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RESUMEN

Introduccién.

Se conoce que el cancer de mama es la primera causa de muerte por neoplasia
en mujeres, en México y en el mundo, siendo la mayoria de casos detectados en
etapas clinicas avanzadas, ofreciendo menores opciones terapéuticas y dando un
peor pronostico. El Ly6G (Antigeno leucocitario 6 complejo locus G6D) es un
antigeno de diferenciacion ligado a glicosilfosfatidilinositol (GPI), de 21-25 kD que
se expresa en neutrofilos de manera transitoria durante su desarrollo en la médula
Osea. La expresidn de este antigeno en neutrofilos periféricos se correlaciona
directamente con el nivel de diferenciacion y maduracion de la célula. Este sello
distintivo hace que Ly6G sea un buen marcador para estas poblaciones celulares
inmaduras. Actualmente se estudia su relacién en cancer debido a sus acciones
protumorales. Objetivos. Determinar la asociacion entre la inmunoexpresion
tumoral de Ly6G con la presencia de ganglios linfaticos positivos en pacientes con
carcinoma de mama. Disefio de estudio: Transversal retrospectivo. Material y
métodos. Se obtuvieron productos de mastectomia con diseccién axilar del 1ro de
enero de 2019 al 31 de diciembre de 2022 con diagnostico histopatolégico de
carcinoma de mama con ganglios linfaticos positivos y negativos. Se evaluo el
material y se seleccionaron los bloques para realizar el estudio de
inmunohistoquimica con la evaluacion de los criterios histoldgicos de carcinoma de
mama, categorizando los resultados en positivos y negativos. Resultados. Se
analizaron 129 casos, de los cuales el 100% (129 casos) resultaron negativos a la
inmunoexpresion de Ly6g. Conclusiones. El empleo del anticuerpo de
inmunohistoquimica Anti-Ly6G en nuestros casos seleccionados, no fue util en la
identificacion de neutréfilos protumorales. No fue posible establecer la asociacidon
entre la inmunoexpresion Ly6G en neutrdéfilos intratumorales con la presencia de

ganglios linfaticos positivos en pacientes con carcinoma de mama.
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BRCA-1: Breast cancer 1 gen supresor de tumores.
BRCA-2: Breast cancer 2 gen supresor de tumores.
ROS: Especies reactivas de oxigeno.

NETs: Redes extracelulares de DNA.

NETosis: Muerte celular por liberacion de redes extracelulares de DNA.
DNA: Acido desoxirribonucleico.

NE: Elastasa de neutrdfilo.

MPO: Mieloperoxidasa.

MMP-9: Metaloproteinasa de matriz 9

CG: Catepsina G

PR3: Proteinasa 3.

TANs: Neutrdfilos asociados a tumor.

HDN: Neutréfilos de alta densidad.

LDN: Neutrdéfilos de baja densidad.

N1: Neutrdfilos tipo 1.

N2: Neutrdfilos tipo 2.

NK: Natural Killer

Ly6G: Antigeno leucocitario 6 complejo locus G6D.
GPI: Glicosilfosfatidilinositol.

kD: Kilodalton.

mRNA: Acido ribonucleico mensajero.

CXCL2: Proteina inflamatoria de macréfagos 2-alfa.
G-CSF: Factor estimulante de colonias granulociticas.
ICAM-1: Molécula de adhesién endotelial.

VCAM-1: Proteina de adhesion de células vasculares.
IL-1b: Interleucina 1 b.

PAD4: Proteina arginina-deiminasa tipo IV.
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ANTECEDENTES.

