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Titulo del Trabajo

“Correlacidn Entre los Niveles Deficientes de 25-Hidroxivitamina D Séricos y Niveles de Linfocitos
Absolutos en Pacientes con Cancer de Mama”.

Resumen de la Investigacion

La Vitamina D representa una ventana de oportunidad tedrica para la comprension y prevencion de multiples
padecimientos. Sus efectos pleiotropicos se explican, debido entre otros aspectos, a la expresion de su
receptor especifico de forma ubicua en la economia de los mamiferos, asi como por las acciones intranucleares
de éste, que resultan en capacidad para regular y modificar la expresion génica.

La importancia de la Vitamina D es notable en diversos procesos homeostaticos de tipo clasico, siendo el
ejemplo mas conocido, la regulacion del metabolismo fosfocalcico a nivel 6seo; pero también en algunos “no
clasicos” como la génesis de diversas patologias de naturaleza Metabolica, Cardiovascular, Autoinmune u
Oncologica. Sin embargo, los resultados de estudios epidemiolédgicos realizados a lo largo de la tltima década
muestran resultados controvertidos. Aunque no se debe perder de vista el hecho de que la deficiencia de la
Vitamina D representa un auténtico problema de Salud Publica que requiere ser dimensionado, prevenido y
atendido.

Algunos de los procesos mas estudiados, son aquellos en los que la Vitamina D forma parte de la Respuesta
Inmune, favoreciendo la diferenciacion y la modulacion de la respuesta de monocitos, macrofagos, células
presentadoras de antigenos, células dendriticas y linfocitos. Ademas de que estas células expresan 1-alfa-
hidroxilasa (enzima requerida para la biotransformacion de los diferentes intermediarios de la vitamina D), por
lo que tedricamente podrian tener produccion local de 1,25—dihidroxivitamina D3, produciendo de esta forma
efecto autocrino y paracrino localizado. El fin del presente trabajo es determinar la existencia de alguna relacion
entre niveles por debajo de 20 ng/ml de 25-Hidroxi-Colecalciferol medido a través de Inmunoensayo
Quimioluminiscente de Microparticulas y la presencia de Linfopenia (<1X10°/L) @7 en pacientes con Céncer
de Mama pretratamiento Subtipos Luminal A, Luminal B, Basal y Her-2 en un periodo de 6 afios.

Abstract

Vitamin D represents a window of opportunity for theoretical understanding and prevention of multiple
diseases. Their pleiotropic effects are explained, because among other things, to the expression of its specific
receptor ubiquitously in the economy of mammals, as well as intranuclear actions of this that are able to regulate
and modify gene expression.

The importance of Vitamin D is remarkable in several homeostatic processes of conventional type, being the
best known example, regulation of calcium and phosphorus metabolism in bone level; but also in some
"nonclassical" as the genesis of various pathologies of metabolic nature, cardiovascular, autoimmune or
oncologic. However, the results of epidemiological studies over the last decade show controversial results.
While one should not lose sight of the fact that Vitamin D deficiency represents a real public health problem
that needs to be sized, prevented and addressed.



Some of the most studied, processes are those in which Vitamin D is part of the immune response, promoting
the differentiation and modulating the response of monocytes, macrophages, antigen presenting cells, dendritic
cells and lymphocytes. Besides these cells express alpha-hydroxylase 1 (enzyme required for the
biotransformation of different intermediates of vitamin D), which theoretically could have local production of
1,25-dihydroxyvitamin D3, thereby producing autocrine effect form and paracrine located. The purpose of this
study is to determine the existence of any relationship between levels below 20 ng / ml of 25-hydroxy-
cholecalciferol measured by chemiluminescent immunoassay Microparticle and the presence of lymphopenia
(<1x109 / L) 37 in patients with molecular subtipes Luminal A, Luminal B, Basal and Her-2 breast cancer
pretreatment over a period of 6 years,

