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2.0 GLOSARIO. 

BA. ec e ee cee caterer esses eneetseeensceeeeneneee Aminoacidos 

BO. eee ce cert cee tnesteeeeeseeeesesceseneeeneeees Anticuerpos 

ATP SUPA ooo ceteeeeeeeeeeeeeeeterneneees Activador tisular de plasminégeno 

ATP-PAIR GT occ ence cee cee rene teeeenneel Complejo activador tisular de 
Plasmindgeno / inhibidor de activador 
de plasmindgeno tipo 1 

DoFGE ooo cence cec cece enenereetsnee Factor de crecimiento fibroblastico 
basico 

EGF oon eee eee e cre reeenenneee Factor de crecimiento epidérmico 

HMWK oon rere Cinindgenos de alto peso molecular 
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ceseesscsesessesesesnensesevaeenenevseeeenerssseseases Orthofenilendiamina 

  

Inhibidor de activador de 
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PAI-3 oor cteete cette eneenriene cate Inhibidor de activador de 

plasminégeno tipo 3 
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tipo urocinasa de cadena sencilla 

TMB oo ect terre rerrineentiene Perborato /3,3 5,5 

tetrametilbenzidina 
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UPAR. ooo. eee cree ee eee tenes teenies Receptor de activador de 

plasmindégeno tipo urocinasa 

VEGF... eee eeeaeee Factor de crecimiento endotelial vascular



3.0.RESUMEN. 

Recientes investigaciones (2,4,7) sugieren que componentes del sistema fibrinolitico 

tales como la plasmina, u-PA, ATP, PAI-1 y PAI-2 participan directamente en los 

procesos de metastasis e invasi6n de la célula tumoral en diversos tipos de cancer como 

el de mama, colon, préstata, pulmén y cerebro (3,6,21,22) . En estos estudios se ha 

encontrado una correlaci6n entre el incremento de las concentraciones de u-PA, u-PAR y 

PAI-1 tanto en citosot como en extracto tumoral con un acortamiento en el periodo de 

recaida, debido a tales hallazgos varios investigadores proponen a estos componentes 

del sistema fibrinolitico como factores independientes de pronéstico; dentro de los tipos 

de cancer mencionados, el de mama se encuentra dentro de tos tres primeros lugares de 

causas de muerte por neoplasia en la mujer, con base en lo anteriormente mencionado 

se decidié realizar este estudio en el cual determinamos las concentraciones de u-PA, u- 

PAR y complejo ATP-PAI-1 en citoso! tumoral y plasma en un grupo de 22 pacientes con 

cancer de mama en estadios tempranos | y tly como control un grupo de 16 pacientes 

con tumores benignos de mama del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 3 def 

Centro Médico Nacional “La Raza”. 

En plasma no encontramos diferencia significativa entre los dos grupos evaluados de 

ninguno de los tres factores fibrinoliticos que determinemos; en citoso! de tumores 

malignos abtuvimos una concentracién promedio de u-PA de 0.78 ng/mg de Prot. con un 

fango de 0.24 - 1.32 ng/mg Prot.; y en benignos una concentracién promedio de 0.036



ng/mg Prot. con un rango de 0.006 - 0.066ng/mg Prot. comparandolos, la diferencia fué 

estadisticamente significativa con una p=0.02; en cuanto al complejo ATP-PAI-1 la 

concentracién promedio en tumores matignos fue 1.25ng/mg Prot. con un rango de 0.063 

- 1.87 ng/mg Prot. y en benignos una concentracién promedio de 0.51 ng/mg Prot. con un 

rango de 0.25 - 0.77 ng/mg Prot. la diferencia entre ellos fue significativa con una p=0.05 

y en u-PAR- no encontramos diferencia estadisticamente significativa aunque 

observamos valores un poco mas altos en el grupo de tumores malignos respecto al 

grupo control, sin embargo no es posible dar una conclusi6n definitiva ya que el numero 

de muestras fue pequefio (n “malignos” = 15, n “benignos” =7) para definir esto sugerimos 

aumentar el numero de muestras y ademas realizar la determinaci6n de u-PAR en 

extracto tumoral. 

EI incremento de fos parametros evaluados no fué homogéneo en las pacientes con 

cancer de mama y fue independiente de! estadio de la enfermedad, en base a esto y 

tomando en cuenta los haliazgos en otros trabajos de investigacién sobre el importante 

pape! que tienen tos componentes del sistema fibrinolitico en ios procesos de metastasis 

e invasion tumoral fue posible estratificar a las pacientes segun el marcador que 

incrementaron para realizar una proyeccién a futuro de la probable evolucién de estas 

pacientes, para corroborar lo anterior este estudio queda abierto a seguimiento a largo 

plazo de las pacientes con cancer de mama en un periodo de tiempo propuesto de 5 

aftios, hasta la fecha las pacientes tienen entre 10 - 19 meses sin recaida.



40. INTRODUCCION. 

£1 cA4ncer de mama se encuentra dentro de los tres primeros lugares de causas de 

muerte por neoplasia en la mujer. En México el tiltimo informe estadistico de 1992 

’ realizado por el sector salud y la seguridad social { INEGI }) reporta una morbilidad de 

6260 casos de cancer de mama con 2493 casos nuevos y una mortalidad de 2559 (1). Se 

ha demostrado por investigaciones (2,3,4,5,6,7,8) que la mortalidad en este tipo de 

cancer esta relacionada a la capacidad de ia célula tumoral a invadir y metastatizar, 

hallandose evidencia de que en estos procesos multifactoriales se requiere la accion de 

varias enzimas proteoliticas dentro de los cuales estan involucrados componentes del 

sistema fibrinolitico (plasmina; activador de plasmindgeno tipo urocinasa “u-PA”; receptor 

de activador de plasmindégeno tipo urocinasa “u-PAR"; inhibidor de activador de 

plasmindégeno tipo 1 “PAI-1" y activador tisular de plasmindgeno “ATP”) (9,10,11), dicho 

sistema fisiolégicamente forma parte del mecanismo hemostatico. La hemostasia es un 

mecanismo de amplificacion encargado de detener un proceso hemorragico por lesion a 

un vaso e incluye la regeneracién de! mismo evitando su oclusion; en este proceso 

participan: ef endotelio vascular, las plaquetas, el mecanismo de coagulacién y el de 

fibrinolisis (12). El mecanismo fibrinolitico tiene como finalidad limitar el tamafo del 

trombo y destruirlo una vez que el vaso ha sido reparado. Las caracteristicas mas 

importantes de los componentes moleculares de este mecanismo se enlistan en la tabla 

No. 1.



Tabla 1 Caracteristicas moteculares de los componentes del sistema fibrinolitico. 

