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Resumen

La incidencia de tumores epiteliales ginecoldgicos y
su diagndstico en etapas avanzadas ocasionan
dafios fisicos, impactan en la salud reproductiva y
producen afectaciones psicolégicas en las mujeres.
Reducir el tiempo de su deteccién constituye un
gran reto para la Salud Publica. El conocimiento y
validacion de diversos métodos enzimaticos de
estudio, aplicados a la patologia tumoral, permitira
la integracién de cada resultado al entramado de
reacciones, mecanismos de reconocimiento
molecular y celular, asi como de las vias de
sefalizacién, Utiles para la comprension de la
enfermedad y sus mecanismos diagndsticos vy
terapéuticos. La determinacién de la actividad de las
enzimas metalo-éxidorreductasas en suero es una
tentativa para la implementaciéon de biomarcadores
liquidos para el diagndstico temprano y el pronéstico
de tumores ginecolégicos. El objetivo del presente
trabajo es la recopilacién de informacidn actualizada
acerca de los biomarcadores enzimdticos para la
prediccion, diagndstico y seqguimiento de los
tumores epiteliales ginecoldgicos.

Palabras clave: biomarcadores de tumor, enzimas,
diagnostico, carcinoma, neoplasias de los genitales
femeninos

Abstract

The incidence of gynecological epithelial tumors and
their diagnosis in advanced stages cause physical
damage, impact on reproductive health and produce
psychological effects in women. Reducing the time
of its detection constitutes a great challenge for
public health. The knowledge and validation of
various enzymatic study methods, applied to tumor
pathology, will allow the integration of each result
into the network of reactions, molecular and cellular
recognition mechanisms, as well as signaling
pathways, useful for understanding the disease and
its diagnostic and therapeutic mechanisms. The
determination of the activity of
metallo-oxidoreductases enzymes in serum is an
attempt to implement liquid biomarkers for the early
diagnosis and prognosis of gynecological tumors.
The aim of the research is the compilation of
updated information about enzyme biomarkers for
the prediction, diagnosis and follow-up of
gynecological epithelial tumors.

Key words: biomarkers tumor, enzymes, diagnosis,
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INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas que enfrenta el
mundo moderno es la lucha contra el cancer,
debido a su alta incidencia y los altos indices de
mortalidad. Cuba se suma a las estadisticas y
Villa Clara es una de las regiones mas
representativas.'®

En Cuba, las tasas mas elevadas de incidencia de
tumores ginecoldgicos en las mujeres son las
localizaciones de mama, cuello uterino, cuerpo
uterino y ovario. Dentro de las tasas de
mortalidad por tumores ginecoldgicos,
sobresalen mama, otras partes del Gtero y cuello
de Utero, superiores a nueve por cada 100 000
habitantes. Por tales motivos, uno de los grandes
retos de la Salud Publica en Cuba es reducir el
diagndstico tardio del cancer, lo que conlleva a la
generacion de estrategias para mejorar el
diagnéstico y reducir la mortalidad.

Ante esta problemética de salud, con el interés
de apoyar el diagnéstico y en un futuro poder
identificar algunas dianas terapéuticas, surge
entonces el grupo inNOVAcEnz.®? Este grupo
gerenciado desde el Departamento de
Investigaciones Biomédicas, de la Direccién de
Ciencia e Innovacién Tecnolégica de la
Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara se
ajusta al nuevo concepto de
Universidad-Empresa construida en colectivos
cientificos, con propuestas novedosas y que ha
protegido sus innovaciones.®

Las enzimas metalo-6xidorreductasas como la
ceruloplasmina, catalasa, mieloperoxidasa y la
superoxido dismutasa, se vinculan al estrés
celular generalizado (estrés oxidativo, hipoxia,
xenobidticos enddgenos); se relacionan a
mecanismos de activacion de macréfagos,
neutrofilos y factor de crecimeinto derivado de
plaquetas (via EGF) (por sus siglas en inglés), la
produccién de citoquinas IL-1, IL-6, IL-8, la
activacion de algunas metaloproteinasas de la
matriz extracelular y condicionan la activacién de
las siguientes vias de sefalizacién en células
madre y cancerigenas.”