1. Marco de Referencia y Antecedentes

1.1 Introduccion.

GENERALIDADES DE LA VITAMINA D

La Vitamina D y su Historia se encuentran intimamente ligadas al Raquitismo, el cual se describio claramente
por Whistler en 1645. “¥ La relacion del raquitismo con la falta de luz solar ya se sospechaba desde el siglo
XIX, debido a su mayor incidencia en nifios que vivian en ciudades industrializadas que en nifios que vivian en
areas rurales. 1)

A principios del siglo XX, Huldshinsky, Chick y Hess demostraron que nifios raquiticos se curaron después de
la exposicion a la luz solar. Posteriormente se observo que perros criados bajo una dieta de avena (en un area
endémica de Raquitismo en Inglaterra con el mismo tipo de Dieta) se curaron a través de la ingesta de Higado
de Bacalao . En 1928, Windaus, identifica la estructura de las vitaminas D? y D? por lo cual recibe el premio
Nobel de Quimica 7.

Figura 1.

Adolf Otto Reinhold Windaus
Premio Nobel de Quimica 1928
Imagen: nobelprize.org




Resumen Esquematizado de la sintesis y Metabolismo de la Vitamina D con sus acciones esqueléticas clasicas y extraesqueléticas o no clasicas. 1-
OHasa=25-hydroxyvitamina D-1 o-hydroxylasa; 24-OHasa=25-hydroxyvitamina D-24-hydroxylasa; 25(OH)D=25-hydroxyvitamina D;
1,25(0OH)2D=1,25-dihydroxyvitamina D; Ca BP=Proteina de Unién al Calcio; CYP27B1=Enzima del Cltocromo P450-27B1; DBP=Proteina de
Unién a la Vitamina D; ECaC=Canal de Calcio Epitelial; FGF-23=Factor de Crecimiento Fibroblastico-23; PTH=Hormona Paratiroidea;
RANK=Receptor Activador de NF-kB; RANKL=Ligando del Receptor de NF-kB; RXR=Receptor de Retinoides (Acido Retinoico);
TLR2/1=Toll-like receptor 2/1; VDR=Receptor de la Vitamina D; Vitamina D=Vitamina D2 o vitamina D3. ¢*



La vitamina D, se puede obtener de fuentes dietéticas de origen Vegetal (Vitamina D2 o Ergocalciferol) o
Animal (Vitamina D3 o Colecalciferol) ¢7“)- Alrededor del 50% de la vitamina D obtenida por la Dieta, es
absorbida por los enterocitos y se transporta a la circulacion a través de los Quilomicrones. Parte de esta
Vitamina D, es “secuestrada” por varios tejidos (grasa y musculo) antes de que los quilomicrones y su contenido
lleguen finalmente a los hepatocitos ). Las mejores fuentes alimentarias de Vitamina D, son: Pescado, crema,
yema de huevo, mantequilla. Tanto la leche humana como la de vaca son fuentes pobres de Vitamina D,
proporcionando sé6lo 15-40UI/L. So6lo una ingesta de cantidades farmacoldgicas de Vitamina D (60000 Ul/Dia)
pueden aumentar la concentracion de vitamina D a un nivel equivalente a las necesidades de un lactante ).
Molecularmente, la Vitamina D es estable por lo que no se desnaturaliza cuando la comida se calienta o se
almacena durante largos periodos 7). Sin embargo, teéricamente es muy dificil obtener las cantidades adecuadas
de Vitamina D a través de so6lo la dieta en un pais como México .

La mayoria de los vertebrados pueden cubrir sus necesidades a través de sintesis fotoquimica en la piel, a través
del precursor 7-dehidrocolesterol (o provitamina D3) presente en grandes cantidades en las membranas de los
queratinocitos, fotoisomerizando a través de los rayos UV el anillo B de la provitamina D3 y transportandose
posteriormente a través de proteinas especificas al higado para su posterior metabolizacion, sin embargo, la
exposicion solar aumenta el riesgo de dafio dérmico y con ello, de varios tipos de cancer de piel, incluyendo el
melanoma'®. La produccion de previtamina D3 es una reaccion fotoquimica no enzimatica que no estéa sujeta
a otra regulaciéon que no sea la intensidad de la Radiacion UV (Longitud de onda de 290-315nm) y la
disponibilidad del sustrato (7-dehidroxicolesterol) el cual es el ltimo precursor en la sintesis de Novo del
Colesterol ®. Al aumentar la edad, los niveles de provitamina D experimentan un descenso, con el consiguiente
descenso de la fotoproduccion de Vitamina D ®. La ropa, protectores solares y la pigmentacion de la piel
dificultan la absorcién de los rayos UV (1D @3,

