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Resumen

ANTECEDENTES. El cancer de mama es uno de los principales problemas
médicos a nivel mundial cuya incidencia ha ido en aumento en los Ultimos afios. A
pesar del avance cientifico en el conocimiento de la biologia de esta neoplasia, es
importante determinar otros marcadores moleculares con valor pronéstico y
potenciales blancos terapéuticos. Angiotensina Il (ANG Il) es el principal péptido
efector del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. ANGII tiene multiples
efectos fisiolégicos a nivel sistémico y local, y es conocida como un regulador de
la proliferacion e hipertrofia de células de musculo liso vascular y cardiaco.
Recientes estudios han demostrado que ANG Il es también un factor angiogénico
en modelos experimentales no tumorales. El receptor AT1 esta asociado con
proliferacion celular y el receptor AT2, con apoptosis. Se demostré que células de
glioma maligno expresan el receptor AT1 y AT2. Adicionalmente, se ha
demostrado que el blogueo selectivo de AT1 inhibe el crecimiento tumoral, la
proliferacién celular y la angiogénesis in vivo; ademas de inducir apoptosis.
Estudios de los subtipos de receptores de ANG Il en el adenocarcinoma de mama
en ratones han mostrado una alta expresion de AT1; sin embargo, no se ha
estudiado la frecuencia de expresion de estos receptores en cancer de mama, ni

su papel prondstico.

OBJETIVOS. Determinar la presencia del receptor AT1 en cancer de mama

humano, resecado por mastectomia radical modificada o cirugia conservadora;



asociar su presencia con el grado de malignidad, vascularizacion, proliferacion
celular, presencia de receptores de estrogenos y progesterona, asi como

sobrevida libre de enfermedad (SLE).

MATERIAL Y METODOS. Entre 2000 y 2004 se recolectaron 83 tumores
malignos de mama provenientes de pacientes sometidas a cirugia, todos
diagnosticados como carcinoma canalicular de mama. Se excluyeron pacientes
tratadas previamente con quimioterapia o radioterapia neoadyuvante. El tejido se
mantuvo congelado a -70°C hasta su procesamiento. Se realizd analisis
histopatolégico de las muestras asi como determinacién del receptor AT1 por RT-
PCR e inmunohistoquimica. Adicionalmente, se incluyeron tumores de mama
preservados en parafina con panel inmunohistoquimico completo para realizar
determinacion de AT1 por inmunohistoquimica. También se incluyeron 7 biopsias

de mama sin diagndstico de malignidad (fibromas).

RESULTADOS. Se encontré expresion de AT1 en 66% de los tumores
analizados.; contrario al 0% de los tumores benignos (p=0.01) No existieron
diferencias entre la expresion de AT1 y edad, estadio patolégico ¢ grado de
diferenciacién. Los tumores con expresion estrogénica tienen una mayor expresion
de receptores AT1 (p=0.024). Las recaidas por cancer de mama fueron mayores
en pacientes con expresion de AT1 (85.7%) comparado con aquellas mujeres con
AT1 negativo (14.2%). Los factores asociados a sobrevida libre de enfermedad
(SLE) fueron el estadio patologico (p=0.03) , el grado de diferenciacion (p=0.05) y

la expresion del receptor AT1 (p=0.0012).



CONCLUSIONES. Existe una alta expresion de receptores AT1 en cancer de
mama. Los receptores AT1 podrian participar en los mecanismos de proliferacion
celular en cancer de mama y probablemente jugar un papel importante en su
fisiopatologia, por lo que es un potencial blanco terapéutico. Ademas la presencia

de receptor AT1 podria ser un marcador pronéstico de sobrevida.



ANTECEDENTES

Cancer de Mama

El cancer de mama es uno de los principales problemas médicos a nivel mundial,
su incidencia ha ido en aumento en los dltimos afios. Es cancer diagnosticado con
mayor frecuencia en las mujeres de los Estados Unidos de Norteamérica,
implicando 211 300 casos nuevos y 39 800 muertes en el 2003 (Jemal A, 2003). El
riesgo de una mujer para desarrollar cancer de mama a lo largo de su vida se
estima de 1 en 8. En México ocupa el segundo lugar en frecuencia de todas las
neoplasias malignas con un 16.1% (9563 casos), ocupando el segundo lugar con
un 6.9% en la mortalidad por cancer en mujeres (Registro Histopatoldgico de
Neoplasias Malignas 1999, Direccion General de epidemiologia, Secretaria de
Salud). En los ultimos 30 afios, se han realizado importantes avances en la

comprension de la biologia de este tipo de neoplasia (Hortobagyi 1998).

