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Resumen

El estrés oxidativo puede promover el desarrollo de cancer, y las proteinas carboniladas pueden tener una participacion en el
proceso de carcinogénesis. El propésito del presente estudio fue determinar las concentraciones de proteinas carboniladas
y de enzima carbonil reductasa como indicadores de dafio tisular causado por la enfermedad en mujeres con cancer de
mama. Se incluyeron 120 mujeres sanas y 123 con el diagndstico clinico de cancer de mama. Usando métodos de ELISA,
se determind la concentracion de proteinas carboniladas en plasma y la de enzima carbonil reductasa en los leucocitos.
Las mujeres con cdncer de mama presentaron un incremento de 3.76 veces en la cantidad de proteinas carboniladas en
su plasma, en comparacion con el grupo control (5 + 3.27 vs. 1.33 + 2.31 nmol carbonilos/mg proteina; p < 0.05). Ademas,
se observo un incremento del 60% en la concentracion de la enzima carbonil reductasa (3.27 + 0.12.4 vs. 2.04 + 0.11 ng/img
proteina; p < 0.05). Se encontré una correlacion positiva entre ambos parametros (r = 0.95; p < 0.001). Los resultados
sugieren la existencia de un dafio general al organismo provocado por el cancer, por lo que existe la posibilidad de poder
usarse como biomarcador de dafio.

PALABRAS CLAVE: Cédncer de mama. Carbonil reductasa. Proteinas carboniladas. Radicales libres. Estrés oxidativo.

Abstract

Oxidative stress could promote the development of cancer and implicate carbonylated proteins in the carcinogenic process.
The goal of this study was to assess the concentrations of carbonylated proteins and carbonyl reductase enzyme in women
with breast cancer and determine whether these markers were possible indicators of tissue damage caused by the disease.
A total of 120 healthy women and 123 women with a diagnosis of breast cancer were included. The concentration of
carbonylated proteins in plasma and the concentration of carbonyl reductase enzyme in leukocytes were determined using
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the ELISA assay. There was a 3.76-fold increase in the amount of carbonylated proteins in the plasma from the patient group
compared with healthy control group (5 + 3.27 vs. 1.33 + 2.31 nmol carbonyls/img protein; p < 0.05). Additionally, a 60%
increase in the carbonyl reductase enzyme was observed in the patient group compared with the healthy control group
(3.27 £ 0.124 vs. 2.04 + 0.11 ng/mg protein; p < 0.05). A positive correlation (r = 0.95; p < 0.001) was found between both
measurements. These results suggest the presence of tissue damage produced by cancer; therefore, these parameters could
be used to indicate tissue damage in cancer patients. (Gac Med Mex. 2016;152:13-8)
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|ntroducci6n

El cancer de mama es uno de los problemas de
salud mas importantes en nuestro pais y ocupa los
primeros lugares de morbimortalidad entre las mujeres
econdmicamente activas a nivel mundial. Los factores
reproductivos, como la edad de la menarca, la pari-
dad, la edad del primer embarazo, la lactancia y la
edad de la menopausia, son considerados factores de
riesgo’. La transformacion maligna de las células se
produce durante la division celular y se transfiere al
resto de células durante su reproduccion. Dichas
transformaciones pueden transferirse al resto de célu-
las durante la mitosis, la cual se ve incrementada por
factores internos o externos, como los niveles de es-
trogenos y los factores de crecimiento, asi como por
la presencia de estrés oxidativo inducido por el medio
ambiente®*.

Las especies reactivas derivadas del oxigeno nor-
malmente se producen durante los procesos metabo-
licos de la célula, principalmente durante la respiracion
en las mitocondrias, ademas de poder ser inducidas
por factores externos como las radiaciones y tdxicos
ambientales*’. EI desbalance entre la generacion de
radicales libres y los sistemas antioxidantes del orga-
nismo puede producir dafio oxidativo a diversos ma-
crocomponentes de la célula, como los lipidos, los
carbohidratos, las proteinas y los &cidos nucleicos. Se
piensa que el dafio a los &cidos nucleicos inducido
por los radicales libres puede ser un factor importante
en el desarrollo de cancer*”’.

Se ha podido asociar la deteccion y cuantificacién
de diversos marcadores biolégicos de estrés oxidativo
con un incremento en el riesgo de desarrollar algun
tipo de céncer y con su evolucion. Dentro de esos
marcadores se incluye la deteccion de proteinas car-
boniladas, las cuales son el producto directo de la
accion de los radicales libres sobre las proteinas*®.
Por todo ello, el objetivo del presente trabajo fue

determinar la presencia de proteinas carboniladas y de
la enzima carbonil reductasa en mujeres con cancer
de mama como indicador de dafio y progresion de la
enfermedad.