  

  

  

  

  

  

  

    

PLM. CADENA CONCENTRACION |VIDA MEDIA 
PLASMATICA 

NOMBRE 

PLASMINOGENO | 88,000 (Glu-1) Sencilla 2.4 MM (24 mg/dl) | 2.2 dias 

83,000 (Lys-77) 0.8 dia 

PLASMINA 88,000 (Glu-1) | Doble Cero 0.1 dia 

83,000 (Lys-77) 

ACTIVADOR 70,000 Sencilla 6 doble | 5 - 10 Mg/lit 5 min 
TISULAR DE 
PLASMINOGENO 
(ATP) 

ACTIVADOR DE | 54,000 Sencitla 5-10 Mo/lit 5 min. 
PLASMINOGENO 
TIPO UROCINASA 
oe CADENA 
SENCILLA (scu-PA) 

UROGINASA (UK) | 54,000 Doble 10 min 

33,000 

ALFA-DOS- 70,000 Sencilia 10M 2.6 dias 

ANTIPLASMINA 

(NHIBIDOR DE | 50,000 Sencila 0.1-1.3 

ACTIVADOR DE 
PLASMINOGENO 
TIPO 1 (PAI-1)         
  

 



La fibrinolisis puede llevarse a cabo fisiolagicamente de dos maneras: intravascular 

y pericelularmente; a continuacién en la figura No. 1 se esquematiza el sistema 

fibrinolitico 

esp Mg 
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Fig. No.1: sistema _fibrinolitico. Siglas: t-PA ( Activador Tisutar de 

Plasminégeno); scu-PA (Activador de Plasminégeno Tipo Urocinasa de cadena 
sencilla}; HMW-UK (Activador de Plasminégeno Tipo Urocinasa de cadena doble); 
PAI-1 {Inhibidor de Activador de Plasminégeno tipo 1); PAI-2 {Inhibidor de Activador 
de Plasmindgeno tipo 2); PAI-3 (Inhibidor de Activador de plasminégeno tipo 3); PAI- 
4 (Inhibidor de Activador de Plasminégeno tipo 4).



En la fibrinolisis intravascular el activador mas importante es el activador tisular de 

plasmindégeno (ATP) derivado del endotelio vascular, que al igual que el plasminégeno y 

el inhibidor especifico de la plasmina (alfa-dos-antiplasmina) tienen gran afinidad a la 

fibrina por poseer sitios criticos de enlace a lisina (dominio finger de! ATP; kringles 1,2,3,4 

del plasminégeno) favoreciendo de esta manera ia activacién del plasmindgeno a 

plasmina (enzima central del mecanismo de fibrinolisis) y también su segulacién. El ATP 

de cadena sencilla es facilmente convertida en una molécula de cadena doble por 

fragmentacién del enlace peptidico Arg-278-lle-279 llevado a cabo por plasmina, 

exhibiendo en su cadena pesada el sitio activo serinproteasa, este activador es liberado a 

la circulacién por estimulos como: ejercicio, oclusi6n venosa e inyecciones de ciertas 

drogas vasoactivas (acetilcolina, vasopresina, histamina, bradiquinina); una vez liberado 

se enlaza a la fibrina o bien pasa a la circulacion y es inhibido por su inhibidor natural PAI- 

1; el ATP enlazado a fa fibrina fragmenta al plasmindgeno en el enlace Arg-560-VAL-561 

para convertirlo en la enzima proteolitica plasmina ta cual se encarga de fragmentar a ta 

fibrina polimerizada a mondémeros de fibrina (fragmentos X,Y,D y E) y en circulacion al 

fibrindgeno asi como fos factores V y Vili de la coagulacién; el ATP también se produce 

_ @n Cultivo de células de melanoma, célutas Hela, células tranformadas en cultivo, células 

del endotetio vascular normal y por técnicas de DNA recombinante (12,13, 14).



La fibrinolisis pericelular es iniciada por los factores de contacto de la coagulacion 

cuando el subendotelio activa el F XI! a F Xila, este a su vez activa la precalicreina que se 

encuentra unida a su cofactor HMWK a calicreina, siendo esta ultima la que convierte el 

activador de plasmindgeno tipo urocinasa de cadena sencilla (pro-uPA) a una molécula 

de cadena doble que es la forma activa (fragmentacién del enlace peptidico Lys-158-lle- 

159) dicha conversion también se puede llevar a cabo por plasmina (43,15). El u-PA de 

cadena doble activa el plasmindgeno a plasmina por fragmentacion del enlace peptidico 

Arg-560-Vai-561 dei Glu-1-plasminégeno 6 del Lys-77-plasmindgeno para producir Glu-1- 

plasmina y Lys-77-plasmina respectivamente, esta activacién de! plasmindégeno se 

Produce a nivel pericelular mediada por e! receptor especifico de u-PA que se encuentra 

en la membrana celular (u-PAR) y esta relacionada en procesos biologicos tales como fa 

remacion de tejido necrosado y remodelacién tisular. La urocinasa (UK) de cadena doble 

fue aislada por primera vez en forma purificada apartir de orina humana, pero varios 

activadores de plasmindgeno tipo urocinasa también se han identificado en plasma 

humano, cultivo de células endoteliales, macréfagos, células de rifion normales y 

transformadas, en organos fetales en crecimiento y en diversos tumores y lineas 

celulares malignas, también se ha obtenido por técnicas de DNA recombinante (12,16).



El u-PA existe en cuatro formas moléculares importantes: pro-uPA es la forma que se 

encuentra en el plasma y es producida por las células; u-PA de alto peso molecular: u-PA 

de bajo peso molecular que es producto de fragmentacién del anterior, y un complejo de 

alto peso molecular formado cuando se une a su inhibidor; en fa figura No. 2 se muestra 

la molécula de pro-uPA. 

REGION KRINGLE 

  

PARTE SERIN PROTEASA 

Fig. No. 2: molécula de pro-uPA en la cual se muestra el dominio factor de 

crecimiento, la region kringle y la parte serinproteasa.



El gen que codifica para la expresidn de u-PA se localiza en el cromosoma 10. El u-PA 

de cadena doble esta formado por una cadena ligera (A) con una secuencia de 158 aminoacidos 

(aa) y una cadena pesada (B) de 253 aa ambas enlazadas por un puente disulfuro; un analisis 

de la secuencia primaria de pro-uPA permite la distincian de tres dominios: 

—1 dominio de factor de crecimiento epidérmico.- la secuencia N-terminal de 1 a 48 

muestra cierta homologia con el factor de crecimiento epidérmico. 