Cancer de mama en México

En México, el cancer de mama es la neoplasia maligna que ocupa el primer lugar
en incidencia (29,929 casos por 100,000 habitantes), prevalencia (99,288 casos
en 5 afnos) y mortalidad (7,931 casos por 100,000 habitantes).(1) La distribucion
por entidad federativa de los nuevos casos de cancer de mama en mujeres de 20
afnos o mas en 2019, muestra que Morelos (151.94 por cada 100 mil mujeres de
20 afios o mas), Colima (139.62) y Aguascalientes (66.64) son las entidades con
las tasas mas elevadas. Las entidades con las menores tasas (de 9.29 a 13.64)
son Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Yucatan, Campeche, Colima, Guerrero,
Morelos, Hidalgo, Tabasco.(2) En mas de la mitad de casos, no se logra identificar
algun factor de riesgo que no sea el sexo (mujer) y la edad (mayores de 40 afios).
Ciertos factores aumentan el riesgo de cancer de mama, como la edad mayor, la
obesidad, el alcoholismo, los antecedentes de exposicion a la radiacion,
reproductivos (menarca, paridad, lactancia), el tabaquismo y la terapia hormonal.
Los antecedentes familiares de cancer de mama, se asocian a mutaciones en
BRCA-1 y BRCA-2, sin embargo la mayoria de las mujeres diagnosticadas, no

tienen antecedentes familiares de cancer de mama.(3)

Fisiopatologia del cancer de mama

El cancer de mama surge de las células epiteliales de los conductos (85%) o
l6bulos (15%) en el tejido glandular de la mama. Cuando el crecimiento neoplasico
se limita al conducto o I6bulo se denomina carcinoma in situ, donde generalmente
no causa sintomas y tiene un potencial minimo de diseminacion (metastasis).

Los carcinomas infiltrantes pueden evolucionar de un carcinoma in situ, o
desarrollarse de manera independiente, e invadir el tejido mamario circundante, y
diseminarse a los ganglios linfaticos cercanos (metastasis regional) o a otros
organos del cuerpo (metastasis a distancia), confiriéndole un mal prondstico a las

pacientes.(3)

1
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El cancer de mama es curable en aproximadamente 70 a 80% de las pacientes
con enfermedad no metastasica. El cancer de mama con metastasis en 6rganos

distantes se considera incurable, aun con las terapias actualmente disponibles.(4)

Enfermedad metastasica

Es la diseminacion sistémica de células neoplasicas que se alojan en un 6rgano
distante, y es responsable de mas del 90% de las muertes relacionadas con
cancer.(5) En la evolucion que siguen las células tumorales para producir
metastasis, se requiere de un microambiente tisular propicio, en el que diferentes
tipos celulares, incluidos fibroblastos, células del sistema inmune, células
endoteliales, asi como la matriz extracelular, interaccionen entre ellas, mediante

moléculas de sefalizacion y enzimas, que permitan la progresion tumoral.

De las células inmunitarias que participan en la progresion de metastasis, los
neutroéfilos han sido de gran interés en esta linea de investigacion. Los neutrofilos
son los leucocitos mas abundantes en el cuerpo humano, y son esenciales en la
respuesta inmune. (6) Los mecanismos que utilizan comunmente los neutrofilos
para la defensa del cuerpo contra los diferentes microorganismos son; la
fagocitosis, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la liberacion
de redes extracelulares de DNA (NETs).(7)

Redes extracelulares de DNA de Neutréfilos (NETs)

Las NETs fueron descritas por primera vez en 2004, como un mecanismo
novedoso de muerte celular programada, que se caracteriza por la desintegracion
de la membrana nuclear, combinando los componentes nucleares (DNA e
histonas) y citoplasmicos (granulos), incitando la formacién y liberacion de redes
de DNA al espacio extracelular, mediante la rotura de la membrana celular
plasmatica, con el fin especifico de atacar microorganismos.(8) Actualmente se
conocen a detalle los componentes de estas redes, que se liberan como una
estructura tridimensional constituida por fibras de 15-17nm formadas por DNA e

histonas H1, H2A, H2B, H3, y H4, asi como proteinas granulares incluyendo

12
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elastasa de neutrofilo (NE), mieloperoxidasa (MPO), metaloproteinasa de matriz 9
(MMP-9), calprotectina, catepsina G (CG) y proteinasa 3 (PR3). Las mitocondrias

también son un recurso para la formacién de redes de DNA.(9)