El pronostico de esta entidad depende de muiltiples factores como es el estadio; la
edad; el grado de diferenciacion; proliferacion celular; sobreexpresion de
diferentes genes, como HER2/neu y ciclina E (Keyomarsi K, 2002); y ausencia de
receptores hormonales, particularmente el receptor de estrogenos y progesterona.
Estos marcadores no sélo son predictores de respuesta al tratamiento e
indicadores de sobrevida libre de enfermedad y global, sino que también es el
fundamento de modalidades terapéuticas como el uso de anticuerpos contra el

factor de crecimiento epidermoide en pacientes con presencia de HERZ2/neu



(Slamon D. J., 2001) o el tratamiento adyuvante o paliativo hormonal con
bloqueadores de receptores de estrégenos como tamoxifeno; de ahi que la
deteccion de estos receptores se ha convertido en un estandar en el manejo de

pacientes con cancer de mama (Colditz, 1995; Jordan, 2000.)

A pesar del avance cientifico hasta ahora obtenido, el cancer de mama continua
siendo un problema de salud publica a nivel mundial, con alta mortalidad; por lo
que es importante determinar otros marcadores moleculares pronéstico y blancos

terapéuticos potenciales.

Angiotensina Il y sus receptores

La angiotensina Il (ANG |l) es el principal péptido efector del sistema renina-
angiotensina, que es generado por la activacién de angiotensina | a través de la
enzima convertidora de angiotensina Il (ECA). La ANG Il tiene multiples efectos
fisiologicos; regulacion del tono vascular, secrecién hormonal, crecimiento de
tejido y actividad neuronal. Sus efectos pueden ser a nivel sistémico o local,
favoreciendo el crecimiento y diferenciacion celular, a través de cuatro tipos de

receptores, de los cuales el tipo 1 (AT1) y el tipo 2 (AT2) son los mas importantes.

La ANG Il fue descrita inicialmente como un péptido vasoconstrictor, pero
recientes estudios han demostrado que la ANG Il es también un factor de
crecimiento. Los niveles de ANG Il modulan la contraccion, el crecimiento celular,

la apoptosis (Bascands, 2001) y su diferenciacion, e influye en la migracion celular



y en el depédsito de la matriz extracelular, ademas de tener propiedades
proinflamatorias, y estimular la produccién de otros factores del crecimiento
(Escobar 2004) tales como: el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento epidermoide (EGF), factor de crecimiento
transformante f (TGF ), IGF-1, factor de crecimiento fibroblastico basico (BFGF),
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Stroth, 1999, Hitoshi, 2002),
la angiopoyetina | y el factor activador de plaquetas (PAF); vasoconstrictores
(ejemplo: ET-1) y transactivacion de receptores de factores de crecimiento
(ejemplo: receptor del factor de crecimiento epidermal y el receptor de factor de
crecimiento ligado a insulina) (Fujiyama, 2001). Por ofro lado, la induccién de la
expresion de varios proto-oncogenes en células vasculares de musculo liso de
humanos y ratas, incluyendo c-fos, c-jun, c-myc, erg-1, VL-30, y el proto-oncogén
activador del complejo de la proteina 1. (Touyz, 2002, Kumar, 2002). Actualmente
la ANG Il también es conocida como un regulador de la proliferacion e hipertrofia
de células de musculo liso vascular, actuando como un modulador bifuncional de
apoptosis a través de sus receptores AT1 (antiapoptotico) o AT2 (proapoptotico).
Los efectos de la ANG Il son consecuencia de su interaccién con receptores
especificos localizados en la superficie de la membrana de las células diana,

denominados AT1 y AT2. Figura 1a.

La estimulacion del receptor AT1 produce efectos cardiovasculares, proliferacion
celular, apoptosis, y efectos proinflamatorios. Su activacion puede controlar el

crecimiento de las células del musculo liso vascular a través de la proliferacion o



inhibicion de apoptosis. Clasicamente el receptor AT1 tiene un efecto

antiapoptoético, contrario a AT2. Tabla 1.

