -0,051 0,219 0,023 | -0,046
-0,001 0,393 0,110 0,029 -0,024 0,019 0,041 -0,024

A 0,083 0,156 0,013 0,021 0,056 | -0,005 | -0,028 | -0,006
0,120 0,124 0,011 0,011 0,031 0,002 | -0,066 | -0,020

0,051 0,083 0,004 0,018 -0,022 0,052 0,076 | -0,031

0,212 0,132 0,003 0,032 -0,058 0,056 0,064 | -0,033

0,102 0,075 0,177 0,011 0,019 0,012 0,042 | -0,020

nB 0,017 0,127 0,002 0,029 0,043 0,003 | -0,073 | -0,013
-0,002 0,137 0,014 0,016 -0,010 0,030 0,028 | -0,027

0,076 0,122 0,000 0,001 0,036 | -0,003 | -0,073 | -0,034

0,004 0,505 0,355 0,016 -0,016 | -0,003 0,047 -0,024

0,053 0,165 0,001 0,025 0,036 0,001 0,023 | -0,022

0,177 0,113 0,004 0,018 -0,035 0,096 -0,065 | -0,009

0,360 0,393 0,112 0,044 0,001 0,219 0,028 0,005

0,094 0,451 0,023 0,247 0,002 0,003 0,000 -0,007

0,091 0,092 0,040 -0,007 | -0,001 0,032 0,000 -0,010

0,158 0,345 0,037 0,012 -0,019 0,043 0,064 | -0,012

0,017 0,320 0,100 0,008 0,006 0,033 0,024 | -0,023

0,061 0,564 0,150 0,029 -0,073 0,061 -0,011 0,000

ma 0,006 0,107 0,003 -0,001 | -0,037 0,296 -0,005 | -0,024
0,078 0,102 0,007 0,010 0,019 0,030 -0,046 | -0,008

0,064 0,132 0,003 0,017 -0,042 0,021 -0,049 0,001

0,107 0,168 0,020 0,031 0,028 | -0,001 | -0,057 | -0,009

0,257 0,149 0,002 0,030 -0,026 0,015 -0,040 | -0,032

0,001 0,441 0,101 0,011 -0,099 0,044 -0,026 | -0,039

0,000 0,469 0,095 0,009 -0,019 0,238 0,031 | -0,010

0,240 0,173 0,004 0,041 0,127 0,036 -0,069 0,006

0,163 0,278 0,005 0,007 -0,044 0,040 0,021 | -0,028

0,066 0,082 0,000 0,027 -0,069 0,139 0,061 | -0,036

0,124 0,114 0,004 0,074 -0,068 0,170 -0,050 | -0,032

0,178 0,131 0,116 0,024 -0,063 0,217 -0,004 | -0,014

0,025 0,090 0,001 0,001 -0,059 0,049 0,009 0,003

0,122 0,187 -0,001 0,028 0,016 0,000 0,058 0,003
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0,172 0,074 0,049 0,011 -0,004 0,098 0,005 0,003

0,065 0,508 -0,001 0,000 0,002 0,098 -0,005 0,004

B 0,040 0,197 0,038 0,052 0,010 0,086 -0,053 -0,051
0,066 0,179 0,028 0,030 0,068 0,008 0,030 -0,091

0,073 0,126 0,000 0,017 -0,019 0,042 0,030 -0,015

0,152 0,217 0,029 0,001 0,005 -0,040 0,007 -0,039

0,208 0,010 -0,014 0,008 0,034 0,051 -0,013 0,001

0,173 0,111 0,003 0,012 0,042 -0,160 -0,056 -0,067

0,043 0,125 0,001 0,002 -0,028 -0,006 0,041 -0,059

0,079 0,129 0,037 0,011 0,018 -0,051 -0,030 -0,039

0,002 0,104 0,206 0,034 0,034 -0,035 -0,006 -0,082

0,279 0,183 0,049 0,056 0,041 0,083 -0,018 -0,012

0,450 0,208 0,037 0,056 -0,004 0,051 0,005 0,014

v 0,112 0,110 0,001 0,022 0,039 0,070 -0,015 0,012
0,210 0,134 0,018 0,042 -0,012 0,028 -0,006 0,007

0,297 0,558 0,035 0,005 0,046 0,121 0,020 0,017

0,001 0,211 0,110 0,029 0,012 0,087 0,004 -0,005

0,173 0,178 0,001 0,006 0,005 0,235 0,000 -0,006
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Anexo 14. Concentracién Mamoglobina [ng/ml] suero de pacientes