La NETosis se ha encontrado implicada en diferentes enfermedades como: cancer,
enfermedad arterial y venosa (trombosis),(10) enfermedades autoinmunes (artritis
reumatoide y lupus), preeclampsia, enfermedades inflamatorias crénicas e infarto

miocardico.(11) (12) (13)

Antimicrobial
peptides pe ®

Pathogens DNA

Activated| PMA + citrullinated
platelets Calono histones

ANCAs / ROS N\

b NE "y Activation &4
‘ @ \ \ P v J Histone

Oy /Hifone
citrillination

Neutrophilic Adhesion/Chemotaxis Delobulation of the nucleus Mixing of cytoplasmic Release of NETs
granulocyte Loss of adhesion and nuclear content

Dissolution of nuclear Expansion of DNA

and granular membranes

Figura 1. Secuencia de eventos desencadenados mediante la interaccién de distintas
moléculas, en la formaciéon de NETs (esquema simplificado).

NETosis como promotor de crecimiento y progresién en cancer

Entre las diferentes poblaciones de células del sistema inmune adaptativo, los
neutréfilos han surgido como células importantes en el microambiente tumoral,
dada su heterogeneidad y plasticidad.(14) Estos leucocitos, que alguna vez fueron
descritos como un indicador de los efectos secundarios de la quimioterapia, y
donde la principal prioridad era evitar su agotamiento, ahora se reconocen como

capaces de promover la progresion de metastasis en muchos tipos de cancer.(15)

Los neutrdfilos asociados a tumor (TANs), se les ha dividido en dos fenotipos de
acuerdo a las funciones que desempefian en el microambiente tumoral: el N1/
antitumoral/alta densidad/HDN y N2/protumoral/baja densidad/LDN.(16) EI
fenotipo N1, ha demostrado mantener la capacidad para matar células tumorales,
mediante ROS, llevando a las células neoplasicas a la apoptosis; sin embargo, los
N2 tienen propiedades inmunosupresoras y de crecimiento tumoral, a través de la
produccion de sustancias que inhiben la actividad citotéxica de los linfocitos CD8 y

NK, y la promocién de la liberacion de NETs. (17) (18)

13
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Se ha observado que, en etapas tempranas del desarrollo tumoral, los neutrdéfilos
permanecen localizados predominantemente en la periferia del tumor y tienen un
fenotipo N1. Sin embargo, durante la progresién tumoral, los neutréfilos a menudo

se encuentran mas profundamente dentro del tumor y tienen un fenotipo N2.(19)

central

periphery i |
X4 X4 X40

Early *

Late

Figura 2. Distribucion de Neutréfilos de baja densidad en el microambiente tumoral, (etapas
tempranas, distribuidos en la periferia del tumor, etapas avanzadas se observan en el centro
del tumor).

Mediante estudios de transcripcién genética, se encontré que los N2, tienen un
error en la transcripcion de la proteina de union al potenciador CCAAT (C/EBPe¢
especificamente requerida en las etapas de promielocitos y metamielocitos), la
cual, es esencial para la adecuada diferenciacion de los neutrdfilos. Siendo los N2,
tipificados mediante su expresion de Ly6G. El Ly6G (Antigeno leucocitario 6
complejo locus G6D) es un antigeno de diferenciacion ligado a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), de 21-25 kD que se expresa en neutréfilos de
manera transitoria durante su desarrollo en la médula ésea. La expresion de este
antigeno en neutrofilos periféricos se correlaciona directamente con el nivel de

diferenciacion y maduracién de la célula. (15) (20)

Actualmente se sabe que la NETosis se suscita bajo estados inflamatorios (21)
(22) (12), asi como en cancer (eg. colon, higado, rifion, pancreas, pulmén, mama,
ovario y estdmago), donde las células neoplasicas hipoxicas aumentan
significativamente la expresion de mRNA de quimiocinas atrayentes de neutrdfilos
(CXCL1/KC, CXCL2/MIP2, y CXCL5/ LIX), de interleucina 8 (IL-8), factor de

14
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crecimiento transformante B (TGFp) y factor estimulante de colonias granulociticas