Material y métodos

Se incluyeron 123 mujeres (de 26 a 80 afios) con el
diagndstico clinico de cancer de mama primario que
acudieron a un hospital privado, en donde, previo con-
sentimiento informado, se les realizé la historia clinica
completa y analisis generales de laboratorio y gabine-
te, que fueron integrados a su expediente. Como re-
quisito de seleccion, se eligieron pacientes que en el
momento de realizar el estudio no recibieran ningun
tipo de tratamiento, ya fuera quimioterapia, quirdrgico
o radioterapia. Como grupo control, se seleccionaron
mujeres sanas (n = 120), pareadas por edad con los
casos y que, segun los datos clinicos de laboratorio y
gabinete, no presentaban ningun tipo de cancer.

Tanto al grupo de pacientes como al de los controles
se les tom6 una muestra de sangre por venopuncion
usando un sistema Vacutainer con anticoagulante acido
etilendiamino-tetra-acético (EDTA). La muestra fue cen-
trifugada a 2,500 rpm por 15 min. Se aislo el plasma, el
cual fue inmediatamente congelado y almacenado
hasta su uso posterior. Los leucocitos fueron recolecta-
dos y lavados tres veces con solucion salina isoténica
fria (pH 7), usando centrifugacion a 5,000 rpm por 10 min
cada vez. Se usaron los leucocitos para determinar la
concentracion de la enzima carbonil reductasa.

Para determinar la presencia de las proteinas car-
boniladas en el plasma tanto de las pacientes como
del grupo control, se utilizd un kit comercial de reacti-
vos (Thommpson, Co, EE.UU.); siguiendo las instruc-
ciones proporcionadas por el fabricante, se hizo la
lectura a 540 nm en un espectrofotdometro (Genesis-20,
Spectronic Inc., EE.UU.). El método de deteccién de
las proteinas carboniladas se baso¢ en el procedimien-
to descrito por Michelis, et al.8, el cual hace reaccionar
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas generales de las mujeres que presentaron cancer de mama (pacientes) y las mujeres sanas

(controles) incluidas en el estudio

Caracteristicas

Pacientes (n = 123)
promedio + DS (rango)

Control (n = 120)
promedio + DS (rango)

Edad (afios)
Menarca (afios)
Edad del 1.*" nacimiento
Paridad
Edad de la menopausia’
Historia familiar de cancer de mama (%)
Edad al diagnostico (afios)
Tiempo de evolucién (afos)
Localizacion, %(n)
lzquierdo

Derecho
Metdstasis, %(n)

Tipo de tumor, %(n)
Carcinoma ductal infiltrado
Otros

HER2+, %(n)

Grado nuclear, %(n)
loll
M

Receptor de estrégenos, %(n)
Positivo
Negativo
Desconocido

*Cuando corresponda: para las pacientes: n = 107; para los controles: n = 96.

en un ambiente acido la 2-4-dinitrofenilhidrazina con
los grupos carbonilo de las proteinas. El producto de-
rivado es determinado espectrofotométricamente
usando una curva patrén incluida en el kit. Por otro
lado, la enzima carbonil reductasa fue determinada en
un extracto total de leucocitos preparado usando una
solucién de lisis (Tritén X-100 0.2%, EDTA 5 mM, en
solucién salina isoténica de fosfatos, pH 7), sometién-
dolo a tres «golpes» de 5 s cada uno con sonicador
(Ultra Turrax Inc., EE.UU.). El homogenado se centri-
fugd a 5,000 g por 15 min y se recuperd el sobrena-
dante para determinar la concentracion de la enzima
carbonil reductasa usando un kit comercial de ELISA
(USCN, Life Science Inc., EE.UU.), siguiendo las ins-
trucciones proporcionadas por el fabricante. En todos

52.83 + 8.98 (26-80) 55.76 + 0.85 (25-78)

12.81 + 1.34 (10-16) 12.03 + 0.87 (11-14)

2278 + 4.99 (15-37) 2152 + 3.01 (16-36)

3.73 = 2.46 (0-8) 3.02 = 1.50 (0-10)

44.48 + 11.54 (41-55) 43.95 + 4.21 (42-58)

86.96 -
495 = 8.78 (26-78) -
3.34 = 3.49 (0-6) -

39.02 (48) -
60.97 (75) -

47.96 (59) -

86.96 (107) -
13.04 (16) -

28.45 (35) -

14.63 (18) -
85.36 (105) -

78.05 (96) -
13 (16) -
8.94 (11) -

los casos, la concentracion de proteina se determind
siguiendo el método descrito por Lowry, et al.? y usan-
do albumina de suero bovina como estandar.