Las ciencias 6micas tienen gran importancia para
el hallazgo de biomarcadores de céancer y se
describen los vinculos de algunas
metalo-6xidorreductasas con el céancer.
Respaldado por elementos de enzimologia
experimental, de modo que ilustren las
potencialidades docente-investigativas en torno
a estos temas, en nuestra universidad, que

pueden de hecho, hacerse extensivos a otras
instituciones.

La patogénesis del cdncer ginecoldgico todavia
continda en estudio. No se dispone de
marcadores de diagndstico temprano
suficientemente validados en series clinicas;
estos serian Utiles en el cribado, para identificar
los pacientes con enfermedad aln asintoméatica o
incluso en pacientes con riesgo alto de
desarrollar un cancer ginecoldgico en el futuro,
gue requieran un seguimiento estrecho.

Basado en que el cdncer es una enfermedad
compleja, de dificil manejo y su incidencia
continda en ascenso, se realizd esta revisién
bibliografica sobre biomarcadores enzimaticos,
porque se hace necesario desarrollar otras
herramientas Utiles para fortalecer los medios
diagnésticos disponibles que ayuden a la
prediccién, diagndstico y seguimiento de
pacientes con tumores epiteliales. {Constituyen
la ceruloplasmina y las metalo-6xidorreductas
biomarcadores de prediccién, diagndstico y
prondstico en pacientes con tumores epiteliales
de diferentes localizaciones?

En las investigaciones traslacionales del Grupo
inNOVACEnz'? se proponen evaluar a las
metalo-6xidorreductasas, como posibles
biomarcadores para la prevencion, diagndstico y
prondstico de tumores epiteliales de diferentes
localizaciones (tumores ginecoldgicos).

Metodologia

Se utilizaron distintas bases de datos: PubMed,
SciELO y otros buscadores como Free Medical
Journals, Pubmed Central, Ebsco e Hinari, aunque
también utilizaron otros sitios de internet: Google,
Google Académico. Los términos de busqueda
fueron: biomarcadores, investigacién traslacional,
métodos enzimaticos, cancer de ovario, cancer
de cérvix, metabolémica, proteémica, enzimas
metalo-6xidorreductasas, ceruloplasmina,
mieloperoxidasa, ceruloplasmina, catalasa,
combinados con biomarcador precoz, diagndstico
y prondstico. Se realizé una revisién bibliografica
con el objetivo de definir el concepto de
biomarcadores tumorales, asi como una revisién
ampliada de marcadores de las enzimas
metalo-éxidorreductasas como promisorios
biomarcadores de cancer ginecoldgico en la
practica clinica actual para la prevencién,
diagndstico y seguimiento, asi como de las
posibilidades en un futuro de utilizar estas
enzimas como dianas terapéuticas.
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Basado en estas revisiones, se realizé el disefio
de una investigacion traslacional,
multidisciplinaria, multicéntrica, donde serian
caracterizados los pacientes de Villa Clara en
funcién de un grupo de biomarcadores que
permitiran conocer el papel que juegan las
metalo-6xidorreductasas en la patogenia,
diagndstico y prondstico de diferentes canceres
de origen epitelial en cualquier estadio de la
enfermedad. Validar los métodos de ensayo de
las metalo-6xidorreductasas en muestras de
suero, plasma y medio intrahematico, ademas
validar los métodos histoquimicos vs.
inmunohistogquimicos disponibles y de referencia.

Métodos enzimaticos estandarizados en suero

En el Laboratorio de Bioquimica de Proteinas del
Departamento de Investigaciones Biomédicas se
desarrollé la validacion de los métodos
ceruloplasmina (CP), mediante su actividad
ferroxidasa con Fe 2+); también serdn validados
los métodos de la catalasa (CAT), mediante la
formacion de complejos peroxomolibdicos; de la
superéxido dismutasa (SOD), por auto-oxidacion
de la hematoxilina; y de la mieloperoxidasa
(MPO), utilizando como sustrato la o-dianisidina.
Estos métodos, ademads, fueron implementados
en las practicas de laboratorio correspondientes
al médulo, enzimas, que integra el curriculo de
los residentes de bioquimica clinica.