(G-CSF), ocasionando su migracion a mayor velocidad y concentracion, sin la

posibilidad de una adecuada maduracién y funcionalidad del neutréfilo. (23) (24)

? {-17
X IL-1p
Py t /
rimary tumour High ./ %a
NLR - G-CSF W T cell

| Tumourcell T
clearance

Metastatic site

anti-Ly6G 6.

cD11b
CDB6b < )." .
. LyscHi  CD11o Ly6G=

5. TOFH |
\
\ @ Ly6CLO OR LyscH
anti-G-CSF F4/80 CSF-1R

anl\—GrCSFRx SCEFR

G-CSF anti-CSF-1R
w_ 4/
© @B 0 @ @ v

Tumour cell  Neutrophil Macrophage ~Stromal cell,i.e. Endothelial cell ~ NK cell @ Histone H3
Fibroblast

Figura 3. Mecanismo mediante el cual el G-CSF facilita el desarrollo de metastasis via
neutréfilo progresion-tumoral.

Los eventos que se desencadenan a causa de la NETosis en cancer son:

1.- La activacion plaquetaria con la consiguiente generacién de trombina, la
induccién de la migracion, invasion y angiogénesis, mediante la activacion de
moléculas de adhesion proinflamatorias, citocinas y quimiocinas (ICAM-1,
VCAM-1, E-selectina, IL-1b, IL-6 y CXCL1). 2.- El crecimiento de células tumorales
al mejorar su funcidon mitocondrial (activando transcripcion de mitdgenos y
acelerando la via MAPK), e inhibiendo la accion de los linfocitos NK y CD8. 3.-
Promoviendo la formacién de metastasis mediante la remodelacion de la matriz

extracelular y en la transicion epitelial-mesenquimal. (20) (25) (26) (23)

NETs como diana terapéutica en el tratamiento de enfermedad metastasica
El papel de las redes tumor-inducidas como promotores potenciales de metastasis
y complicaciones asociadas, como trombosis y la inflamacién sistémica, sugiere

que los enfoques terapéuticos se pueden concentrar en suprimir la NETosis para

15
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evitar el desarrollo de estas complicaciones. Para ello se podrian considerar varias

estrategias posibles:

1. El empleo de DNasa I, una enzima para degradar las hebras extracelulares
de DNA, seria una opcion para disolver las redes ya formadas. La DNasa |
ya esta en uso clinico para el tratamiento de pacientes con fibrosis quistica,

lo que indica su seguridad como farmaco.(10) (18) (5)

2. Otra opcidn seria prevenir la formacion de NETosis mediante la inhibicion
de PAD4, una enzima necesaria para el inicio de la NETosis. Los
inhibidores especificos de PAD4, con capacidad para prevenir la formacion
de redes a partir de neutréfilos humanos y murinos, fueron desarrollados

recientemente.

3. Un tercer enfoque alternativo seria el tratamiento con heparina, que
funciona para desestabilizar las redes mediante la extraccion de histonas.
La heparina se ha utilizado durante mucho tiempo en la clinica por su
mecanismo de anticoagulacion y por lo tanto esta bien establecido como
método terapéutico, su disponibilidad y bioseguridad lo hacen una opcién

atractiva. (27)
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Figura 4. Especimenes de tumores de mama, tratados con DNasa1, observando que
posterior a dos semanas de aplicacion intravenosa, el tamano tumoral habia reducido 4mm.
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JUSTIFICACION

El cancer de mama es la neoplasia que ocupa el primer lugar en México y todo el
mundo en tasas de morbilidad y mortalidad. En nuestro pais no existen estudios
sobre el papel de los neutréfilos protumorales (Ly6G+) en la diseminacion del
cancer de mama. Es por esto, por lo que el presente estudio tiene como finalidad
valorar la asociacién entre la inmunoexpresion (citoplasmatica) de Ly-6G en
neutroéfilos intratumorales en carcinomas de mama y la presencia de metastasis
ganglionares, para asi poder definirlo como un factor predictivo de enfermedad
metastasica.