El receptor AT2 es expresado en tejidos fetales, y disminuye rapidamente después
del nacimiento (Touyz, 2002) y juega un papel importante en su crecimiento y
desarrollo. En el adulto, se localiza en células adrenales, cerebro, miometrio y
células endoteliales (Dzau, 2001, Touyz, 2002). Es re-expresado en condiciones
patolégicas como hipertrofia miocardica, asi como tras la administracion de IECA y
BAT1 (Dzau, 2001). La estimulacién de los receptores AT2 produce: efectos
vasculares como vasodilatacion arteriolar cerebral y efectos sobre la proliferacion,

diferenciacion y apoptosis (Wolf, 2002, Walsh 2001). Tabla 1.

Angiotensina Il y Angiogénesis

Diversos estudios llevaron a la hipétesis de que la ANG |l esta involucrada en la
regulacion de la neoformacion de vasos sanguineos. En experimentos de ligadura
de la arteria adrtica, se demostré que la administraciéon de ANG |l exégena en
ratas nefrectomizadas aumentaba la recuperacion del flujo sanguineo en musculo
de miembros pélvicos (Fernandez, 1985). Ademas, es capaz de estimular la
angiogénesis en la cérnea de conejo a partir de circulacion colateral (Kaliszewski,
1988; Fernandez, 1986). El efecto angiogénico de la ANG |l fue demostrado
posteriormente en otros modelos de angiogénesis al aumentar la densidad

vascular en musculo cremasteriano en ratas (Munzenmaier, 1996), membrana
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corioamniética del embrién de pollo, granuloma esponjoso subcutaneo (Tamarat,

2002) y en implantes de esponja en ratones (Andrade, 1996).

La ANG Il tiene diversos mecanismos que pueden incrementar el proceso
angiogénico. Primero, la ANG Il puede influir en la reaccién angiogénica por
incremento del FGF, VEGF y PDGF. Segundo, la ANG Il puede modular la
formacion de nuevos vasos por regulaciéon de la produccion y activacion de las
metalloproteinasas de matriz extracelular (MMP) (Tamarat, 2002). Tercero, la ANG
Il tiene efectos quimiotacticos sobre monocitos, activacion de macréfagos (Achard,
2001) y aumento en la expresion de la proteina ciclooxigenasa-2 (COX-2). Todo
esto es importante puesto que la inflamacion es considerada generalmente como

una respuesta fundamental estimulante para la angiogénesis.

Angiotensina y cancer

El crecimiento y metastasis de tumores dependen de su habilidad para inducir
crecimiento de nuevos vasos sanguineos. Los tumores inducen angiogeénesis a
través de la produccion de factores pro-angiogénicos por las células tumorales. Es
por esto que la ANG Il se ha considerado como una molécula altamente
involucrada en la patogénesis de cancer, debido a su importante papel en la
angiogénesis. La asociacion entre la presencia de angiotensina y cancer fue
sugerida en un estudio retrospectivo basado en 5207 pacientes donde se observo
disminucion de la incidencia de cancer en 1559 pacientes que recibian IECA,

sugiriendo la participacion de ANG Il en la proliferacion tumoral (Lever, 1998).
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Otros estudios han demostrado que los IECA reducen no solo la mortalidad de
enfermedades cardiovasculares sino también el riesgo de muerte relacionado con
tumores, disminuyendo el riesgo de cancer en general y en particular del cancer

de mama (Koh, 2003) y del tracto reproductivo femenino (Friis, 2001).

De manera experimental el Sistema Renina-Angiotensina se ha asociado con la
proliferacion tumoral de neoplasias cerebrales (Rivera 2001). Se han encontrado
receptores de ANG Il en superficies celulares y citoplasma de tumores humanos
como hepatocarcinoma (Yoshihi 20022, Yoshihi 2002"), carcinoma renal (Hii 1998,
Miyahima 2002), melanoma (Egami, 2003), carcinoma colorectal (Takeda 2001),
sarcoma (Fujimoto, 2001), y cancer de pancreas (Ohta, 2003). En el laboratorio de
Neuroinmunologia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, se
demostrdé la presencia del receptor AT1 y AT2 en células de glioblastoma
experimental en modelo murino, y se demostré que el bloqueo de AT1 por
losartan, disminuye el tamafio tumoral, la proliferacién celular, la densidad
vascular, asi como sintesis de factores de crecimiento e induce apoptosis

dependiente de angiotensina (Rivera 2001, Arrieta 2004, Escobar 2004)