El dominio kringle.- pro-uPA contiene un kringle sencillo (secuencia 49-131) et cual 

tiene gran homologia con Jos dos kringles de ATP y los cinco kringles del plasmindégeno. 

El dominio serinproteasa.- esta porcién tiene 253 aa y muestra una importante 

homologia con la cadena B de ATP (45%), plasmina (35%) y calicreina (33%). Los 

tres residuos activos son His-240, Asp-255 y Ser-356 (12). 

La activacién del sistema fibrinolitico es regulada por inhibidores naturales 

(inhibidores de proteasas) estos pueden regular la produccién de plasmina al formar 

complejos inactivos con los activadores de plasmindgeno 6 bloqueando la actividad de 

plasmina también por formacién de complejos (12). Los inhibidores de activadores de



plasminégeno son fos siguientes: el inhibidor de activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) 

es sintetizado en las células endoteliales, el nepatocito, células del musculo liso y también 

se encuentra almacenado en los granulos alfa de las plaquetas reacciona con el ATP de 

una y dos cadenas y con u-PA de cadena doble formando complejos inactivos 1:1 pero no 

reacciona con u-PA de cadena sencilla (12,17,18); el inhibidor del activador de 

plasminégeno tipo 2 (PAI-2) este ha sido purificado a partir del tejido de placenta y es 

también producido por monocitos/macrofagos inhibe eficientemente al u-PA y ATP ambos 

de cadena doble, reacciona muy lentamente con ATP de cadena sencilla y no tiene 

ninguna reaccién con u-PA de cadena sencilla (17,19); la proteasa-nexina 1 es un 

inhibidor de alta especificidad de serinproteasas semejantes a tripsina se sintetiza en los 

fibroblastos, células miocardicas y células epiteliales del rifion, se expresa en la superficie 

de la célula que la produce y al formarse el complejo proteasa nexina-enzima éste se 

introduce en ella (17); por ultimo el inhibidor de C1 el cual es una antiserinproteasa que 

inhibe la actividad del primer componente de! complemento, calicreina, factores de la 

coagulacisn Xla, Xtla y plasmina (12). 

Los inhibidores de la ptasmina son en orden de impontancia los siguientes: la alfa-dos- 

antiplasmina es el inhibidor mas rapido de la misma y se sintetiza en el higado, inactiva 

de forma irreversible a la plasmina formando un complejo bimolecular estable, el enlace 

entre ambos es influenciado por !a disponibilidad de sitios de enlace a lisina sobre la 

plasmina debido a esto la plasmina en solucién es mas rapidamente inhibida que aquella 

que se encuentra unida a fibrina; la alfa-dos-macroglobulina es el segundo inhibidor 

14



fisiolégico en importancia , ante una activacién intensa del sistema fibrinolitico si la alfa- 

dos-antiplasmina se consume antes de que toda la plasmina circulante pueda ser 

neutralizada, la alfa-dos-macroglobulina tiene un papel importante neutralizando el exceso 

de plasmina formando complejos inactivos plasmina/alfa-dos- macroglobulina; el ultimo 

inhibidor es la glicoproteina rica en histidina que es un inhibidor competitivo del 

plasmindégeno reduciendo la unidn de éste a la fibrina (12). 

Recientemente se ha incrementado el interés sobre la participacion de los 

componentes del sistema fibrinolitico pericelular en el proceso de invasién tumoral y 

metastasis, esto se basa en la necesidad de la célula neoplasica migrante a moverse 

através de la barrera de ta matriz extracelular circundante, este proceso se realiza por 

proteolisis de tas proteinas que ja constituyen como son: colagena, ldaminina, fibronectina, 

eflastina, vitronectina y fibrinégeno (11); se cree que la metastasis se lleva a cabo en 

varias fases: 1} desprendimiento de las células malignas a partir de la masa tumoral 

original, 2) disolucién de tas membranas basales subtumorales y de la matriz del tejido 

conectivo intersticial circundante, 3) movimiento através de linfa o vasculatura, 4) 

migracién por medio de las membranas basales, por ejemplo: la membrana basal 

endotelial y 5) desarrollo de una masa tumoral! en un lugar distante secundario (20). En 

varios trabajos de investigacién tanto in vivo como in vitro se ha demostrado el importante 

15



desempefio que tienen los componentes del sistema fibrinolitico en el proceso de 

proteotisis extracelular, estos son en orden de importancia: u-PA, u-PAR, PAI-1 y ATP. 

Respecto al u-PA se ha demostrado una sobre expresion de este en lineas celulares 

neoplasicas y en tumores matignos de mama, colon, prostata, pulmon, pancreas y 

cerebro en donde induce proteolisis de la matriz al activar al plasmindégeno y a otras 

enzimas proteoliticas secretadas ef forma fatente como el grupo de las 

metaloproteinasas las cuales son activadas principalmente por plasmina 

(3,5,6,20,21,22,23). Por otra parte, el u-PA tiene un receptor especifico (u-PAR) que es 

una proteina con un peso molecular aproximado de 55 a 60 KD enlazada a la membrana 

plasmatica celular através de! glucosil-fosfatidilinosito! (GPI}, se encuentra normalmente 

en monocitos, fibroblastos, placenta (24,25) y ademas en una gran variedad de lineas 

celulares de origen neopiasico asi como en varios tumores malignos como el de mama, 

coton, pulm6n, prdstata, a continuacién en la figura No. 3 se presenta ef esquema de la 

estructura de u-PAR: 
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Fig. No. 3: estructura de u-PAR donde se observa su enlace a la membrana 

celular através del GPI.



Actualmente se sugiere que ef u-PAR capacita a la célula tumoral a ejercer una 

proteolisis focal y direccional de la matriz extracelular, siendo el sitio de conversién de 

pro-uPA a u-PA de cadena doble potenciando la proteolisis de la matriz extracelutar 

circundante al tumor (26,27). E] PAI-1 participa en - la neutralizacion de los activadores de 

plasmindgeno en célutas tumorales, inhibicion de ta fragmentacién de la matriz 

extracelular dependiente de plasmina y tiene un importante papel en la proteccién del 

estroma tumoral! de ta autofragmentacién (20,22). 