Si por medio de esta investigacion pudiésemos establecer que la positividad de
Ly6G en los neutréfilos dentro del tumor se relaciona con la presencia de
metastasis; tendriamos evidencia que pueda apoyar uso de Ly6G como indicador
de riesgo de la presencia de metastasis, motive la busqueda de posibles
metastasis ocultas y sustente la utilizacion de nuevas alternativas terapéuticas

complementarias al manejo actual de cancer de mama metastasico.
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HIPOTESIS

La inmunorreaccion citoplasmatica de Ly-6G en neutrdfilos del carcinoma de

mama, se asocia con la presencia de ganglios linfaticos positivos.
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OBJETIVOS.

Objetivo General:

- Evaluar la asociacion entre la inmunoexpresion de Ly-6G en neutréfilos del
carcinoma de mama y la presencia de metastasis ganglionares en
pacientes con carcinoma de mama.

Objetivo Especifico:

- Determinar la inmunoexpresion de Ly-6G en neutréfilos en los carcinomas

de mama con ganglios linfaticos positivos a metastasis.
Objetivos Secundarios:
- Evaluar la expresiéon de Ly6G en neutrdfilos en el carcinoma de mama con

ganglios linfaticos negativos.
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SUJETOS Y METODOS.
Diseio del estudio: Es un estudio descriptivo, retrospectivo, observacional.
Lugar de realizacion: Departamento de Patologia del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto”, en San Luis Potosi, San Luis Potosi.

Universo de estudio: Productos de mastectomias con diseccion ganglionar con
reporte histopatolégico de carcinoma de mama de pacientes entre 0 y 99 afios de
edad.

Criterios de seleccion:
* Criterios de inclusion:
* Todos los casos con diagndstico histopatolégico de carcinoma de mama
entre el 1° de enero de 2019 al 31 de diciembre de 2022, que hayan sido
obtenidos de mastectomia radical, disponibles en el archivo del

Departamento de Anatomia Patologica.

* Criterios de exclusion:
* Neoplasia benigna de mama, al evaluar el caso.
e (Casos con diagnostico de neoplasias no epiteliales de la mama
(sarcomas y linfomas).
* Todos los bloques de parafina con diagnéstico de carcinoma de mama

obtenidos en especimenes distintos a mastectomia radical.

* Criterios de eliminacion:

° Casos con bloques de parafina con diagndstico histopatolégico de
carcinoma de mama, que se encuentren en malas condiciones para
efectuar el proceso de inmunohistoquimica.

° Casos con bloques de parafina con diagndstico histopatolégico de

carcinoma de mama, con material insuficiente.
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Variables en el estudio:

* Variables:
o Inmunoexpresion positiva de Ly6g.

o Metastasis en ganglio linfatico de carcinoma de mama.

Dependiente
. Definicién Valores Unidade Tipo de
Variable . . .
operacional posibles 's variable
Presencia del
Metastasis en mismo fenotipo de
ganglio linfatico | carcinoma de mama | Positivo | Presencia -
. . .~ | Categorica
de carcinoma de que en el tumor|Negativo | Ausencia
mama primario en el
ganglio linfatico
Independiente
. Definicién Valores Unidade Tipo de
Variable . . .
operacional posibles 's variable
Inmunoexpresion | Inmunoexpresion de | Positivo | Presencia Cateqdrica
de Ly6g Ly6g Negativo | Ausencia 9

Variables en el estudio.

Tipo de muestreo: Se realizO un muestreo consecutivo a conveniencia

recolectando datos del Sistema Estandarizado del Servicio de Anatomia
Patoldgica de la institucion, productos de mastectomias con diseccion ganglionar
con criterios vigentes y no depuradas del area de archivo, se obtuvieron un total
de 129 productos de mastectomias con diseccién ganglionar del 01 de enero de
2019 al 31 de diciembre de 2022, de las cuales se eligieron los casos de acuerdo

con los criterios de inclusion considerados.
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Material y métodos:

1. Se obtuvo la aceptacion del Comité de Etica en Investigacion del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” para la recolecciéon de datos del Sistema

Estandarizado del Servicio de Anatomia Patolégica de la instituciéon de los
productos de mastectomias con diseccion ganglionar con reporte histopatolégico
de carcinoma de mama, durante el periodo comprendido del 1ro de enero de 2019
9 al 31 de diciembre de 2022.