Angiotensina y cancer de mama

Estudios de los subtipos de receptores de ANG |l en el adenocarcinoma de mama
inducido con medroxiprogesterona en ratones han mostrado una alta expresion del
receptor de AT1 en los tumores ductales en contraste con los adenocarcinomas

lobulillares, mientras que el receptor AT2 se encontré en tejido conectivo

13



peritumoral. Adicionalmente, se mostré que la ECA se expres6 en todos los
adenocarcinomas, principalmente en los ductales (Guerra, 1993). Sin embargo no
hay estudios que analicen la expresion del receptor AT1 en pacientes con cancer

de mama ni su asociacion con el pronéstico de sobrevida.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diferentes anormalidades moleculares se han asociado con el desarrollo de
cancer de mama invasivo y se han correlacionado con su potencial metastasico
como HER-2, ciclina D, receptores de estrogeno y progesterona. Gracias al
descubrimiento de estos receptores, el tratamiento con blogueadores de
estrégenos ha modificado significativamente el pronéstico del cancer de mama. El
objetivo de este trabajo es detectar la presencia de los receptores para ANG Il
(AT1) por medio de RT-PCR en tumores de cancer de mama y correlacionar su
expresion con factores clinicos e histopatolégicos, asi como la sobrevida libre de

enfermedad.

JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud muy relevante en nuestro pais y a
nivel mundial. Considerando las opciones terapéuticas hasta hoy existentes, es de
vital importancia buscar nuevas y mejores alternativas para el tratamiento de esta
patologia. La angiotensina Il tiene diversos efectos, entre ellos angiogénesis e
induccion de apoptosis. En trabajos previos se demostré que el bloqueo el
receptor AT1 en glioblastomas experimentales disminuyo el tamafio tumoral, la
proliferacion celular y la angiogénesis. El receptor AT1 de angiotensina pudiera

representar un blanco terapéutico contra el cancer de mama.
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HIPOTESIS

1. La deteccién del receptor de ANG Il AT1 por RT-PCR en tumores malignos
de mama humanos se correlaciona con el grado de malignidad, densidad
vascular, proliferacion celular, presencia de receptores para estrégenos vy

pronéstico adverso.



OBJETIVOS

Generales

1. Determinar la presencia de los receptores AT1 en tumores humanos de

mama.

Especificos

1. Correlacionar la presencia del receptor AT1 con el grado de malignidad,
vascularizacién, proliferacion celular, presencia de receptores de
estrogenos y progesterona y sobrevida libre de enfermedad en tumores

malignos de mama humanos.

PACIENTES Y METODOS

Deteccion de los receptores de Angiotensina Il en tumores de mama.

Entre el 2000 y 2004 se recolectaron 83 tumores malignos de mama
provenientes de pacientes sometidos a cirugia en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”. Fueron diagnosticados por el
departamento de patologia como carcinoma canalicular de mama. Se
excluyeron las pacientes tratadas previamente con quimioterapia o radioterapia

neoadyuvante. Como control se utilizaron 7 muestras de tejido mamario no

17



neoplasico maligno (fibromas) obtenidas de pacientes sometidas a biopsia por
sospecha de malignidad. Los tejidos fueron congelados en nitrégeno liquido y
se mantuvieron a -70°C hasta su procesamiento. Todas las pacientes fueron
registradas en una base de datos a partir del expediente clinico, donde se
recopilaron los datos mas relevantes de la historia clinica y la sobrevida libre
de enfermedad de las pacientes. Adicionalmente, se incluyeron tumores de
mama preservados en parafina con panel inmunohistoquimico completo para

realizar determinacion de AT1 por inmunohistoquimica.

Analisis histopatologico.

Las biopsias fueron re-diagnosticadas en las biopsias tefiidas en hematoxilina-
eosina por dos patdlogos ciegos al estudio y se determiné el grado de
diferenciacion por SBR (Scarff-Bloom-Richardson). Se realizd conteo de
mitosis en 30 campos a un aumento de 40x, en zonas tomadas al azar en la
periferia del tumor (zonas sin necrosis). Se re-valor6 la presencia de receptores
para HER-2, estrégenos y progesterona realizados de rutina en el

departamento de patologia.