Novedad del método (CP) Actividad ferroxidasa

con Fe 2+):

La novedad del método radica en que mide la
cantidad y la actividad de la enzima, mayor
sensibilidad (de 10 a 15 veces mayor), es un
método rapido, inocuo, permite la modelacion de
estudios cinéticos y el acercamiento a los
mecanismos de accién.

Los tiempos de tomas de muestras serdn: al
diagnéstico, al mes de terminado el tratamiento
monoespecifico y a los 6 meses de terminado
este tratamiento.

Métodos histoquimica enziméatica propuestos

Coloracién con azul TURNBULL (Fe3+) y la
coloracion por método PEARL (Fe2+) para medir
la expresién de la actividad ferroxidasa de la
ceruloplasmina en tejido tumoral, para detectar
la expresion de la mieloperoxidasa y las trampas
extracelulares de neutréfilos se empleara
coloracién con bencidina y la convencional
eosina/hematoxilina para la cloracién vy

tipificacién de los leucocitos. Serad evaluado
también el infiltrado leucocitario en el tumor y en
la zona peritumoral.

De conjunto, se evaluaran los patrones de
metal-6xidorreductasas y su correlacién con los
biomarcadores humorales y citohistolégicos ya
establecidos, de modo que permitan
complementar y reforzar el diagndstico y
prondstico de los tumores epiteliales.

DESARROLLO

Biomarcadores

En oncologia, es una premisa, encontrar un
biomarcador ideal que sea util para diferentes
objetivos: prevencién, deteccién tumoral y
recaida, diagnéstico, prediccion de la evolucién,
prondstico, y de la respuesta al tratamiento
individualizado e inclusién en ensayos clinicos,
que sea facil de obtener y de medir, no muy caro,
no invasivo, preciso y que muestre alta
sensibilidad y elevada especificidad.®”

El trabajo con biomarcadores trae consigo
muchas ventajas practicas, como es el hecho de
gue puedan ser detectados en fluidos, es decir,
puedan ser obtenidos de una forma
minimamente invasiva. Ademas, estos ensayos
son relativamente econémicos comparados con
procedimientos radioldgicos, histoldgicos y
endoscépicos usualmente empleados en los
hospitales, pero deben ser utilizado combinados
con estos examenes.

La tendencia actual va encaminada a desarrollar
la medicina de precisién que pretende identificar
qué aproximacion diagndstico-terapéutica sera la
mas efectiva y en qué pacientes, basados en los
conocimientos moleculares, por medio del
diagnédstico clinico (aproximacion clinica) -
diagndstico patoldgico (aproximacion patoldgica)
y el diagndéstico molecular (oncologia de
precision) para realizar oncologia personalizada.®

Aunque existen decenas de marcadores que
estan siendo estudiados para el diagndstico,
seguimiento y prondstico de los distintos tumores,
ninguno ha demostrado suficiente evidencia para
recomendar su uso rutinario en cualquier cancer
y sus etapas, debido a que muchos de estos
también pueden verse alterados en patologias
benignas o fisioldgicas del ser humano.®

El verdadero valor clinico en ginecologia reside
en el seguimiento de las pacientes, tanto para
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detectar una recidiva temprana como para
evaluar la efectividad del tratamiento. En general,
los marcadores tumorales y los marcadores
biolégicos pueden ser la clave para reducir la
mortalidad por cancer a nivel mundial.

Principales metalo-6xidorreductasas promisorias
como biomarcadores de cancer

Aunque los procesos bioquimicos suelen
integrarse en un sistema biolégico, se analizaran
separadamente algunas metalo-enzimas cuya
actividad oxidativa se modifica con el cancer.