Algunos puntos sobresalientes con respecto a las acciones especificas ejercidas por la Vitamina D, es que la
exposicion a 1,25 Hidroxivitamina D (forma activa de la vitamina D) ocasiona una detencion del Ciclo Celular
en GO-G1 en varias extirpes celulares ¥, La regulacion de la familia de factores de Transcripcion E2F actia
como interruptor principal para un gran nimero de genes implicados en la progresion del ciclo celular. Estos
factores se encuentran bajo el control de proteinas especificas y su estado de fosforilacion esta regulada por
ciclinas y quinasas dependientes de ciclina (p18, p19, p21 o p27) © (3 muchas de las cuales se encuentran
reguladas por la 1,25 Hidroxivitamina D. Por otro lado, la 1,25 Dihidroxivitamina D, también puede inhibir el
crecimiento celular mediante la interferencia con las vias ligadas al Factor de Crecimiento Tumoral Beta, Factor
de Crecimiento Epidérmico, prostaglandinas, asi como la intervencion de otras vias de sefializacion mitogénica
como ERK/MAPK y c-myc ¥, De igual forma, puede regular la apoptosis y la angiogénesis, elementos
imprescindibles en la proliferacion de las células tumorales .

Numerosos estudios han demostrado un impacto del estado del sistema inmunologico en los resultados de los
pacientes con cancer 13U2GDEHE) En yna serie de estudios que reunié mas de 3.000 pacientes, se demostrd que
existe Linfopenia en el 20-25% de los pacientes con canceres avanzados, incluyendo el 20% de pacientes con
cancer de mama metastasico no tratados . Todas las extirpes linfocitarias se ven afectadas incluyendo
TCD4 ¥, TCDB8 ", células NK y linfocitos B. Es importante destacar que, en pacientes con cancer de mama
metastasico, la linfopenia, se asocia con un riesgo del 20% de muerte temprana a 1 mes y 50% de riesgo a los 3
meses ®®. Ademids, la linfopenia esta también asociada con un mayor riesgo de progresion de la enfermedad y
peor supervivencia a largo plazo en tres series prospectivas de pacientes con cancer de Mama Metastasico junto
con otras neoplasias como linfoma no Hodgkin y sarcomas de tejidos blandos %
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1.2 Epidemiologia de la Deficiencia de Vitamina D.

Los niveles séricos de 25-Hidroxivitamina D, como el mejor marcador para el estado de la vitamina D ®9,
varian ampliamente en diferentes poblaciones del mundo. La frecuencia de la deficiencia de la vitamina D o su
insuficiencia varia en consecuencia. En un amplio metaanalisis de estudios transversales sobre los niveles
séricos de 25 Hidroxivitamina D en sujetos aparentemente sanos en todo el mundo (394 estudios), los niveles
promedio de 25-Hidroxivitamina D fueron de 21ng/ml. La Poblacion caucasica exhibid niveles ligeramente mas
altos que los no caucasicos, pero esta observacion puede ser imparcial, ya que los  niveles de 25-
Hidroxivitamina D son mas bajos en sujetos con piel mas obscura cuando se vive en zonas de clima templado
®(2) Los sujetos de edad mayor a 75 afios, asi como los nifios menores de 15 afios, presentan niveles mas bajos
de 25-Hidroxivitamina D ®1009ED En Estados Unidos segun la Encuesta Nacional de Salud (NHANES) se
registrd una reduccion de los niveles medios de 27ng/ml a 24ng/ml de 25-Hidroxivitamina D en el periodo de
1988 — 1994 al periodo de 2002-2006 2. Los niveles mas bajos se encontraron en los afroamericanos en
comparacion con los otros grupos étnicos y también un Indice de Masa Corporal mayor se asocid con niveles
mas bajos de 25-Hidroxivitamina D ¥®@3)  Las determinaciones medias en adultos y adultos mayores de
diferentes continentes (Norte América, Europa y Asia) son notablemente similares a 25ng/ml @2,