Determinacion del receptor AT1 Y AT2 por RT-PCR.

Un fragmento de cada tumor se homogenizé y procesé para realizar la

busqueda del receptor AT1 por medio de extraccion de RNA y la reaccién de

18



cadena de polimerasa-transcriptasa inversa (RT-PCR) (Chamcynski, 1987;
Iwai, 1992). Se extrajo el RNA total y se procesé por electroforesis sobre geles
de agarosa conteniendo formaldehido, posteriormente se visualizé con luz
ultravioleta usando la tincion de bromuro de etidio. La técnica de RT-PCR se
realizé con RNA total (Parking Elmer, USA) y la secuencia de oligonucleétidos
correspondiente a segmentos de oligonucledtidos disefiados por el programa

DNAstat para la secuencia de los receptores AT1.

Gen Secuencias Primer para RT-PCR Tamaiio del fragmento

amplificado

AT1 |Sentido 5-CTT TTC CTG GAT TCC CCA C- 304 pb
3I
Antisentido 5'CTT CTT GGT BBA TGA GCT

TAC-3'

El perfil de amplificacion para PCR consistié en la desnaturalizacién a 95° C
por 30 s, y alineamiento de la secuencia de oligonucledtidos a 60°C por 60 s y
extension a 72°C por 90s (28 ciclos) usando 5 microgramos de RNA total. Los
productos de RT-PCR se someti6 a electroforesis en geles de poliacrilamida al

7.5%.
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El RNA se transfiri6 a membranas de nylon cargadas positivamente usando el
método de capilaridad. Las bandas se prehibridizaron durante una hora a 46 °C
con solucion de hibridacion y posteriormente se incubaron toda la noche con
oligonucleétidos marcados para AT1 y GAPDH usando la misma solucion de
hibridacién, posteriormente se lavaron en 1x, 0.2x y 0.1 ssc conteniendo 0.1%
SDS a temperatura ambiente con agitacion. Las sefiales fueron detectadas por

autorradiografia y cuantificadas por densitometria.

Analisis Estadistico.

Los resultados fueron expresados en promedio y error estandar. La
comparacion entre pacientes con receptores negativos y positivos se realizo
con las pruebas t de Student y Chi-cuadrada. El analisis de sobrevida se
realizd con andlisis de Kaplan Maier y log rank. La significancia estadistica se

considerd con un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

Se revisaron 90 expedientes en total, la edad promedio fue de 54.7 afos con un
rango de edad de 22 a 92 afos. La mayor parte de las mujeres fueron
postmenopausicas 58.4% y 41.6% premenopausicas. Un 22.5% tuvieron
antecedente de haber recibido terapia hormonal (estrégenos y/6 progestagenos)
alguna vez en su vida. Las pacientes tuvieron antecedentes heredo familiares
positivos para cancer de mama en familiares de primera linea en un 21.3%.
Antecedente de tabaquismo en un 29.2% de las pacientes. En la Tabla 2 se

muestran las caracteristicas de las pacientes.

En cuanto al estadio clinico del tumor , se encontraron 18 pacientes (21.5%) en
TO-T1, la mayor parte 40 pacientes (47.6%) en T2y 26 pacientes (30.9%) en T3
y T4. En cuanto a nodulos 78 pacientes (92.8%) se encontré6 en NO-N1, 4
pacientes (4.8%) en N2 y 2 pacientes (2.4%) en N3. La mayor parte de las
pacientes se le asigno un estadio TNM clinico Il en 55 pacientes (65.5%), el resto
en estadio 1 en 13 pacientes (15.5%), estadio Il en 16 pacientes (18.9%).

Tabla 2

Todas las pacientes recibieron algun tipo de tratamiento quirdrgico (lumpectomia
simple vs MRM (mastectomia radical modificada tipo madden, asi como

exploracion ganglionar y/6 ganglio centinela). Cincuenta y cuatro pacientes
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(61.4%) fueron sometidas a MRM contra 34 pacientes (38.6%) cirugia

conservadora. Tabla 3

Ninguna paciente recibié quimioterapia o radioterapia neoadyuvante, 55 de las
pacientes (64%) recibieron quimioterapia adyuvante (FEC, paclitaxel) y 31
pacientes (36%) no recibieron quimioterapia. En 40 pacientes (46.5%) se
administré radioterapia y en 46 pacientes (53.5%) no se administré radioterapia.
Recibieron terapia hormonal con tamoxifeno 45 pacientes (52.3%).