Analisis estadistico

Se analizaron los resultados usando una base de
datos Excel (Microsoft Corporation) y el programa es-
tadistico GraphPad Prism, versién 4.03 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Los resultados
se analizaron utilizando t de Student no pareada con
correccion de Welch y la asociacion entre variables
por medio del coeficiente de Spearman. Para todos los
casos se tomo en cuenta una p < 0.05 como estadis-
ticamente significativa.
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Figura 1. Concentracion de proteinas carboniladas (A) y carbonil reductasa (B) en mujeres sanas (controles) y mujeres con céncer de
mama, y porcentaje de proteinas carboniladas (C) y carbonil reductasa (D) en mujeres sanas (control) y en pacientes con cancer de mama

sin metdstasis (PSM) o con metastasis (PCM).

Resultados

Se analizaron las muestras de 123 mujeres con un pro-
medio de edad de 52.83 + 8.96 afos (rango: 28-80 afios)
que presentaron el diagndstico confirmado de cancer de
mama con un promedio de 3.34 + 3.49 afos de evolucion.
El 60.97% del total de pacientes presentaron cancer de
mama del lado derecho y el 47.96%, metastasis. Ademas,
el 28.45% de las pacientes presentaron receptor 2 de
factor de crecimiento epidérmico humano positivo (HER2+)
y el 85.36%, un grado nuclear Il (Tabla 1).

En comparacién con el grupo control, las mujeres
con cancer de mama presentaron un incremento de
3.76 veces de la cantidad de proteinas carboniladas
en su plasma (5.00 + 3.27 vs. 1.33 + 2.31 nmol car-
bonilos/mg proteina; p < 0.05) (Fig. 1 A). Ademas, las
pacientes con cancer presentaron un incremento del
60% en la concentracion de la enzima carbonil reduc-
tasa en comparacion con el grupo control (3.27 + 0.12
vs. 2.04 £ 0.11 ng/mg proteina) (Fig. 1 B).

Por otro lado, las pacientes afectadas de cancer y que
presentaban metastasis tuvieron un 58% de incremento
en la concentracion de carbonilos, en comparacion con
el grupo control. Ademas, las pacientes afectadas con
cancer pero que no presentaban metastasis tuvieron
un incremento del 40% con respecto al grupo control
en la concentracion plasmatica de carbonilos (Fig. 1 C).

En cuanto a la actividad de la enzima carbonil re-
ductasa, las pacientes con metastasis mostraron un
incremento en la actividad del 73%, al compararlas
con el grupo control, contrastando con el grupo con
cancer sin metastasis, el cual presentd un incremento
del 25% con respecto al grupo control (Fig. 1 D). Ade-
mas, tomando en cuenta a todas las pacientes con
cancer, la concentracion de carbonilos se correlaciond
positivamente con la actividad de la enzima carbonil
reductasa (r = 0.95; p < 0.001), pero no se encontré
ninguna correlacion o asociacion de esta enzima con
indicadores tumorales como el grado nuclear, ser
HER2+ o la presencia de receptores de estrogenos.
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Discusion

Los estudios moleculares y bioguimicos han puesto
de manifiesto que la generacion de radicales libres
derivados del oxigeno produce cambios estructurales y
quimicos al interactuar con macromoléculas como el
ADN, lipidos, carbohidratos y proteinas que producen
alteraciones de la homeostasis celular, como sucede en
el cancer; se ha reportado que una de las alteraciones
mé&s comunmente encontradas por efecto de los radi-
cales libres es el dafio al ADN, en donde es frecuente
observar una mutacién puntual a lo largo de toda esta
molécula con un cambio de G por T°6101" Estudios
realizados a nivel mundial han puesto en evidencia que
el estrés oxidativo (se produce una gran cantidad de
radicales libres) puede generar y promover la sintesis
de metabolitos conocidos como biomarcadores, produc-
to de la reaccion, o reacciones, entre los radicales libres
y las macromoléculas, y que pueden ser detectados en
diversos liquidos corporales y extractos de tejidos®611-14,
De esta forma, se ha reportado que existe una elevacion
de diversos biomarcadores en la orina y/o sangre de
personas con cancer de mama, tales como el 15-f2t-iso-
prostano, el malondialdehido y la 8-oxo-2-deoxiguano-
sina. Estos biomarcadores son el producto de la accion
de los radicales libres con los lipidos o acidos nuclei-
cos. Para detectar dafio a las proteinas se utiliza como
biomarcador la deteccion de carbonilos presentes en
las proteinas. Esta deteccion se ha realizado como con-
trol del estrés oxidativo en sujetos que padecen diver-
s0s tipos de cancer, incluso en mujeres con cancer de
mama (un incremento de su concentracion se asocia a
un mayor avance de la enfermedad)’. Sin embargo, no
existen reportes en poblacién mexicana, la cual presen-
ta un mestizaje que le da caracteristicas genéticas dife-
rentes a las de otros grupos étnicos en donde el cancer
de mama tiene un comportamiento particular, por lo que
sus caracteristicas metabdlicas pueden ser distintas>"”.