Dentro de las investigaciones realizadas para determinar la relacién entre la 

concentracién de tos componentes de! sistema fibrinolitico y la malignidad tumoral en 

diversos tipos de cancer estan los siguientes estudios: Det Vecchio S. y colaboradores 

encuentran que los carcinomas de mama tienen 19 veces mas u-PA que fos tumores 

benignos ( malignos: 32.9 + 7.2 ng/mg Prot., benignos: 1.7 + 0.4 ng/mg Prot. 

cuantificados por ELISA ) y 5 veces mas u-PAR ( malignos: 31.38 + 4.32 na/mg Prot. , 

benignos: 6.48 + 1.2 ng/mg Prot., “estudio inmunohistoquimico” ) (6); en el estudio 

realizado por Landau B y colaboradores en tumores malignos de cerebro (glioblastoma 

multiforme) encuentra que el u-PA y el PAI-1 estan significativamente elevados ( u-PA: 

2.86 + 3.01 ng/mg Prot., PAI-1: 8.19 + 5.57 ng/mg Prot., cuantificados por ELISA) en 

comparacién con muestras de cerebro normal donde fueron indetectables (22); Takeuchi 

Y. y colaboradores evaluaron ja expresién de u-PA, PAI-1 y ATP en 97 carcinomas 

pancreaticos donde reportan que el u-PA se expresé en 76 (78%), el PAI-1 en 80 (82.5%) 
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y el ATP en 8 (8.2%) especimenes diagndésticados clinicamente, utilizando un método de 

inmunotincién (20). En todos estos estudios la alta concentracién de u-PA, u-PAR y PAI-1 

en el tumor, esta relacionada a un acortamiento en la sobrevida libre de enfermedad y por 

lo tanto a un pronéstico desfavorable para el paciente; en el caso particular del cancer de 

mama se sugiere que estos tres componentes del sistema fibrinolitico pueden ser 

factores independientes de prondstico para identificar pacientes con alto riesgo de 

recaida. 

Debido a todo to anteriormente mencionado y no habiendo hasta la fecha ningun 

reporte de un estudio de este tipo en la poblacion mexicana se decidio realizar éste, 

determinando marcadores de fibrinolisis en citosol tumoral y plasma de pacientes con 

cancer de mama diagndsticadas clinicamente en estadios tempranos | y Il de acuerdo 

al criterio T N M (tamafio del tumor, estado nodular y extensién general) de la poblacién 

atendida en el Hospital de Gineco Obstetricia del Centro Medico Naciona! “La Raza” con 

el objeto de corroborar la informacién reportada en otros trabajos de investigacién para 

establecer a futuro su importancia en el criterio temprano de manejo terapeutico de estas 

pacientes.



5.0.OBJETIVO. 

Determinar si existe diferencia en los niveles de marcadores de actividad fibrinolitica: 

activador de plasmindgeno tipo urocinasa (u-PA), receptor de activador de plasminégeno 

tipo urocinasa (u-PAR) y complejo activador tisular de plasmindégenofinhibidor de 

activador de plasmindgeno tipo-1 (ATP-PAI-1) en citoso! de tejido tumoral y plasma entre 

un grupo de pacientes con cancer de mama en estadios tempranos ! y il comparado 

contra un grupo control de pacientes con tumores benignos. 
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60.HIPOTESIS. 

Verdadera: 

Los niveles de u-PA, u-PAR y complejo ATP-PAI-1 se encuentran elevados tanto en 

citosol tumoral como en plasma de pacientes con cancer de mama en estadios 

tempranos | y il en comparacién con un grupo control. 

Nula: 

Los niveles de u-PA, u-PAR y complejo ATP-PAI-1 no se encuentran incrementados 

en citosol tumoral y plasma de pacientes con cancer de mama en estadios tempranos | y 

ILen comparaci6n a un grupo control. 
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7.0. MATERIAL Y METODOS. 

7.1. Pacientes y métodos. 

Se realizé un estudio descriptivo, comparativo, abierto y prospectivo. Se incluyeron 

pacientes con sospecha de cancer de mama que ingresaron al servicio de Oncologia del 

Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 3 del Centro Medico Nacional “La Raza” 

tomando en cuenta los criterios que a continuacion se enlistan. 

7.1.1. Criterios de inclusion. 

* Diagnéstico histopatolégico de cancer de mama. 

* Estadio clinico | y ll. 

* No haber recibido previamente quimioterapia y/o radioterapia. 

7.1.2. Criterios de exclusién. 

* Dificultad técnica en la toma de muestras. 

* Fragmento de tumor con un peso menor a 100 mg. 
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Ademas se incluyeron pacientes con diagnéstico de fibroadenoma mamario (tumor 

benigno) como grupo control. 

El periodo de recolecci6n de tas muestras se realiz6 en la fecha del 12-VIII-95 al 4-XI- 

96. 

7.1.3. Analisis estadistico. 

La prueba estadistica que se utiliz6 para el analisis de resultados fue el andalisis de 

varianza ANOVA. 

7.2. Material. 

7.2.1, Material. 

* Mortero 

* Cronometro 

* Tubos de plastico con tapén de rosca de 50 mi 

* Papel parafilm 
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* Barras magnéticas 

* Agitador magnético 

* Hielera 

* Tubos de ensaye 

* Tubos ependorf 

* Cubetas de plastico para lector de ELISA 

* Matraz aforado de 1 fit. 

* Matraz aforado de 50 ml 

* Pipeta automatica de 1 ml 

* Pipeta automatica de 200 microlitros 

* Pipeta automatica multicanal de 200 microlitros 

* Pipeta graduada de 10 ml 

* Pipeta graduada de 1 ml 

* Puntas para pipeta automatica de 1 ml y 200 microlitros 
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* Gradilla 

* Trombotubos 

* Pipetas pasteur 

7.2.2. Aparatos. 

* Refrigerador ( 4°C) 

* Congelador ( -80°C) 

* Lector para placa de ELISA 

* Balanza analitica 

* Centrifuga 

* Ulitracentrifuga 

7.2.3. Reactivos. 

* Kit ELISA u-PA (American Diagnostica Inc.) 

* Kit ELISA u-PAR (American Diagnostica Inc.) 

25



* Kit ELISA complejo t-PA-PAI-1 (Stago) 

* Tritén 100-X 

* Ac. clorhidrico 

* Ac. fosférico 

* Alcohol etilico absoluto 

* Colorante azul Serva 

* Sal tris-(hidroximetil)-aminometano 

* Albumina estandar 

* Citrato de sodio 0.11M 
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7.3. Recoleccién y procesamiento de muestras. 

7.3.1. Plasma. 

  

  
Se recolectaron 5 ml de sangre en dos trombotubos de 2.5 ml c/u usando como 

anticoagulante citrato de sodio 0.11M.   
  

  

Se centrifugé a 3000 rpm/10 min.       

  

Ei plasma se separé y se guardo a -80 °C       

  

Se determinaron niveles de u-PA, u-PAR y complejo ATP-PAI-1 por el método de 

ELISA.     
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7.3.2. Muestra de Tumor. 