2. Se recabaron los cortes histoldégicos y bloques de parafina existentes para
evaluar la calidad del material y las caracteristicas de los criterios de eliminacion

que se pudieran presentar.

3. Se realizd un corte histoléogico para la realizacion de la técnica de

inmunohistoquimica:

Procedimiento de la realizacién del anticuerpo de inmunohistoquimica Ly6G, en

cortes de tejido embebido en parafina.

Material:
- Bloques con tejido embebido en parafina.
- Anticuerpo de inmunohistoquimica Ly6g (clona 6D17, GeneTex).
- Laminillas electrocargadas (hydrophilic plus slides biosb).
- Xileno.
- Alcohol del 100°, 96° y 80°.
- Agua destilada.

- Buffer de desenmascaramiento (immuno/DNA retriever with citrate, biosb).
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- Polimero (Mouse/Rabbit Immunodetector DAB-HRP BioSB).

- Biotina (biotin link**).

- Diaminobencidina.

- Peroxido de hidrogeno.

- Hematoxilina de Harris.

- TBS (Tampon fosfato salino).

- Entellan.

- Microtomo.

- Estufa.

- Olla de presion automatizada (decloacking chamber, biocare).
1. Se realizan cortes de 3-4 micras en laminillas electrocargadas (hydrophilic
plus slides biosb) del caso problema y el respectivo tejido control. Se dejan
desparafinar toda la noche en estufa a 60°c
2. Se sacan de la estufa, se dejan enfriar por 5 minutos y se colocan en xileno
por 10 minutos, para después llevarlos hasta agua destilada y posteriormente
pasando por alcoholes absoluto (100°), alcohol de 96°, y alcohol de 80° y
enjuagar con agua destilada.
3. Se colocan en buffer de desenmascaramiento (immuno/DNA retriever with
citrate, biosb) y se lleva a cabo el procedimiento en olla de presién automatizada
(decloacking chamber, biocare).
4. Se dejan enfriar de 15 a 20 min. Se enjuagan en agua destilada por 5 min.
Y posteriormente se colocan en peroxido de hidrogeno al 3% por 15 min.
5. Se enjuagan nuevamente en agua destilada por 5 min. Y se colocan en

buffer tbs.
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6. Los cortes se cubren con el anticuerpo (100 ul) y se colocan en camara

hameda donde se dejan incubando de 30 a 40 min. La dilucién del anticuerpo se

realiza con tbs siguiendo las indicaciones de dilucion®.

7. Se enjuagan abundantemente con tbs

8. Se cubren con anticuerpo secundario marcado con biotina (biotin link**) por
10 min.

9. Se enjuagan abundantemente con tbs

10.  Se cubren con polimero (-streptavidina-hrp**) por 10 min.

11.  Se enjuagan abundantemente con tbs.

12.  Bajo control microscopico se revela la actividad peroxidasica utilizando
diaminobencidina. La reaccion se detiene colocando los cortes en agua destilada.
13.  Se contratifien con hematoxilina de Harris por 30 segundos.

14. Se enjuagan con agua corriente, después en agua destilada y se
deshidratan hasta xileno para cubrirlos con Entellan.

*Ly6g (clona 6D17, GeneTex) dilucion 1:200

**Mouse/Rabbit Immunodetector DAB-HRP BioSB

Resultados:
- Coloracién café en el citoplasma ........ positivo
- Sin coloracién en el citoplasma ......... negativo

* La evaluacién de los cortes se realizd por microscopia de luz y los resultados
fueron recabados de manera dicotdmica, categorizandolo como negativo o

positivo.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los casos fueron negativos a la inmunoreaccion del anticuerpo Ly6G. Por lo

qgue no fue posible realizar un analisis estadistico.
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ETICA.