Mamoglobina [ng/ml]

N2 Pareamiento 54 55 62
1 0.0349 0.1049 0.0437
2 0.0127 0.0606 0.0401
3 0.0146 0.0759 0.0398
4 0.0569 0.0729 0.0428
5 0.0198 0.1651 0.0539
6 0.0115 0.0844 0.0439
7 0.0124 0.0610 0.0419
8 0.0329 0.0570 0.0415
9 0.0230 0.0461 0.0406
10 0.0281 0.1357 0.0495
11 0.0273 0.0798 0.0403
12 0.0320 0.0717 0.0391
13 0.0516 0.0624 0.0393
14 0.0124 5.2085 0.8184
15 0.0235 0.1154 0.0393
16 0.0479 0.1200 0.0462
17 0.1218 0.0645 0.0406
18 0.0308 0.0746 0.0393
19 0.0116 1.4793 0.1003
20 0.1935 0.0802 0.0401
21 0.3508 0.0970 0.0398
22 0.0119 2.5453 0.0929
23 0.0117 3.4623 0.0882
24 0.0452 0.0424 0.1781
25 0.2802 0.1269 0.0405
26 0.1884 0.0820 0.0454
27 0.1005 0.4109 0.0406
28 0.0875 0.2076 0.0499
29 0.1835 0.0204 0.0348
30 1.3609 1.4876 0.1016
31 0.0281 0.0456 0.0391
32 0.1147 0.0634 0.0401
33 0.0600 0.0652 0.0405
34 0.1226 0.0789 0.1056
35 0.0404 2.8466 0.0476
36 0.0207 0.0742 0.0393
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37 0.0163 0.0499 0.0393
38 0.0388 0.0513 0.0549
39 0.5915 9.4243 0.0526
40 0.0585 0.1484 0.0389
41 0.1132 0.0419 0.0593
42 0.0331 0.0771 0.0535
43 0.0120 0.0583 0.2274
44 0.0119 0.1942 0.1003
45 0.1155 0.1342 0.0394
46 0.0941 0.8695 0.0535
47 0.0275 5.3863 0.0389
48 0.0147 0.6573 0.0917
49 0.0261 10.0224 0.1407
50 0.4662 0.1419 0.0593
51 4.5045 0.1867 0.0535
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Anexo 15. Concentracién Mamoglobina [ng/ml] suero de controles

Mamoglobina [ng/ml]

Pareamiento 54 55 62
31 0.0060 0.0694 0.0323
2 0.0086 0.0227 0.0556
38 0.0056 0.0174 0.0308
4 0.0175 0.0180 0.0222
25 0.0088 0.0328 0.0204
21 0.0054 0.0343 0.0227
45 0.0150 0.0210 0.0273
1 0.0206 0.0178 0.0210
42 0.0103 0.0255 0.0309
41 0.0073 0.0177 0.0209
46 0.0095 0.0177 0.0582
6 0.0187 0.0184 0.0323
29 0.0074 0.0536 0.0225
18 0.0119 0.0507 0.0495
44 0.0120 0.0189 0.0393
8 0.0116 0.0262 0.0393
13 0.0091 0.0295 0.0227
43 0.0127 0.0265 0.0320
27 0.0045 0.0362 0.0357
47 0.0072 0.0536 0.0375
3 0.0150 0.0255 0.0265
15 0.0068 0.0232 0.0258
14 0.0081 0.0182 0.0241
26 0.0084 0.0217 0.0279
50 0.0032 0.0300 0.0313
5 0.0092 0.0280 0.0300
49 0.0624 0.0273 0.0217
36 0.0066 0.0285 0.0328
22 0.0047 0.0282 0.0233
28 0.0048 0.0399 0.0256
33 0.0051 0.0674 0.0378
16 0.0054 0.0315 0.0422
17 0.0144 0.0183 0.0640
40 0.0111 0.0545 0.0406
12 0.0120 0.0545 0.0376
9 0.0134 0.0477 0.0248
35 0.0288 0.0200 0.0504
24 0.0091 0.0291 0.0506
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34 0.0124 0.0118 0.0415
37 0.0183 0.0322 0.0351
39 0.0203 0.0031 0.0243
23 0.0081 0.0171 0.0553
48 0.0149 0.0104 0.0304
20 0.0183 0.0124 0.0370
11 0.0200 0.0461 0.0337
51 0.0112 0.0324 0.0376
19 0.0195 0.0401 0.0345
7 0.0101 0.0249 0.0371
30 0.0215 0.0230 0.0462
32 0.0136 0.0482 0.0406
10 0.0124 0.0271 0.0391
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Anexo 16. Consentimiento informado

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
o FACULTAD DE MEDICINA
vy INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS

LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS CON EL
OBJETO DE REALIZAR UN TRABAJO DE INVESTIGACION

Usted (o su pariente) esta invitado a participar en un estudio de investigacién propuesto por el instituto
de Ciencias Basicas laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario con la
participacion de:

Sandra Ramirez Clavijo, Milena Galvis.