En México, segin Flores, Barquera y Colaboradores en la Encuesta Nacional de Nutricion de 2006 encuentran
que 6 de cada 10 nifios de entre 2 y 12 afios tienen niveles suficientes de vitamina D con una prevalencia del
23% de insuficiencia y el 16% de deficiencia. La deficiencia fue mayor en los nifios preescolares (de 2 a 5 afios)
que en los de 6-12 (escolares) Los nifios de areas urbanas presentan concentraciones menores de vitamina D en
comparacion con los de areas rurales. Los adolescentes (de 13 a 19 afios) también presentaron niveles
insuficientes de vitamina D. El 8.11% y el 23% de los adolescentes mostraron deficiencia e insuficiencia,
respectivamente. S6lo el 69% presentd niveles suficientes de vitamina D. En cuanto a poblacion adulta, 9.8%
present6 deficiencia y 20% insuficiencia.

Aproximadamente 70% de los adultos mexicanos presentaron suficiencia de vitamina D en dicho estudio. En
contraste con los nifios, en el grupo de los adultos la mayor deficiencia se presentd en las zonas rurales y no en
urbanas. V. Figura 3

1.2 El Cancer de Mama en México.

Segtin el Reporte Epidemioldgico de los Tumores Malignos en México , en las naciones en desarrollo como
las asiaticas, africanas o Latinoamericanas con una alimentacion basicamente dominada por cereales, se
ostentan elevadas tasas de cancer de boca, esofago, faringe, estdbmago, higado y cervicouterino. Sin embargo, en
zonas de paises mas desarrollados como Europa, Norteamérica y Australia, con dietas mas ricas en grasas y
alimentos procesados, los tumores mas frecuentes suelen ser de colon, prostata 0 mama. El cancer es una de las
principales causas de mortalidad a nivel global. Se le atribuyen 7.9 millones de defunciones (13% de las
defunciones) ocurridas en 2007. Las muertes por cancer siguen aumentando. Se calcula que serdn
aproximadamente 30 millones para el aflo 2030. En México, alrededor de 25 mujeres son diagnosticadas de
cancer mamario diariamente ®. Segln el Registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas @, dentro de los
tumores del aparato reproductivo en el afio 2004 los tumores malignos de mama sumaron 13973 casos o 12.2%
del total de ese afno. En 2005 la cifra fue de 14149 o 12.56% del total de este afio. Durante 2006, el nimero de
casos registrados fue de 13706 o 12.9% del total anual ocupando el primer lugar durante los 3 afios en este
grupo de tumores. En 2008, se situé en segundo lugar dentro de las primeras 20 causas de Egreso Hospitalario
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por tumores Malignos a nivel nacional con un total de 17151 eventos. Unicamente por detras de la Leucemia
Linfoide y delante del Cancer Cervicouterino. En este mismo periodo, se registraron 4858 defunciones
atribuidas al Cancer de Mama (4835 mujeres y 23 hombres). La incidencia de cancer de mama en nuestro pais
en el afio 2009, de acuerdo al reporte del Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica @
fue de 15.41 por cada cien mil habitantes mayores de 14 afos, teniendo la mayor incidencia el Estado de
Coahuila, con 17.88 y la menor, en Chiapas con 1.15; ubicando al Distrito Federal en segundo lugar con 17.27,
el grupo de edad con mayor incidencia es de 60 a 64 afios con 32.87; el segundo grupo de 50 a 59 afios de edad
con 26.99. A diferencia del cancer de cuello Uterino, en el de mama se ha presentado una tendencia al alza de
la mortalidad sin descanso desde la década de los afios ochenta, hasta un 63.7% de 1980 a 2008; esto ha
resultado en la implementacion de diversos programas de deteccion oportuna y en la inclusion de este tipo de
tumores en el Fondo de Proteccion contra Gastos Catastroficos del Sistema Nacional de Proteccion Social en
Salud. Los estados del norte del pais son los que presentan las tasas mas altas de mortalidad, tales como Sonora,
Chihuahua, Baja California Sur, Nuevo Ledn y Aguascalientes .