Se encontraron recaidas (local o sistémica) en 23 pacientes (26.4%). Fallecieron
por progresion de la enfermedad 14 pacientes (15.6%) con 75 pacientes vivas
(83.3%) al final de este estudio. Tabla 3. La sobrevida libre de enfermedad a los
2,3 y 5 arios fue de 89, 82 y 62% respectivamente, con una media de 82.9 + 5

meses.. Figura 1b

Se encontré expresion de AT1 en 66% de las 83 pacientes analizadas. Ninguno de
los tumores benignos presentd expresion de AT1 (p=0.01) Tabla 4. En la tabla 4
se muestran la asociacion de SLE y recurrencia (local o sistémica) con variables
clinicas y patologicas. Los factores que fueron asociados a SLE son el estadio de
la enfermedad clinico (p=0.11) y patologico (p=0.03) (Figuras 2A y 2B), asi como
con la escala de SBR (bien diferenciado vs pobremente diferenciado) (p=0.05)

(Figura 2C).
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Los pacientes con antecedentes de uso de inhibidores de AT1 tuvieron una
recurrencia de 24% vs 43% en aquellos que no los recibieron. Sin embargo no
fueron estadisticamente significativos en la SLE. (p=0.2) (Figura 3) Las pacientes
con expresion de AT1 tuvieron una SLE a 5 afios de 33% con una media de 46
+4.7 meses, contrario a las pacientes con expresion negativa de AT1 que tuvieron

una SLE a 5 arios de 86% con una media 81 +5 (p=0.0012) Figura 4
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DISCUSION

La angiogénesis es un proceso indispensable en el crecimiento y desarrollo de
una neoplasia. El efecto angiogénico de la ANG Il puede influenciar la
carcinogénesis o el crecimiento de diversas neoplasias. El sistema renina-
angiotensina-aldosterona ha sido asociado con la estimulacion del crecimiento de
multiples neoplasias. En varios estudios los receptores de angiotensina han sido
encontrados en la superficie celular e intracitoplasmaticos de tumores humanos
como son cancer de mama, gliomas malignos, hepatocarcinomas, carcinoma
renal, melanoma, cancer de pancreas y sarcomas.

Se ha encontrado que varios polimorfismos del gen de la ECA estan asociados a
mayor riesgo de cancer de mama, asi mismo, se ha observado la presencia de
AT2 en tejido conectivo peritumoral de mama por Inmunohistoquimica. En la linea
celular de cancer de mama humano, MCF-7, la ANG Il incrementa la expresion de
la integrina B4, una molécula de adhesiéon que se ha encontrado en el cancer de
mama y que juega un rol importante en el crecimiento celular y su diferenciacion
(Berry, 2000). De manera adicional, en la linea celular MCF-7 existe expresion de
los receptores AT1 y AT2, y la angiotensina tiene un efecto proliferativo dosis
dependiente asociado al receptor AT1 mediado por la activacion de la Na+/K+
ATPasa (Muscella, 2002). La expresion y estimulacion del receptor AT1 en mama
tuvo en nuestros pacientes un efecto negativo en la sobrevida probablemente
mediado por un aumento en la angiogénesis e incremento en la proliferacion

celular.
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En otro estudio utilizando cultivos de células mamarias normales y de células de
carcinoma intraductal invasor, se midié la expresion de AT1 mRNA y sus niveles
fueron mayores en las células de carcinoma. Este aumento correlaciona con
nuestra observacion de ausencia del receptor en tejido mamario no neoplasico
pero si en tejido de carcinoma. En cultivos la angiotensina incrementé las
concentraciones de calcio intracelular de una manera dosis-dependiente a través
de AT1 principalmente en las células malignas, quizd debido a una mayor

expresion de este receptor encontrando capacidad funcional del receptor.