  

Se recolecto una muestra de tumor de mama matigno { estadio clinico ty Il) o 

benigno (Fibroadenoma) y se colocé rapidamente en hielo (cada muestra se recolecté 
durante fa cirugia excisional. 

J 

Se elimind la grasa y se hizé un corte para obtener una muestra de 100 a 300 mg. 

4 

Se congeld inmediatamente a -80 °C. 

4 

  

  

    

  

      

  

La muestra congelada fue pulverizada rapidamente en un mortero previamente 

enfriado a -80 °C / 15 min. 

J 

A la muestra pulverizada se le adicioné 9.8 ml de TBS (Buffer Tris salino) y 0.2 

mt de Tritén X-100 al 10%. 

J 

Se agito 12 hrs. a 4 °C y se ultracentrifugd a 100 000 Xg/ 60 min a 4 °C 

4 

  

  

    

        

  

    
El sobrenadante se separé y se congeld a -80 °C 

d 
  

  

Se cuantifico el contenido de proteinas por ei método de Bradford y se ajusto a 

2-4mg Prot, / ml con TBS. 
  

1 
  

  Se determin6 fa concentracion de u-PA u-PAR y complejo ATP-PAI-1 por ef método de 
ELISA    



La determinacién de u-PA, u-PAR y complejo ATP-PAI-1 en plasma y citosol se 

realiz6 por el método de ELISA con equipos comercialmente disponibles. 

7.4. Cuantificaci6én de u-PA. - 

Esta prueba se fundamenta en el empleo de un anticuerpo (Ac) monocional contra el 

u-PA humano, utilizado como anticuerpo de captura. Las muestras se incuban en 

micropozos recubiertos, un segundo Ac biotinilado reconoce fas moléculas de u-PA 

enlazadas. Por adicién de un conjugado enzimatico con peréxidasa de rabano (HRP) se 

completa la formacién dei complejo de deteccién anticuerpo-enzima. La adicién del 

substrato perborato/3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y su reaccién con HRP desarrolla 

un color azul; la sensibilidad se incrementa agregando acido sulfurico para detener la 

reacci6n, formandose un color amarillo. Los niveles de u-PA se cuantifican midiendo la 

absorbancia a 450 nm e interpolando et valor en una curva estandar. 

El u-PA se cuantificd utilizando dos equipos de diferente lote, con un equipo se 

evaluaron 7 pacientes con tumores malignos y 9 con tumores benignos haciendo una 

diluci6n del citosol 1:10 y de plasma 1:20, con el otro equipo se evaluaron 15 pacientes 

con tumores malignos y 7 con tumores benignos haciendo una dilucién del citoso! 1:2 y 

de plasma 1:5. 
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7.5. Cuantificaci6n de u-PAR. 

Esta prueba emplea un anticuerpo policlonal de conejo contra el u-PAR humano como 

Ac de captura. Las muestras se incuban en micropozos recubiertos, un segundo Ac 

biotinilado reconoce las moléculas de u-PAR enlazadas. Por adicién de un conjugado 

enzimatico con peréxidasa de rébano (HRP) se completa la formacién del complejo de 

deteccién anticuerpo-enzima. La  adicién del sustrato —_ perborato/3,3',5,5- 

tetrametilbenzidina (TMB) y su reaccién con HRP desarrolla un color azul; la sensibilidad 

se incrementa agregando acido sulfurico para detener la reaccién, formandose un color 

amarillo. Los niveles de u-PAR se cuantifican midiendo la absorbancia a 450 nm e 

interpolando este valor en una curva estandar. 

u-PAR séfo se evalud en 15 pacientes con tumores malignos y 9 con tumores benignos. 

7.6. Cuantificacién del complejo ATP-PAI-1. 

Se utiliza una placa de plastico recubierta con un anticuerpo monoclonal de raton (anti 

ATP humano), que al incubarse con las muestras, enlaza tos complejos ATP/PAI-1 a la 

placa através del determinante antigénico de ATP. Se adiciona otro Ac conjugado a una 

peréxidasa y se enlaza reconociendo el epitope de PAI-1 formando asi un “sandwich”. La 

perdéxidasa enlazada se revela por su actividad en un tiempo determinado sobre su 
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sustrato (OPD) en presencia de perdxido de hidrégeno, produciendo un cambio de color 

que es directamente proporcional a ta concentracién del complejo ATP-PAI-1 inicialmente 

presente en la muestra. Para calcular !a concentracién se debe medir la absorbancia a 

492 nm e interpolar el valor en una curva estandar. 

—1 complejo ATP-PAI-1 se evalud en 22 pacientes con tumores malignos y 16 con 

tumores benignos. 

3



8.0. RESULTADOS 

8.1. u-PA. 

En las tablas 2 y 3 se reporta la concentracién de u-PA en plasma y citosol 

respectivamente de un grupo de mujeres con cancer de mama en estadios tempranos ty lly 

otro de mujeres con tumores benignos, ambos grupos fueron comparados utilizando el analisis 

de varianza ANOVA hallandose una d:ferencia estadisticamente significativa del contenido de 

u-PA en citosol con una p= 0.02, una concentracién promedio en tumores malignos (n=22) de 

X= 0.78 ng/mg Prot. con un rango de 0 24 a 1.32 ng/mg Prot. y en benignos una (n=16) una 

X= 0.036 ng/mg Prot. con un range de 0 006 - 0.066 ng/mg Prot. 

Respecto al plasma no se encontro diferencia significativa entre ambos grupos: p=0.5, 

una concentracién promedio de u-PA en plasma de mujeres con tumores malignos de una 

X=0.56 ng/ml con un range de 0.49 - 0.63 ng/ml y en plasma de mujeres con tumores benignos 

una X=0.52 ng/ml con un rango de 0.35 - 0.69 ng/ml. 