La mieloperoxidasa (MPO) es la reina de la
familia de las peroxidasas. Estd localizada en los
neutrdfilos y monocitos de mamiferos. Cataliza la
oxidacién del cloruro y reduccién del peréxido de
hidrégeno (H,0,) para formar el acido hipocloroso
(HOCI), una especie reactiva del oxigeno que
juega un rol citotdxico contra bacterias y virus en
sitios de inflamacién y en los fagosomas.”’ Las
evidencias entre las relaciones de la MPO, la
inflamacién y el cancer van en crecimiento. Es
uno de los componentes clave de las llamadas
trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) (por
sus siglas en inglés). Las NETs son formadas
durante la muerte celular especifica de los
neutrdfilos, caracterizado por la liberaciéon de
cadenas de ADN asociadas con histonas y otras
20 proteinas.®?

Por otra parte, la ceruloplasmina (CP) es una
enzima multifuncional: ayuda a la transferrina a
unir hierro, al cual oxida desde Fe?* a Fe’*,
mediando su actividad ferroxidasa,
complementada con otra actividad oxidasica
hacia numerosas aminas aromaticas y fenoles.
Elevados niveles se encuentran en varias
enfermedades, entre las que se distingue el
cancer.©

La catalasa (CAT) es la segunda actividad
enzimatica mas abundante (después de la SOD),
la cual atenua los niveles de EROs que
acompafan a diversos desdérdenes patoldgicos
como el cancer.®

Otra de las metalo-oxidasas es la superdxido
dismutasa (SOD), wuna familia de
metalo-isoenzimas que contienen cobre, zinc,
manganeso o hierro; catalizan la conversién del
anion superoxido en H,0,y O, de ahi que sea
considerada una enzima antioxidante
“barrendera”.®:1?

Ademas de las enzimas mencionadas

anteriormente, existe otro grupo de proteinas
que logran relacionar la infeccién, la inflamacién
y otros multiples procesos como las neoplasias.
Entre estas se encuentran la proteina C reactiva,
la a-1 glucoproteina &cida, la albumina, la
transferrina y la propia ceruloplasmina,
denominadas todas reactantes de fase aguda.

Métodos enzimaticos estandarizados

En las pacientes con céncer ginecoldgico, se
evaluardn los biomarcadores enzimaticos en
suero, utilizando métodos enzimaticos
estandarizados como:

Catalasa: método discontinuo,
espectrofotométrico, por formacién de complejos
peroximolibdicos.?

Ceruloplasmina: método discontinuo,
espectrofotométrico, con medicién de la
actividad ferroxidasa por formacién de complejos
isotiocianicos.

Superéxido dismutasa: método continuo,
espectrofotométrico por inhibicion de la
autoxidacién de la hematoxilina.

Mieloperoxidasa: método continuo,
espectrofotométrico por oxidaciéon de la
o-dianisidina.*?

Para evaluar el infiltrado leucocitario en el tumor
y en el tejido normal adyacente, se utilizan
marcadores histoquimicos (HQ). Se utilizaran dos
propuestas innovadoras de métodos
histoenzimaticos:

Ceruloplasmina: familia de p-fenilendiaminas,
o-dianisidina y Azul de Turnbull/Pearl.

Mieloperoxidasa: H202/guayacol u o-dianisidina.
Superéxido dismutasa: guayacol/vitamina E/luz
UV es una adaptaciéon del método de Beyer y
Fridovich.®®

Actividad mieloperoxidasa en neutrdéfilos. Tincion
en sangre“® y tejido.

La determinacién de MPO en neutréfilos se
realiza por el método de Graham. Esto permite
evaluar en mejor grado la expresién de MPO de
los neutréfilos.*

Existen diferentes enfoques y métodos para
medir el estrés oxidativo en muestras de
pacientes con cancer. Se realizé una revisién de
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los diferentes biomarcadores utilizados dentro de
ellos, la catalasa, superéxido dismutasa,
ceruloplasmina mielopoxidasa con resultados
similares a los reportados en los estudios
descritos con anterioridad. Actualmente existen
diferentes métodos y mucha variabilidad de los
datos entre los diferentes laboratorios. Por lo que
sugieren un meta-analisis de multiples estudios
relacionados con el estrés oxidativo.?”