Por otro lado, la angiotensina estimula la proliferacion celular a través de la
Protein-cinasa C (PKC) ay B1/2 y a través de las cinasas de fosforilacion de
regulacion extracelular 1y 2, inducidas por el factor de crecimiento endotelial, una
citosina involucrada con la invasividad neoplasica. Nuestros hallazgos relacionan
un mayor grado histolégico es decir pobre diferenciacion celular con una SLE
menor en comparacion con los tumores bien diferenciados, lo que podria explicar
que a mayor expresion del receptor de AT1 se aumenta la proliferacion celular

maligna e invasividad y con esto un peor pronostico de sobrevida para las

pacientes.
En un estudio in vitro la proliferacion celular inducida por angiotensina fue inhibida

por losartan, G66976 (inhibidor de PKC) y AG1478 (inhibidor del receptor tirosina-

cinasa del factor de crecimiento endotelial). De esta manera, AT1 al parecer regula
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las vias de sefializacion mitogénica mediante dos mecanismos simultaneos:
activacion de PKC y activacion del receptor del factor de crecimiento de células

endoteliales. (Greco, 2002; Greco, 2003).

En una linea celular de carcinoma mamario ductal humano, el captopril disminuye
significativamente la expresion de los receptores de estrégenos e incrementa la
expresion de los receptores de progesterona, inhibiendo la proliferacion celular de
una manera dosis dependiente, los resultados sugieren que el captopril tiene una
actividad citostatica no mediada por el receptor a estrogenos (Small, 1997).

En este estudio encontramos relacion estadisticamente significativa entre la
presencia de receptores de ANG Il y la expresién de receptores hormonales
estrogénicos pero no progestagenos. Los tumores con expresion estrogénica

tienen una mayor expresion de receptores AT1 (p=0.024).

Todos estos hechos sugieren que el sistema renina-angiotensina participa en el
desarrollo y la progresién del cancer de mama. En nuestro estudio no
encontramos diferencias significativas entre aquellas pacientes que tomaban
inhibidor de ECA y las que no lo tomaban. El efecto antineoplasico de la inhibicion
de la angiotensina Il no es claro, es posible que la inhibicion de la ANG Il estimule
un desequilibrio AT1/AT2 que favorezca la estimulacion de AT2 y esto produzca
apoptosis. En este estudio encontramos que existe una alta expresion de
receptores AT1 en cancer de mama. Los receptores AT1 y AT2 podrian participar
en los mecanismos de proliferacion celular en cancer de mama y probablemente

jugar un papel importante en su fisiopatologia. En estudios previos se ha
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demostrado que existe una alta expresién del receptor AT1 en tumores murinos de
mama inducidos por medroxiprogesterona, y que existe ademas un alta expresion
en tumores ductales en contraste con adenocarcinomas lobulillares. El receptor
AT2 ha sido encontrado en tejido conectivo peritumoral. Tahmasebi ha
demostrado la presencia de receptor AT1 en 28 de 30 muestras de tejido de
carcinoma ductal in situ y carcinoma ductal infiltrante detectado por

inmunohistoquimica.

En otro estudio la inmunohistoquimica para AT1 fue negativa en 25 muestras de
carcinoma invasor, positiva en 31 de 33 muestras de tejido hiperplasico y también
positivas 18 de 23 en muestras de carcinoma in situ, esto sugiere que la expresion
de AT1 podria contribuir en el desarrollo de tejido premaligno. (De Paepe 2002)
Por el contrario nosotros encontramos que ninguno de los tumores benignos que

se tomaron como controles expresaron el receptor AT1.

No se habia demostrado previamente la relacion de la expresién del receptor AT1
en tejido tumoral con el prondstico clinico; en este estudio se encontrd de forma
estadisticamente significativa que aquellas pacientes que expresan AT1 tienen
una menor sobrevida libre de enfermedad en comparaciéon con las pacientes que

no expresan el receptor de AT1.

En conclusion es bien conocido que la angiogénesis juega un papel imprescindible

en el desarrollo de tumores sdlidos para proveerles oxigeno y nutrientes
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esenciales, por lo tanto constituye un blanco terapéutico atractivo. Existen
multiples farmacos utiles para inhibir angiogénesis que asociadas a un agente
citotoxico pudieran incrementar la respuesta antitumoral y con esto mejorar la

sobrevida.

El tratamiento con inhibidores de la ECA y bloqueadores de receptores ANGII
podria disminuir la produccién de factores de crecimiento en neoplasias malignas
de mama con receptores positivos representando una terapia adyuvante y
sinergista a los efectos de la quimioterapia ademas de que podria constituir un
marcador de estratificacion pronéstica. Es necesario realizar un niumero mayor
de estudios para poder diferenciar el papel de la ANG Il en la fisiopatologia del

cancer de mama.
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Tabla 1

VASOS

Vasoconstriccion arteriovenosa

Vasodilatacion arteriolar cerebral

CORAZON

ACCIONES
TROFICAS

ACCIONES
CENTRALES

ACCIONES
RENALES

Aumento de la contractilidad y
frecuencia cardiaca

Aumento de las demandas miocardicas

de oxigeno
Vasoconstriccion coronaria

Aumento de la sintesis de proteina y
DNA.