Es importante mencionar que para realizar el analisis estadistico en el plasma el tamafio 

de las muestras se redujé a una n=16 pacientes con cancer de mama y una n=6 pacientes con 

tumores benignos, esto se debio a que fos plasmas se evaluaron con dos equipos de diferente 

lote y con diferentes diluciones. Con un equipo se evaluaron 7 muestras de pacientes con cancer 

de mama y 9 de pacientes con tumores benignos usando una diluci6n 1:20 siendo la 

concentracién de u-PA indetectable a esta dilucién por lo cual se tomo ta decision de trabajar 

el resto de las muestras a una dilucion 1 5 con el otro equipo, en donde si fué posible cuantificar 

el u-PA en plasma. Para eliminar e) error de haber usado dos diluciones diferentes sdlo se 

tomaron en cuenta fos datos obtenidas con Ia ultima dilucion. 
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TABLA 2. CONCENTRACION DE u-PA EN PLASMA. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      
  

  

  

  

  

          
  

TUMORES MALIGNOS TUMORES BENIGNOS 

PACIENTE No. | ESTADIO (TNM) | u-PA (ng/ml) | PACIENTE No. | u- PA (ng fmt) 

EQUIPO” No. 1 EQUIPO No.1 

1 uB 0.0 1 0.0 

2 1B 0.0 2 0.0 

3 1B 0.0 3 0.0 

4 WB 0.0 4 0.0 

5 "B 0.0 5 0.0 

6 1B 0.0 6 0.0 

7 see 0.0 7 0.0 

EQUIPO No. 2 8 0.0 

8 1B 0.48 9 0.0 

9 (8 0.47 EQUIPO No. 2 

10 WA 0.74 10 a 

1 i) 0.42 1 0.65 

12 HA 0.55 12 0.56 

13 1B 0.76 13 0.70 

14 "6 0.79 14 0.50 

15 WA 0.66 15 0.25 

16 1B 0.48 16 0.44 

17 1B 0.57 

18 6 0.48 

19 UB 0.37 

20 WA 0.51 

21 1B 0.43 

22 1A 0.66 

a= 15 n=6 

X=0.56 R= 0.52 

Rango: 0.49 - 0.63 ng/mi Rango: 0.35 - 0.69ng/mi 

p20.5 p=0.5 
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TABLA 3. CONCENTRACION DE u-PA EN CITOSOL. 

  

TUMORES MALIGNOS TUMORES BENIGNOS 

  PACIENTE No. | ESTADIO (TNM) | u-PA(ag/ing Prot) PACIENTE No. | u-PA(ngimg Prot) 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    
  

  

  

  

  

          
  

EQUIPO No. 1 EQUIPO No. 1 

1 WB 0.0 1 0.0 

2 8 5.3 2 0.0 

3 WB 0.0 3 0.0 

4 1B 0.0 4 0.0 

5 WB 13 5 0.0 

6 WB 1.4 6 0.0 

7 — 1.55 7 0.0 

EQUIPO No. 2 8 0.0 

8 WB 0.05 9 0.0 

9 1B 0.22 EQUIPO No. 2 

10 WA 0.08 10 0.16 

" IB 24 nM 0.04 

12 WA 0.84 12 0.05 

13 1B 0.04 13 0.16 

14 7) 1.55 14 0.07 

15 WA 0.10 15 0.05 

16 WB 0.09 16 0.04 

7 ir) 0.10 

18 18 0.20 

19 a 0.25 

20 IA 7.60 

21 ue 0.14 

22 TA 0.06 

n=22 n=16 

R= 0.78 R= 0.036 

Rango: 0.24 - 1.32 ng/mg Prot. 

p=0.02 

Rango: 0.006 - 0.66 ng/mg Prot. 

P =0.02 
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8.2, Compiejo ATP-PAI-1. 

Ca" malignos = 22, ‘n” benignos = 16). En plasma (tabla 4) no se encontrd diferencia 

estadisticamente significativa det contenido de este complejo entre ambos grupos: se obtuvo una 

P =0.16, una concentracién promedio en plasmas de mujeres con tumores malignos de R=0.16 

ng/mi con un range de 0.89 - 1.23 ng/mi y en plasmas de mujeres con tumores benignos una % = 

0.88 ng/m! con un rango de 0.69 - 1.07 ng/ml. Por otra parte en el citosol de tejido tumoral si hubo 

diferencia estadisticamente significativa con una p = 0.05, una concentracién promedio en 
tumores malignos de X =1.25 ng/mg Prot. con un fango de 0.63 - 1.87 ag/mg Prot. y en benignos x 

= 0.51 ng/mg Prot. con un rango de 0.25 - 0.77 ng/mg Prot. (tabla 5). 

TABLA 4. CONCENTRACION DEL COMPLEJO ATP-PAI-1 EN PLASMA 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    
  

  

  

  

  

            

TUMORES MALIGNOS TUMORES 8SENIGNOS 

PACIENTE No. ESTADIO (TNM)| u-PA (ng/mi) |PACIENTE No. u- PA (ng /mi) 

1 "B 1.42 1 0.58 

2 "B 0.47 2 0.52 

3 WB 1.50 3 0.49 

4 "eB 0.30 4 0.62 

5 nB 0.81 5 0.90 

6 IB 0.66 6 0.54 

7 ~ 0.58 7 05 

& 1B 1.43 8 0.74 

9 1B 1.10 9 0.72 

10 lA 0.99 10 —_ 

1 1B 1.04 1 1.14 

12 A 0.62 12 4.39 

13 le 0.76 13 1.48 

14 uB 1.21 14 1.41 

15 WA 4.04 15 Ww 

16 1B 1.71 16° 4.04 

17 1B 1.38 

18 1B 1.40 

19 UB 1.02 

20 WA 1.10 

21 uB 1.20 

22 (A 150 

n=22 a216 
K = 1.06 R= 0.88 
Rango : 0.89 - 1.23 ng/mi ; P=0.16 Rango: 0.69 - 1.07 ng/ml; p=0.1 
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TABLA 5. CONCENTRACION DEL COMPLEJO ATP-PAI-1 EN CITOSOL 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

  

  

  

  

            

TUMORES MALIGNOS TUMORES BENIGNOS 
PACIENTE No. ESTADIO (TNM) ATP-PAI-1 PACIENTE No. ATP-PAI-1 

({ng/mg Prot.) ngimg Prot. 
1 1B 0.49 if 0.13 

2 uB 7.06 2 0.38 

3 1B 2.05 3 0.53 
4 1B 0.17 4 1.87 

5 ts 1.13 5 0.51 

6 1B 1.75 6 0.33 
7 — 1.2 7 0.21 

8 uB 0.24 8 1.19 

9 BY 0.82 9 0.67 

10 tA 0.25 10 0.18 

"1 1B 1.54 11 0.26 

12 na 1.94 12 04 

13 WB 0.38 13 0.86 

14 16 2.01 14 0.22 

15 HA 0.86 1§ 0.25 

16 18 0.72 16 0.18 

17 HB 0.87 

18 "B 1.03 

19 1B 0.66 

20 aA 0.70 

21 IB 1.00 

22 tA 0.64 

n=22 n=16 

R= 1.25 R=0.51 
Rango : 0.63 - 1.87 ag/mg Prot. 

P= 0.05 

Rango : 0.25 - 0.77 ngfmng Prot. 

P= 0.05 
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8.3. u-PAR. 