Por otro lado, es conocido el hecho de que la expre-
sién de la enzima carbonil reductasa es determinante
en el metabolismo de farmacos antitumorales como las
antraciclinas, utilizadas para el tratamiento de diversos
tipos de cancer, como las leucemias, los linfomas, los
sarcomas Yy los carcinomas, y farmacos de primera
eleccion en el tratamiento del cancer de mama. El pro-
nostico de las pacientes con cancer de mama depende
de la respuesta de las células tumorales a la quimiote-
rapia, por lo que un incremento en el metabolismo de
los farmacos por enzimas que aceleren su biotransfor-
macion puede contribuir al desarrollo de una resistencia
a dicho farmaco'®2°, En estudios clinicos en pacientes

con cancer de mama se ha observado que la aplicacion
de quimioterapia se asocia a un incremento en la ex-
presion tumoral de la enzima carbonil reductasa, 1o que
sugiere una activacion de dicha enzima por efecto del
farmaco®. En el momento en que se realizd nuestro
estudio, ninguna de las pacientes con cancer de mama
seleccionadas fue tratada con ningun tipo de quimiote-
rapia o tratamiento alguno, por lo que pensamos que el
incremento en la enzima carbonil reductasa observado
en nuestras pacientes puede deberse en parte al au-
mento en la produccién de radicales libres que atacan
a las proteinas, las cuales son carboniladas por efecto
de éstos, y la enzima podria estar actuando para pre-
venir dicho dafio. Esta posibilidad debe ser explorada
con mayor detenimiento, ya que es de importancia en
el tratamiento con quimioterapia®’.

El cancer de mama es el tumor maligno de mayor
frecuencia en el mundo y la principal causa de muerte
por cancer entre las mujeres mexicanas''°. La busque-
da de marcadores tempranos de malignidad y de avan-
ce de la enfermedad es una prioridad de salud publica.
Estos marcadores que pueden dar indicios del grado
de avance de la enfermedad pueden ser muy Utiles en
el monitoreo continuo de las pacientes. De esta forma,
la deteccion de carbonilos en plasma o suero se ha
usado como biomarcador en diversos tipos de cancer’.

En nuestro grupo de estudio, las mujeres con cancer
de mama no solamente presentaron una mayor con-
centracion de carbonilos en la sangre, sino también
un incremento importante en la actividad de la enzima
carbonil reductasa en los leucocitos. Puesto que esta
enzima se encarga de eliminar los grupos carbonilo,
principalmente de las proteinas, un incremento en su
actividad se asocia con un aumento de la cantidad de
carbonilos, los cuales a su vez son el producto del
estrés oxidativo en que se encuentran las pacientes
con cancer. Por otro lado, el incremento en la concen-
tracion de carbonilos y en la actividad de la enzima
carbonil reductasa fue mayor en las mujeres que pre-
sentaron metdstasis, lo cual podria ser indicativo de
un avance importante de la enfermedad vy, por tanto,
podria constituir un factor pronéstico, ya que ambos
pardmetros estan correlacionados positivamente. Esto
es una posibilidad que debe ser estudiada con mayor
detenimiento en el futuro.

Conclusiones
La correlacion positiva entre la concentracion plas-

mética de proteinas carboniladas y la actividad de la
enzima carbonil reductasa en los leucocitos indica que
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ambos parametros se encuentran asociados entre sf,
por lo que pueden ser utilizados como indicadores del
dafo a los tejidos en este tipo de pacientes, sobre todo
si presentan metastasis; por ello, serian apropiados
para llevar a cabo el monitoreo de la progresion de
esta enfermedad. Es necesario realizar mas estudios
al respecto.
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