Este trabajo de investigacion se llevo a cabo de acuerdo al marco juridico de la
Ley General en Salud, que de acuerdo a su Reglamento En Materia De
Investigacién Para La Salud, Titulo segundo: De los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos, articulo 17, clasifica la investigacion como
categoria |.- Investigacion sin riesgo, ya que los pacientes no son involucrados,
pues s6lo se dispone del material previamente obtenido, anteriormente
diagnosticado y que actualmente se encuentra unicamente en estatus de
almacenamiento, sin generar una intervencién adicional inmediata. A su vez, de
acuerdo a la misma ley en el articulo 13 se expresa que toda investigacion en la
que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto
a su dignidad y la proteccién de sus derechos y bienestar sumado a lo expresado
en el articulo 16 que establece que en las investigaciones en seres humanos se
protegera la privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificandolo solo
cuando los resultados lo requieran y éste lo autorice, de acuerdo a ello los datos
de los casos se manejan por medio del numero institucional previamente
asignado, ademas del caracter de estricta confidencialidad con el que se maneja
la informacion disponible y generada sujeta a los lineamientos de COFEPRIS Y
CONBIOETICA, por ello mismo, y al ser un estudio retrospectivo, segun el articulo
23, no se requiere firma de carta de consentimiento informado por parte del

paciente.

El estudio se apega a los principios éticos para investigaciones médicas en seres
humanos establecidos por la Asamblea Médica Mundial en la declaracion de
Helsinki (1964) y ratificados en Rio de Janeiro (2014).

El protocolo se sometid a evaluacion y analisis del Comité de Etica e
Investigacion, para cumplir con las normas antes mencionadas y autorizacion de

las autoridades de la unidad, y durante todo el proceso se siguidé de forma estricta
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la metodologia y buenas practicas clinicas que marca el manual de bioseguridad

del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

RESULTADOS.

Caracteristicas de la poblacién estudiada.

En la base de datos del Sistema Estandarizado del Servicio de Anatomia
Patolégica de la institucion, se encontraron un total de 204 productos de
mastectomias con diseccién ganglionar del 01 de enero de 2019 al 31 de
diciembre de 2022, (Grafico 1), con una media de 32 mastectomias con diseccion
ganglionar al ano, resaltando que en los afios 2020-2021 el numero de casos fue

menor debido a la pandemia de COVID-19.

1.  Biopsias de colon del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” del

2019-2022.
80
73
2 60
A 50
©
[S)
)
© 39
o 40 35
9]
IS
=)
Z 20
0
2019 2020 2021 2022

Afo

De las 204 mastectomias con diseccidon axilar, 129 muestras cumplieron con
criterios de inclusion del estudio. Se excluyeron 75 casos por no cumplir los

criterios de inclusion para el estudio y se concluyé el estudio con 129 casos.
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<30 anos 4
30-45 afios 32
46-65 afos 38

>66 afos 55
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3.- Resultados de estudio de inmunohistoquimica con el anticuerpo Anti-Ly6G.
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DISCUSION.

En nuestro medio aun se cuenta con informacion limitada acerca de los neutréfilos
protumorales/neutrofilos de baja densidad, ya que al tratarse de un nuevo campo
de investigacion, los investigadores se encuentran en la busqueda de cual es el
mejor método de identificacién de este tipo de neutrdfilo.

En los inicios de las investigaciones sobre este tema, su estudio fue mucho mas
extenuante mediante técnicas de inmunofluorescencia. Desafortunadamente no en
todos los hospitales se cuenta con los medios y recursos necesarios para llevar a
cabo esta técnica de estudio.

Recientemente se han realizado trabajos en los que se determinan métodos
mucho mas sensibles y especificos para la identificacidon de estos neutrdfilos,
como lo son la Histona 3 citrulinada(28), el extremo N-terminal de la Histona 3(29)
y el marcador CD11b(30).