Metalo-6xidorreductasas como biomarcadores

o« Biomarcadores para la deteccién precoz del
cancer de ovario.

Las células cancerosas estan sometidas a estrés
oxidativo intrinseco, que altera su actividad
metabdlica y reduce la apoptosis. Se ha
demostrado que el cancer de ovario epitelial
manifiesta un estado prooxidante persistente,
como lo demuestra la regulacién positiva de
varias enzimas oxidantes, clave en los tejidos y
en las células del carcinoma ovarico epitelial.
(EOC) (por siglas en inglés).*

El descubrimiento de la expresién de MPO en
células y tejidos ovaricos del EOC fue
sorprendente porque solo se expresa en células
de origen mieloide. Curiosamente, se informd
que la combinacién de MPO sérica y hierro libre
podria servir como biomarcador para la
deteccién precoz del cancer de ovario.®® Aln no
se ha desarrollado un método de deteccién
robusto basado en perfiles moleculares para el
cancer de ovario, porque la enfermedad presenta
una amplia gama de variaciones morfoldgicas,
clinicas y genéticas durante su progresién.*®
Ademas, la combinacién de niveles séricos de
MPO y hierro con los mejores biomarcadores,
mediante la creacién de un modelo de regresion
logistica, demostré que pueden aumentar los
valores predictivos generales. En conjunto, la
MPO sérica y el hierro libre tienen un papel en la
fisiopatologia del cancer de ovario, lo que los
califica que pueden para como biomarcadores
para la deteccion temprana y el prondéstico del
cancer de ovario."*”

o Metalo-6xidorreductasas como biomarcadores
diagnoéstico y prondstico

En pacientes con cancer de cérvix en etapas
primarias, I, Il, lll, y en etapas avanzadas, fueron
evaluados los niveles de ceruloplasmina en suero,
observandose un incremento de los niveles de
ceruloplasmina, comparado con el grupo de
voluntarios sanos. Estos niveles se incrementan

gradualmente con la invasién de la enfermedad.
Ademas, se observé una significativa elevacion
de la concentracién de ceruloplasmina durante el
tratamiento con quimioterapia comparado con
los niveles al diagnéstico.*®

En este estudio también se evaluaron los niveles
de ceruloplasmina en pacientes con cancer de
ovario, evidenciandose significativa disminucién
de los niveles de ceruloplasmina antes de la
quimioterapia, comparado con los niveles de
ceruloplasmina después del tratamiento,
concluyendo que los niveles de ceruloplasmina
se elevan concurrentemente con la progresion de
la enfermedad, motivo por el cual puede ser
utilizada la CP como biomarcador pronéstico.®®

El estrés oxidativo juega un rol importante en la
patogénesis del cdncer de ovario. El estudio
preliminar mostré que el polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP) en catalasa estd fuertemente
asociado con peor sobrevida en pacientes con
cancer de ovario. Fue identificado como predictor
de sobrevida."”

Se han identificado numerosos SNP asociados
con el cambio de funcién en enzimas
antioxidantes que incluyen CAT, GPX1, GSR, y
SOD2. Ademas, se ha informado de la asociacidn
entre polimorfismos genéticos en genes con
actividad antitumoral y aquellos implicados en el
ciclo celular en el cancer de ovario."” Las células
EOC quimioresistentes manifestaron niveles
elevados de CAT, GPX e iNOS y niveles reducidos
de GSR, SOD y NAD (P) H oxidasa en
comparacion con sus homdlogos sensibles.”