Hipertrofia, hiperplasia y remodelado
cardiovascular.

Estimula la angiogénesis

Aumento del tono simpatico
Liberacion de vasopresina, ACTH,
prolactina y LH.

Vasoconstriccion

Contraccion y proliferacion mesangial
Aumento de la reabsorcion tubular
proximal de Na

Aumento de la excrecion renal de K
Aumento de la sintesis de
prostaglandinas

Inhibicién de la secrecion de renina

Diferenciacion y crecimiento celular
Inhibe la angiogénesis

Activa las colagenasas cardiacas
Antiproliferacion y Apoptosis

Dilatacion arteriolar cerebral

Liberacion de prostaglandinas

Aumento de la conductancia de K
Secrecion de LH y somatostaina

Actividad motora e informacion sensitiva.
Aumento de la reabsorcion tubular proximal
de Na
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Tabla 2 Caracteristicas de pacientes(n=90)

Caracteristicas no. (%)
Edad 54.7 (22-92 afios)
Hormonoterapia previa 20 (22.5%)
No Hormonoterapia 69 (77.5%)
AHF Ca de mama 19  (21.3%)
Sin AHF Ca de mama 70 (78.7%)
Tabaquismo 26 (29.2%)
No Tabaquismo 63  (70.8%)
Tumor

TO-T1 18 (21.5%)
T2 40 (47.6%)
T3-T4 26 (30.9%)
Nodulos

NO-N1 78 (92.8%)
N2 4 (4.8%)
N3 2 (24%)
Estadio clinico

1 13 (15.5%)

11 55 (65.5%)
11 16 (18.9%)
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Tabla 3 Porcentaje de recurrencia

[ratamiento no. (%)

Cirugia MRM 54 (61.4%)
Cirugia conservadora | 34 (38.6%)
Quimioterapia 55 (64.1 %)
No Quimioterapia 31 (36.3%)
Radioterapia 40 (46.5%)
No radioterapia 46 (53.5%)
Tamoxifeno 45 (52.3%)
No tamoxifeno 41 (47.7%)
Recaida 23 (26.4%)
No recaida 64 (73.6%)
Muertes 14 (15.6%)
Vivas 75 (83.3%)
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Tabla 4

Caracteristicas AT1 ATA1

Negativo (%) Positivo (%)

Edad <54 aios

>54 afios 50% 50%
R-estrogénicos - 61% 38 % 0.02
R estrogénicos + 25% 75%
SBR bien diferenciado 39% 60.% 0.44
SBR mal diferenciado 60% 40%

Etapa patolégica

I 50% 50% 0.46
I 50% 50%

1] 22% 39%

Tumores benignos 100% 0 0.01
Tumores malignos 44% 55%

Recaida 14% 85% 0.002
No recaida 62% 37%




Tabla 5

Caracteristicas

Recurrencia a

5 anos
Edad <54 arios
>54 afios 73+6 36%
AFH 78 £5 35% 0.34
No AHF 73+£10 57%
Premenopausica 82 18 40% 0.90
Menopausia 69 5 46%
Hormonoterapia 78 7 45% 0..80
No Hormonoterapia 83 16 35%
Tabaquismo 79 5 32% 0.10
No Tabaquismo 77 +8 54%
Estadio clinico
1 113 +2 13% 0.1
Il 86 +6 46%
] 54 +10 60%
Estadio patologico
I 95 6 12% 0.03
I 84 16 46%
1l 57 +8 69%
Inhibidor de ECA 77 +6 24% 0.20
No inhibidor de ECA 78 +6 43%
SBR bien diferenciado 90 +8 14%
SBR Mal diferenciado 72+7 66% 0.10
Receptores estrogénicos + 53 4 60% 0.20
- 76 16 44%
Receptores progesterona + 50 +5 20% 0.36
- 69 +7 50%
Cirugia conservadora 745 42% 0.11
Cirugia MRM 76 6 63%

33
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