El cancer de mama seguira ocupando los primeros lugares en morbi-mortalidad en
México y todo el mundo, por este motivo, el estudio para poder ofrecer a las
pacientes mejores alternativas terapéuticas o terapias complementarias se vuelve
mucho mas importante. En los carcinomas de mama la heterogeneidad tumoral ya
es bastante complicada, debido a todos los tipos moleculares y variantes
histoldgicas, a lo que se le suma el microambiente tumoral, haciendo aun mas
dificil que las pacientes puedan esperar un pronostico favorable para su

enfermedad.

Con respecto a nuestro trabajo, ahora ya hay investigaciones que encuadran la
etapa clinica con la presencia de estos neutrofilos que liberan redes extracelulares
de ADN.(31) Por esto es necesario continuar estudiando nuevas dianas
terapéuticas, con el propésito de erradicar la enfermedad mediante el tratamiento
dirigido hacia todos los blancos posibles, cubriendo mas ampliamente las células

tumorales, su biologia y el microambiente que lo rodea.
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LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION.

Nuestro estudio presentd limitaciones en cuanto a la calidad del anticuerpo
empleado (Anti-Ly6G), no se sabe con certeza si se trata de un defecto adquirido
durante el tiempo de almacenamiento en la Aduana, ya que estuvo detenido por
semanas sin contar con las condiciones de temperatura adecuada para su
almacenamiento.

Otra limitacién de nuestro estudio es que el infiltrado inflamatorio peritumoral e
intratumoral era predominantemente de linfocitos y no de neutréfilos.

Por ultimo en necesario mencionar que durante el transcurso de nuestra
investigacion se reportaron en la literatura un nuevos anticuerpos mucho mas
sensibles y especificos para poder detectar a los neutréfilos que se encuentran en
este proceso de muerte celular (NETosis), y esto es mediante el anticuerpo de
inmunohistoquimica H3K36ac Recombinant Rabbit Monoclonal Antibody (RM154),
ChIP-Verified.
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CONCLUSIONES.

El empleo del anticuerpo de inmunohistoquimica Anti-Ly6G en nuestros casos

seleccionados, no fue util en la identificacion de neutréfilos protumorales.

No fue posible establecer la asociacion entre la inmunoexpresion Ly6G en
neutréfilos intratumorales con la presencia de ganglios linfaticos positivos en

pacientes con carcinoma de mama.

La negatividad en todos los casos analizados demuestra que existe la posibilidad

de que la calidad del anticuerpo sea deficiente.

Se debe continuar esta linea de estudio ya que los neutréfilos protumorales
podrian llegar a ser una diana terapéutica muy importante, para poder crear una

terapia complementaria en el tratamiento del cancer de mama.
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ANEXOS.

Ficha técnica del anticuerpo Ly6G.

.-“T\
©7 Genelex
Ly6g antibody [6D17]
Cat No. GTX53153
Host Rat :;k:ge
Clonality Monodonal
Isotype IgG2
Application IHC-P, FACS
Reactivity Mouse

APPLICATION

Application Note
*Optimal dilutiors/concentrations should be determined by the researcher.

Suggested dilution Dilution

IHC-P 1:100 - 1:400
FACS 1:500 - 1:2000

Not tested in other applications.

PROPERTIES

Form Liquid

Buffer PBS

Preservative No preservative

Storage Store as cor\centratec! solution. Centrifuge briefly prior to ogming Yial. For short-term storage (1-2 weeks), store at 4°C. For
long-term storage, aliquot and store at -20°C or below. Avoid multiple freeze-thaw cycles.

Concentration 400 pg/ml (Please refer to the vial label for the spedific concentration.)

Immunogen Cell lysates of mouse neutrophils

o i

Conjugation Unconjugated

Note For laboratory use only. Not for any clinical, therapeutic, or diagnostic use in humars or animals. Not for animal or human

consumption.
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7 GeneTex

DATA IMAGES

GTX53153 IHC-P Image

IHC-P analysis of kidney and spleen tissue sections from LPS exposed mouse using GTX53153 Ly6g
antibody [6D17].
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