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacién de este estudio:

a)

b)

c)

d)

e)

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

La naturaleza de esta investigacién, su propdsito, sus limitaciones, sus riesgos, sus
inconvenientes, incomodidades y cualquier informacion pertinente al resultado de este, le sera
explicada por el equipo de atencion clinica.

Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.

CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permaneceran archivados en el
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la universidad del Rosario. Las historias médicas,
los resultados de examenes y la informacién que usted nos ha dado son de caracter
absolutamente confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo de atencion clinica
tendrd acceso a estos datos. Por ningin motivo se divulgara esta informacién sin su
consentimiento. Cuando los Resultados de este estudio sean reportados en revistas médicas
cientificas o en congresos cientificos, los nombres de todos aquellos que tomaron parte en el
estudio seran omitidos y permaneceran en el anonimato.

De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993 (“Normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud”), este estudio puede ser clasificado como una
“Investigacion con riesgo minimo”. Se cumplira con lo establecido por el Ministerio de Proteccion
Social colombiano (antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de 1989 y la ley 2381 de 1993.

Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla directamente con:

Dras. Sandra Ramirez y Milena Galvis. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular. Tel (57-1) 3474570
(Ext 270, 241, 503)

Dr. Alberto Velez Van Meerbeke. Presidente Comité de Etica. Tel (57-1) 3474570 (Ext 236)
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Instituto de Ciencias Basicas de |la Facultad de Medicina de la Universidad del Rosario

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS

3

LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO

OBJETIVO: EIl cancer de seno es la tercera causa de muerte por cancer en nuestro pais y
aproximadamente el 60% de los canceres de seno diagnosticados corresponden a estadios tardios,
en donde la mortalidad es mucho mas alta. Este estudio busca detectar y cuantificar la concentracion
de la proteina mamoglobina en suero de pacientes con cancer de seno y compararla con la
expresion de la misma en personas sin ningln tipo de cancer. Las muestras de suero seran
analizadas por técnica inmunoenzimatica (ELISA) y estaran incluidas dentro del proyecto de
investigacion “ EXPRESION DE BIOMARCADORES ASOCIADOS CON CANCER DE SENO EN
UNA POBLACION COLOMBIANA ”. Los conocimientos generados podrén servir para desarrollar
una estrategia diagnéstica que permita un manejo temprano y oportuno del cancer de seno.

PROCEDIMIENTO: Se realizara una entrevista clinica con usted y se tomara una muestra de
aproximadamente 10 ml de sangre mediante puncion en vena periférica. Estas muestras seran
manejadas y analizadas Unicamente por personas involucradas directamente en este proyecto y
almacenadas en nuestro laboratorio de Biologia Celular y Molecular.

RIESGOS E INCOMODIDADES: La participacién en este estudio representa riesgo minimo para su
salud e integridad y los efectos adversos estardn representados por molestias como hematomas,
enrojecimiento y/o sensibilidad al tacto en el lugar de donde se realice la puncién venosa.
Adicionalmente, estan contempladas las molestias post-quirdrgicas generadas por la remocion del
tejido por parte del cirujano, las cuales seran de manera transitoria.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES: Al tomar parte de este estudio es
importante que usted contemple las siguientes responsabilidades y precauciones:

a) El riesgo existente en una toma de muestra de sangre periférica es muy bajo, por lo
tanto no reviste riesgo para su salud.

b) Es suresponsabilidad seguir las indicaciones y tratamientos de su médico tratante.
MANEJO DE RESULTADOS: Los resultados que se obtengan de la investigacion solo tendran
sentido si son tomados en forma conjunta y no tendran validez en forma individual. Sin embargo, una
vez finalizado el estudio, los resultados seran entregados directamente al médico tratante para que €l
le informe a usted en el momento de la consulta.
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COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS

S

LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

AUTORIZACION: La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente mencionada(s). Se
puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero
tanto su familia como otros individuos afectados podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque
su decision con respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizacion en estudios de investigacion
posteriores:

Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez

. i ONo O
completado el estudio. S ©

Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de
emplearla junto con el resultado del estudio , en las situaciones sefialadas Si ONo O
a continuacion:

a) En estudios de investigacién colaborativos con otras instituciones .
nacionales y/o internacionales, enviando la muestra al exterior a el(los) Si OONo O
laboratorio(s) de el(los) instituto(s) antes mencionado(s).

b) En estudios complementarios de diagndstico para mi o algin miembro Si ONo O
de mi familia.
¢) En estudios de investigacién especificos para la(s) entidad(es), objeto de Si ONo O
esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis ! 0
datos de identificacion.
d) En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) ,
Si ONo O

objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacion.

e) En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo Si CONo [
interinstitucional previo, aprobacion del comité de ética y se conserve en
anonimato mis datos de identificacion.

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:
"EXPRESION DE BIOMARCADORES ASOCIADOS CON CANCER DE SENO EN UNA POBLACION
COLOMBIANA "

Habiendo sido enterada(o) del contenido del presente estudio, informada(o) que no tendré ningin
beneficio directo en el mismo y que se han resuelto todas mis dudas acerca de la investigacién
Yo, con documento de identificacibn namero:

de , acepto voluntariamente que se me tome una
muestra de sangre, con el fin de realizar el analisis de biomarcadores asociados con céncer de seno.
Asi mismo, declaro que se me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le daré al
material de muestra.

Fecha:

H
(4]
@»




S

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS
LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Firma Paciente o Acudiente / Representante legal

Nombre Nombre
Direccion Direccién
Teléfono Teléfono
Parentesco Parentesco
Firma, Firma

CC. CC.

Testigo 1

Testigo 2

Investigador
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Anexo 17. Hoja de Registro

EXPRESION DE BIOMARCADORES ASOCIADOS CON CANCER DE SENO
EN UNA POBLACION COLOMBIANA

NO

Nombre: Apellidos
Sexo: Masculino Femenino
Direccion: Estratol 2 3 4 5 6
Teléfono:

1- Datos Sociodemogréficos
1.1 Fecha de nacimiento (DIM/A) Municipio

Dpto.
¢,Cudl es su edad, afios cumplidos?
1.2 Ciudad de origen de su padre Dpto.
1.3 Ciudad de origen de su madre Dpto.
1.4 ¢Ciudad en la que reside actualmente? Dpto.
1.5 ¢ Estado civil actual? Soltero/a(1) _ Casado/a(2) __ Union Libre(3)__ Viudo/a(4)
1.6 ¢Cual es su nivel educativo?

Primaria(1l)__ Secundaria(2)___ Técnico(3) ___ Universitario(4) ___ Postgrado(5)
1.7 ¢Principal ocupacion en los Ultimos cinco afios?
1.8 ¢A que régimen se encuentra afiliado?

Contributivo(1) _ Subsidiado(2)  Vinculado(3)___ Particular(4)
1.9 EPS:
1.10 ¢ Peso actual?(Kg.)
1.11 Estatura (Mts.): IMC
1.12 Copay Talla de Brasier

2- Antecedentes Clinicos:

2.1 ¢Principales enfermedades que ha sufrido?

2.2 ¢Consume algun tipo de droga actualmente? SI(1) _ NO(2)___
¢Cual?

2.3 ¢Presenta algun tipo de reaccién alérgica?
2.4 Antecedentes Gineco-obstétricos:

¢, Edad a la que presenté su primera menstruacion?

NUmero de Gestaciones (1), Partos(2) _ , Abortos (3)

¢, Edad del primer embarazo?

¢ Utilizo o utiliza algan método anticonceptivo? SI(1)  NO(2)

¢Método utilizado para planificar? DIU(1)__ Anticonceptivos Hormonales(2)
¢ Tiempo de uso?(Meses)
¢Uso de terapia Hormonal? SI1 (1)~ NO(2)____ Cual?
¢ Tiempo de uso?

¢ Cudl fue la fecha de su ultima menstruaciéon?