{ “n" matignos = 15, “n" benignos = 7) . El u-PAR no fue detectable en plasma (tabla 6) 

pero si en Citosol (tabla 7) aunque no se encontré diferencia Significativa .al comparar ambos 

Grupos por el andlisis estadistico de varianza ANOVA en este se obtuvo una p= 0.18, con una 

concentracién promedio en tumores malignos de 2.58 hg/mg Prot. con un rango de 1.25 - 3.9 

ng/mg Prot. y en tumores benignos una % = 1.2 ng/mg Prot. con un rango de 0.0 - 2.44 ng/mg Prot. 

TABLA 6. CONCENTRACION DE u-PAR EN PLASMA 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

  

  

  

  

          
  

TUMORES MALIGNOS TUMORES BENIGNOS 

PACIENTE No. ESTADIO (TNM) u-PAR ng/ml! =} PACIENTE No. u- PAR ng/ml 

1 we) Oe Tees 

2 16 | wn Qe 

3 Bf wane 3) | weeee 

4 6 oo 4 sete 

§ (Beene a 

6 WS [wee 6 wane 

7 — _ 7 | we 

8 1B 0.0 8 

9 IB 0.0 9 fF seen 

10 ilA 0.0 WO] aeeee 

W Bb 0.0 11 0.0 

12 WA 0.0 12 0.0 

13 1B 0.0 13 0.0 

14 1B 0.0 14 0.0 

15 WA 0.0 15 0.0 

16 uB 0.0 16 0.0 

7 16 0.0 

18 6 0.0 

19 1B 0.0 

20 WA 0.0 

21 "B 0.0 

22 1A 0.0 

n=15 n= 6 
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TABLA 7. CONCENTRACION DE u-PAR EN CITOSOL 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    
  

  

  

  

  

          
  

TUMORES MALIGNOS TUMORES BENIGNOS 

PACIENTE No. | ESTADIO (TNM) uPAR PACIENTE No. u PAR 

ng/mg Prot. ng/mg Prot. 

1 1B — + {ow 

2 1B — 2 = 

3 7) ce 3 — 

4 1s — 4 —— 

5 1B — 5 — 

6 18 — 6 — 

7 ~— c 7 —— 

8 We 0.80 8 — 

9 1B 1.70 9 — 

10 WA 0.56 10 2.26 

1 8 4.99 W 0.82 

12 WA 3.30 12 1.95 

13 re) 5.45 13 3.40 

14 Ws 0.22 14 0.00 

15 A 4.83 15 0.00 

16 Tr) 0.00 16 0.00 

7 WB 7.70 

18 1B 2.84 

19 WB 1.42 

20 WA 0.65 

21 Tr) 0.87 

22 TA 5.73 

n=15 n=7 

R= 2.56 Re12 

Rango : 1.25 - 3.9 ng/mg Prot. 

P=0.175 

Rango : 0 - 1.24 ng/mg Prot. 

P=0.175 

38 

 



9.0 DISCUSION. 

En los ultimos afios se han realizado diversas investigaciones (3, 7, 11, 15) respecto 

al papel que desempefian los componentes del sistema fibrinolitico tales como la 

plasmina, u-PA, u-PAR, ATP PAI-1 y PAI-2 en los procesos de metastasis e invasion 

tumoral donde se ha encontrado que participan en la proteolisis de la matriz extracelular 

facilitando ta migracién de la celula neoplasica. Se sabe que el u-PA junto con su receptor 

localizado en ia membrana plasmatica celular (u-PAR) focalizan dicha proteolisis 

pericelular la cual se puede tlevar a cabo de manera directa por u-PA 0 bien por plasmina; 

ambos (u-PA y plasmina) pueden activar a otras pro-enzimas secretadas en forma latente 

como el grupo de las metaloproteinasas formando un mecanismo de autoamplificacion. 

Retomando la hipétesis mas reciente (11) que explica el proceso de invasion 

tumoral, podemos visualizar en {a figura 4.0 que consta de tres pasos : el primer paso es 

la adhesion de la célula tumoral a la matriz extracelular. Esta adhesién puede estar 

mediada por glucoproteinas como la ldminina o la fibronectina que se unen a receptores 

de la membrana plasmatica de la célula tumoral (fig. 4.1.); en ef segundo paso, después 

de la adhesion, la célula tumorai secreta enzimas proteoliticas o induce la secrecién de 

éstas por las células huesped para fragmentar localmente la matriz (fig. 4.2.) y el tercer 

paso es la locomocién de la célula tumoral a la region de la matriz fragmentada (fig. 4.3.). 

La invasion de la matriz puede ser continua at repetirse estos tres pasos y una vez que 

las células han penetrado en ei estroma, pueden tener acceso a los vasos sanguineos o 

linfaticos to cual les permite invadir un lugar distante secundario (érgano blanco). 
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En investigaciones clinicas y experimentales (4,5,6,11,20,30) se ha correlacionado un 

incremento en citosol y extracto tumoral de los niveles de u-PA, u-PAR y PAI-1 en el 

tumor maligno con un acortamiento de! periodo de sobrevida libre de enfermedad y por lo 

tanto con un pronéstico desfavorable para el paciente en varios tipos de cancer tales 

como el de mama, colon, prostata, pulmén y cerebro. 

En este estudio encontramos que dos de los marcadores de fibrinolisis evaluados u- 

PA y complejo ATP-PAI-1, estan aumentados en el citosol de células de cancer de mama 

con respecto al grupo control, dando una diferencia estadisticamente significativa y 

siendo mayor en cuanto a u-PA. Estos datos estan acorde con fo reportado en otros 

trabajos (3,4,5,6) en donde el u-PA se ha encontrado elevado tanto en citosol como en 

extracto tisular de tumores malignos de mama; entre ellos Foekens y colaboradores 

encuentran un contenido promedio de u-PA en citosol de 671 tumores de mujeres con 

cancer de mama primario de 0.7 ng/mg Prot., siendo muy similar al valor promedio que 

obtuvimos en el grupo de pacientes con tumores malignos de mama de 0.78 ng/mg Prot. 