Este concepto fue confirmado por la observacién
de que la induccién de mutaciones puntuales en
células EOC sensibles aumentaba su resistencia
a la quimioterapia. Ademas, una combinacién de
antioxidantes con quimioterapia sensibilizé
significativamente a las células a la
guimioterapia. La identificacién de objetivos para
la quimioresistencia con biomarcador y/o
potencial de deteccién tendrd un impacto
significativo para el tratamiento de esta
enfermedad.®”

En otro estudio, realizado en cancer de ovario, se
demostré asociacion del polimorfismo del gen
catalasa C262T con riesgo incrementado de
cancer de ovario."®

En pacientes con cancer de ovario se observaron
niveles significativamente elevados de
ceruloplasmina (CP) en suero, sugiriendo que
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pudiera ser utilizado como un biomarcador para
el cribado, diagndstico y monitoreo de cancer de
ovario, mientras que los niveles de la superéxido
dismutasa se encontraban disminuidos.®

Un estudio documentd un nuevo camino para
evaluar el cancer de ovario, identificdndose como
biomarcadores los niveles elevados de
ceruloplasmina (CP) y de a-2 macroglobulina en
suero.

Una significativa asociacion entre la baja
expresién de la concentraciéon de la enzima
superéxido dismutasa (EcSOD) con una
reduccién de la supervivencia de pacientes con
cancer. Sugiere ademas, que la pérdida de la
regulacién redox extracelular es promotora de un
microambiente propicio para la progresién del
cancer.®

La sobreexpresién de EcSOD inhibe el
crecimiento tumoral y las metdstasis, lo que
indica su papel como supresor tumoral. Esta
revision se centra en la comprensién actual de
los mecanismos de desregulacién y la funcion
supresora de tumores de la EcSOD en el cancer.?

En mujeres con diagndstico de atipias celulares y
neoplasia intraepitelial cervical Grado I (NIC I) se
determinaron los niveles de actividad enzimatica
superdxido dismutasa y catalasa. En el grupo de
pacientes con NIC | se evidencié una disminucién
estadisticamente significativa de SOD y CAT, lo
cual podria considerarse un cofactor importante
en la progresién de las lesiones en el cérvix
uterino.®V

Si bien este tipo de lesién se considera un
estadio precoz de la enfermedad, que puede
regresar espontaneamente hacia la curacién, es
importante referir que las ERO pueden contribuir
a la persistencia del VPH y progresion a lesiones
de alto grado. El desbalance a favor de los
pro-oxidantes podria conllevar a modificaciones
en importantes biomoléculas que causan dafo y
muerte celular.??

Al concluir esta investigacién traslacional se
podran obtener impactos cientificos relevantes
como al disponer de biomarcadores predictivos
de diagndstico y prondstico, se podrian
esclarecer los mecanismos fisiopatoldgicos que
implican dichas enzimas en el cancer en los
diferentes estadios del cancer, la creacién de un
panel de metalo-6xidorreductasas para
complementar y reforzar el diagndstico
histopatolégico del cadncer y pudiera constituir

una brecha para el tratamiento del céncer
tomando como dianas farmacoldgicas las
metalo-éxidorreductasas.

CONCLUSIONES

Los tumores ginecoldgicos tienen mal pronéstico
debido a que muchas veces se detectan
tardiamente. Por tal motivo, es importante
encontrar biomarcadores enzimaticos tempranos,
asi como biomarcadores e histoquimica
convencional que refuercen el diagnéstico y
permitan un adecuado seguimiento desde
multiples perspectivas. El estudio de los genes
ha tenido muchos seguidores, pero el analisis de
la expresiéon de proteinas y sus niveles de
actividad en biofluidos y tejidos, avanza a pasos
agigantados. Las enzimas, al ser mediadores de
la mayoria de las reacciones metabdlicas, se han
estudiado desde todos los perfiles “émicos” por
ser en el metabolismo tumoral y su
microambiente, donde convergen eventos como
glucélisis anaerobia, hipoxia, estrés oxidativo e
inflamacion. Las recomendaciones se basan en la
inclusion de paneles enzimaticos en el
diagnéstico y prondstico de tumores
ginecoldgicos, pues potencian la sensibilidad y
especificidad clinica de los ensayos. Estas son
tematicas de primer orden en el abordaje de esta
entidad patoldgica.
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