Figura.

Prevalencia de deficiencia o Insuficiencia de Vitamina D en nifios mexicanos segun diferentes Caracteristicas
Sociodemograficas V)
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Figura.

Prevalencia de deficiencia o Insuficiencia de Vitamina D en adolescentes y adultos mexicanos segiin diferentes
Caracteristicas Sociodemogrificas

1.4 Factores epidemiologicos y de riesgo asociados al cancer de mama.

Cerca de la mitad de los canceres de mama recién diagnosticados se explican por factores de riesgo conocidos,
como la edad de la menarquia, la menopausia y enfermedad proliferativa ®». Un 10 por ciento adicional se
asocia con una historia familiar positiva ®). Ademas, el riesgo puede ser modificado por factores demograficos,
estilo de vida y factores ambientales, aunque su asociacion con el riesgo de cancer de mama no se ha
demostrado claramente ®. A continuacion, se detalla sobre algunos de los factores actualmente reconocidos.

Edad

El riesgo de cancer de mama aumenta con la edad avanzada. La probabilidad de que una mujer desarrolle cancer
de mama en los Estados Unidos entre 2006 y 2008 era ¢7:

Desde el nacimiento hasta 49 afios - 1 de cada 53 mujeres.

I EEEEEEEEE——
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Edad de 50 a 69 - 1 de cada 44 mujeres.

Edad 60 hasta 69 - 1 en 29 mujeres.

Edad 70 afios 0o més - 1 de cada 15 mujeres.

Desde el nacimiento hasta la muerte - 1 de cada 8 mujeres.

Género

Este tipo de neoplasia se produce 100 veces mds frecuente en mujeres que en hombres. En los Estados Unidos,
aproximadamente 250.000 mujeres son diagnosticadas con cancer de mama invasivo cada afio, en comparacion
con aproximadamente 2.600 casos que se producen anualmente en los hombres G7).

Raza o etnia

En los Estados Unidos, la tasa mds alta de cancer de mama se produce entre las mujeres blancas, aunque el
cancer de mama sigue siendo el cancer mas comun entre las mujeres de todos los grupos étnicos principales @V,

Gran parte de las diferencias étnicas en las tasas de cancer de mama son atribuibles a factores asociados con el
estilo de vida (por ejemplo, el indice de masa corporal (IMC), antecedentes de sustitucion o anticoncepcion
hormonal y el acceso a la asistencia sanitaria, aunque los factores genéticos y / o bioldgicos pueden también
contribuir VG743 E] cancer de mama en mujeres menores de 40 afios de edad y los canceres de mama triple
negativo parecen ser mas comunes en la poblacion afroamericana que en los caucasicos. 7.

Peso

La obesidad (indice de masa corporal >30 kg / m?) se asocia a un aumento general de la morbilidad y la
mortalidad. Sin embargo, el riesgo de cancer de mama asociado con el IMC parece depender de la condicion
especifica de la menopausia 1492967,

Mujeres posmenopausicas

Un mayor indice de masa corporal (IMC) y / o el aumento de peso en la perimenopausia se han asociado
consistentemente con un mayor riesgo de cancer de mama entre las mujeres posmenopéusicas Y®). Las mujeres
que aumentan 10 kg o mas desde la menopausia tienen un mayor riesgo de cancer de mama en comparacion con
las mujeres que mantuvieron su peso (400 frente a 339 por cada 100.000 personas-afio; Riesgo Relativo de 1,18;
Intervalo de Confianza del 95%: 1,03 a 1,35) segun un estudio de 2012 ?%,

Se evaluo el impacto del aumento de peso después de los 40 afios de edad en un estudio prospectivo europeo
sobre cancer y nutricion estudio que incluy6 a mas de 200.000 mujeres @Y. Una mayor ganancia de peso (0,83 a
4,98 kg / afio) se asocid con un riesgo leve pero significativamente mayor de cancer de mama (riesgo relativo
(RR) 1,09; IC del 95% 1.1 a 1.18). Sin embargo, la pérdida de peso después de los 40 afios no se asocio con
cambios en el riesgo de cancer de mama.