El aumento de u-PA no fué homogénec en todo el grupo, ni tampoco dependiente del 

estadio de la enfermedad. También se observé que del grupo de pacientes captadas 

aleatoriamente, el 91% fué estadio il y en este; dos pacientes tuvieron un aumento tres 

veces mayor, una 10, cinco 19, una 30 y una 60 veces mas respecto al grupo contro!. En 

lo referente a u-PAR algunos investigadores (6) han encontrado que el aumento de u-PA 

y u-PAR en tumores malignos de mama correlacionan entre si. Nosotros no observamos 

dicha correlacion, sin embargo no es posible dar una conclusién definitiva por el pequefio 

tamajio de la muestra. 
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Para poder definir !o anterior sugerimos aumentar el numero de muestras y 

determinarlo en extracto tisular. Por otra parte, ia elevacién estadisticamente significativa 

del complejo ATP-PAI-1 en et citosol de tumores malignos respecto al grupo contro! es un 

nuevo hallazgo ya que hasta ahora no ha sido evaluado en ningun otro trabajo. Este 

aumento fué independiente de! estadio de la enfermedad y no fué homogéneo en el grupo 

de pacientes con cancer de mama; una paciente fo incrementé 13 veces, nueve tres y 

doce no /o elevaron; estos resultados nos indican que también aumenta la actividad 

fibrinolitica mediada por ATP y sugiere que parte del PAI-1 que se ha reportado 

aumentado en algunos de estos pacientes (9, 20, 22). se utiliza en neutratizar tal actividad 

del ATP y ta! vez {a cantidad restante queda tanto libre o bien hallarse en su forma 

latente. Para realizar una mejor interpretacién de estos resultados sugerimos evaluar 

ademas del complejo ATP-PAI-1, a! ATP y al PAI-1 por el método de ELISA que 

determina tanto la forma unida como la libre, haciéndolo en extracto tisular. 

Se cree que una co-expresién de u-PA, u-PAR y PAI-1, son necesarios para focalizar 

y optimizar la invasividad, asi como también la actividad angiogénica regulada por 

factores de crecimiento entre los que estan: factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF), el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF), ademas también se ha demostrado que el u-PA puede provocar un 

efecto mitogénico directo en ciertas lineas tumorales humanas y puede activar factores 

de crecimiento latentes directamente 0 a través de un mecanismo mediado por plasmina. 

42



En contraste, la expresién de ATP no se ha relacionado a la malignidad tumoral pero 

si se encuentra elevado en cultivos de lineas celulares malignas y en tumores malignos 

como el de mama y pancreas (20). Por otra parte el incremento de PAI-1 y su correlacion 

con un acortamiento en el periodo de recaida y sobrevida libre de enfermedad es hasta 

hoy un motivo de controversia, ya que parece ser incongruente, que el aumento de la 

enzima (u-PA) y su inhibidor (PAI-1) correlacionen con la malignidad tumoral, pues se 

esperaria una inhibicién de la actividad de u-PA, algunos investigadores que han tratado 

de explicar el papel que desempefia el PAI-1 en la malignidad tumoral proponen que el 

PAI-1 interviene de manera importante en la proteccién del estroma tumoral de fa 

actividad proteolitica de u-PA y mas recientemente se ha sugerido que también puede 

estar involucrado en la modulacién del enlace de u-PAR localizado en la membrana 

plasmatica de la célula tumoral a los componentes de la matriz extracelular (fibronectina, 

vitronectina, laminina, etc.) favoreciendo su adhesion (30). Al respecto pensamos que no 

todo el PAI-1 se ocupa en la inactivacion de u-PA sino que una fraccion de éste interactua 

con otros componentes que también se encuentran en la masa tumoral, como por 

ejemplo el ATP en algunas pacientes y tal vez ei PAI-1 restante no sea suficiente para 

neutralizar toda la actividad de u-PA. Por otro lado el pro-uPA no es inhibido por PAI-1, 

pero si puede enlazarse a u-PAR en ja membrana plasmatica de fa célula tumoral en 

donde es activado por plasmina para producir proteolisis pericelular, favoreciendo la 

migracién (fig. 5.0.) 
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Por ultimo, al comparar los tres parametros fibrinoliticos evaluados en tejido tumoral 

maligno observamos que correlacionan entre si solamente en dos casos, en seis soio dos 

de ellos (cinco pacientes tienen elevado et u-PA y el complejo ATP-PAI-1 y una paciente 

el u-PAR y el complejo), en ocho casos hay incremento en uno (dos pacientes elevan u- 

PA, tres el complejo ATP-PAI-1 y tres pacientes aumentan el u-PAR) y en seis casos 

ninguno. 

Haciendo una proyeccién a futuro de lo que podemes esperar en la evolucién de las 

pacientes con cancer de mama, segun los resultados obtenidos y tomando en cuenta los 

mas recientes hallazgos sobre el papel que desempefian los factores del sistema 

fibrinolitico en los procesos de metastasis e invasién tumoral, pensamos que aquellas 

pacientes con u-PA elevado y ei complejo ATP-PAI-1 bajo en citosol tumoral tengan un 

pronostico desfavorable que probablemente se refleje en una recaida temprana, 

indicando también mayor agresividad tumoral; en el caso de las pacientes con elevacién 

del complejo ATP-PA!-1 y u-PA bajo tal vez tengan una mayor sobrevida libre de 

enfermedad, tomando en cuenta la comunicacién verbal! del Dr. Schmit de que un 

aumento del ATP y receptores estrogénicos son de buen prondéstico; en lo que se refiere 

a aquellas pacientes que tienen concentraciones elevadas tanto de u-PA como del 

compiejo ATP-PAI 6 ninguno de ellos creemos que, su evolucion es impredecible. 

También es posible estratificar a las pacientes de acuerdo al tipo de marcador 

fibrinolitico que esta aumentado, la importancia que cada marcador tenga en la sobrevida 

de estas pacientes tendra que ser evaluada en el seguimiento de eltas a largo plazo, el 

periodo de tiempo que proponemos es de 5 afios (periodo marcado en la literatura), hasta 
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ja fecha las pacientes con cancer de mama incluidas en este estudio tienen entre 10 a 19 

meses después de cirugia sin recaida. 
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10.0 CONCLUSIONES. 

En la poblacién mexicana estudiada se confirma que en el citosol tumoral de mujeres 

con cancer de mama en estadios tempranos i y il se encuentran elevadas 

significativamente las concentraciones de u-PA y complejo ATP-PAI-1 respecto a un 

grupo control (tumores de mama benignos), en cuanto a u-PAR no encontramos 

diferencia significativa, aunque debemos tomar en cuenta que el numero de muestras fué 

pequeno. 

En plasma no hay diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos en lo 

que se refiere a u-PA, complejo ATP-PAI-1 y u-PAR. 

No hay un incremento homogéneo de los tres factores fibrinoliticos evaluados en el 

citosol tumoral de mujeres con cancer de mama, de acuerdo a esto es posible estratificar 

a las pacientes segun el marcador fibrinolitico que tengan elevado para hacer una 

proyeccién a futuro de su probable evolucién. Para corroborarlo se dara seguimiento a 

largo plazo de las pacientes en un periodo de tiempo de 5 afios, verificando asi el valor 

pronéstico de los marcadores fibrinoliticos determinados, hasta la fecha las pacientes 

tienen entre 10 a 19 meses después de cirugia sin recaida. 
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