> @rooooTp
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3. Antecedentes de Habitos

3.1 ,Fuma? Sl (1) NO(2)__
Nunca___ Aveces Siempre
3.2 ¢ Consume carnes ahumadas o asadas? Sl (1) NO (2)__

1vez por semana___menos de 1 vez ala semana___menos de 1 vez al mes

3.3 ¢ Consume Enlatados? Sl (1) NO (2) _
1vez por semana___menos de 1 vez ala semana___menos de 1 vez al mes

3.4 ;Consume Café? Sl (1) NO (2)
lvezaldia __ masdelvezal dia

3.5 ¢ Consume Embutidos? Sl (1) NO (2) _
1vez por semana___menos de 1 vez ala semana___menos de 1 vez al mes

3.6 ¢Ingiere Alcohol? SI (1) NO (2) _
Nunca a veces Siempre

4- Antecedentes Familiares de Cancer:
4.1. ¢Alguno de sus familiares, en primer o segundo grado, sufre o ha sufrido de cancer?
SI(1)  NO(@ ____

4.2. ;Qué tipo de Céancer?
Seno (1) ___ Cuello Uterino (2) __ Gastrico (3) ___ Piel (4) ____Otro: SI___ NO___
¢ Cual?

5- Historia de la Enfermedad (Cancer de Seno):
4.1. ¢ Fecha de Diagnostico? (D/M/A)
4.2. ¢ Tipo de Cancer de Seno?
Carcinoma lobular in situ (1) __ Carcinoma ductal in situ (2) _ Carcinoma lobular
invasivo (3)___ Carcinoma ductal invasivo (4)
4.3. Progestagenos
4.4, Estrégenos
45 Erb2
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Anexo 18. Alineamiento secuencias de Secretoglobinas humanas y
uteroglobina de conejo.

Con el fin de conocer si existe homologia entre estas y los péptidos sintetizados en
el presente proyecto, al igual que los péptidos usados por Jaramillo y cols en 2004 y
Basha y cols en 2010

SCGB1al MK LAVTLTLVTLALCCS SASART CPSFORVIETYL —-MDTP SSYEAZME LFS PDQDMREAG| 59

SCGBE1Al Ocuniculus MKLAT TLALVT LALLCSPASAGT CPFRFAHVIEN]L --LGTE SSYETSLKEFE PFDD TMKDAG | 59

SCGB1D2 MKLSVCLLLVT LALCCYQANAEFCPFALVSELLDHF —-FISEPLEKLSLAKFDAPPEAVAAK | 59

SCGB1D4 MRLSVCLLMVS LALCCY QAHALVCPAVASEITVEL--F LSDARNNLOVAKLNPPPEALAAK | 59

SCGB1D1 MRLSVCLLLLT LALCCYRANAVVCQALGSEITGHL - LAGKPVEKFQLAKFKAPLEAVAAK | 59

SCGB2R2 MK LLMVLMLARALSQHCY AGSG—— CPLLENVISKIINPQVSKTEYKE LLQEFIDDNATTNAT | 59

m7.7Bash. @220 0 @——_—-—- -NPQVSKTEY ———————————————— ]

M?.7TJaram = = - PINPQVSKT-4-——————————————— 9

M.5Jaram @ ————

M7.5Bash =00 @00 e

SCGB2A2Tsof MK LIMVLMLAA LSQHCYAGS G- CPLLENVISKITNPQVSKTEYKE LLQEFT DDNATTNAT | 59

SCGB2A1 MK LIMVLMLAA LLLHCYADS G- - CKL LEDMVEKTINSD ISI PEYKELLQEFT DSDAARAEAM| 59
kik 2 Kk 1 sk * T . . . . . *

SCGB1A1 AQLKKLVDTLPQKPRES ITTKLIMEKTAQSSLCN-———— 91

SCGBE1Al Ocuniculus MOMMKVLDSLP-—— - ————————f—————————— 70

SCCE1D2 LGVKRCTDOMS LOKRSLIAEVLVKI LKKCSV - ———— 90

SCGB1D4 LEVKHCTDQIS FKKRLS LKKSWWK—§ —————————— 83

SCGB1D1 MEVKKCVD TMAYEKRVL ITK TLGKIAEKCDR - ——— - 90

SCGB2R2 DELKECFLNQTDET LSNVEVFMQLIYDSSLCDLF-— 93

M. T B === @ -———t

M. 7TJaram === —————-————

M2.5Jaram @@=z @z 0n———————————— TLENVEVEM-——f———————————— === ——— ————— ——— ——— ——— ——

M7.5Bash 00 @zo———— SNVEVFMQL—f ——— -

SCGB2A2Tsof DELKECFLNQTDET LSNVE- - —QLI¥D$SLCDLF-— 90

SCGB2A1 95

GHFKQCFLNQSHRT LENFGLMMHTVYDSIWCNMESN
- %

El recuadro morado muestra la regién que comprende | péptido A, el verde la
del péptido B y el naranja el péptido C.
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