La asociacion entre un mayor IMC y el riesgo de cancer de mama después de la menopausia puede ser explicada
por los niveles mas altos de estrogeno que resultan de la conversion periférica de precursores de estrogenos (de
tejido adiposo) a estrogenos ¥, Ademads, la hiperinsulinemia también puede explicar la relacion del cancer de
mama debido a la obesidad. Un IMC alto se asocia con niveles elevados de insulina 136D,

Mujeres premenopausicas
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A diferencia de las mujeres posmenopausicas, un mayor indice de masa corporal se asocia con un menor riesgo
de cancer de mama en las mujeres premenopausicas “®. En un estudio europeo ¥, las mujeres
premenopausicas con un IMC > 31 kg / m? eran 46 por ciento menos propensas a desarrollar cancer de mama
que aquellas con un IMC <21 kg / m?. La explicacion de este hallazgo no esta clara.

Estatura

La estatura mayor se asocia con un mayor riesgo de cancer de mama en las mujeres premenopausicas y
posmenopausicas ?”. En un estudio, las mujeres que fueron> 175 c¢m de altura tuvieron un 20 por ciento mas
probabilidades de desarrollar cancer de mama que aquellas con estatura <160 cm. El mecanismo que subyace a
esta asociacion se desconoce, pero puede reflejar la influencia de las exposiciones nutricionales durante la
infancia y la pubertad @¥.

Niveles elevados de estrégeno

Altos niveles de estrogeno endogeno aumentan el riesgo de cancer de mama (en particular neoplasias con
receptores hormonales positivos) tanto en mujeres posmenopausicas como premenopdusicas. 7

Los datos limitados sugieren que los niveles de estrégeno juegan un papel en el desarrollo del cancer de mama
entre las mujeres premenopausicas ®V. En un estudio anidado que incluyé a 591 mujeres premenopausicas (197
posteriormente diagnosticadas con cancer de mama), las mujeres en el cuartil mas alto de los niveles séricos de
estrogenos tenian un riesgo incrementado de cancer de mama en comparacion con aquellas en el cuartil mas
bajo (Riesgo Relativo 2,4, 95% 1.3 a 4.5) . En un anélisis de los estrogenos de 634 mujeres premenopausicas
que fueron diagnosticadas con cancer de mama, tanto antes como después de la menopausia, no hubo asociacion
entre el estradiol folicular, estrona y estradiol libre y el riesgo de cancer de mama, ya sea, total o invasivo GV,
Sin embargo, los niveles mas altos de estradiol liteo se asociaron positivamente con neoplasias con receptor de
estrogeno positivo (ER +) / receptor de progesterona positivo (PR +) (Razéon de Momios (OR) 1,7; IC del 95%:
1,0 a 2,9). La estrona lutea, estradiol libre, y progesterona no se asociaron con un riesgo ¢%.

Patologia Mamaria Benigna

Un amplio espectro de entidades patoldgicas se incluye en la categoria de enfermedad benigna de mama ©.
Entre estas, lesiones proliferativas (especialmente aquellas con atipia histologica) estan asociadas con un mayor
riesgo de cancer de mama. La densidad del tejido de la mama refleja la cantidad relativa de tejido glandular y
conectivo con respecto al tejido adiposo. La densidad de la mama es una medida de la extension de tejido
radiodenso fibroglandular %, Las mujeres con tejido muy denso, generalmente definido como el que comprende
>75 por ciento de la mama, tienen un riesgo entre cuatro y cinco veces mayor de desarrollar cancer de mama en
comparacion con las mujeres de edad similar con menor proporcion de tejido mamario denso G7, Ademas, los
aumentos o disminuciones longitudinales en la densidad mamaria en la mamografia, estan asociados a un riesgo
aumentado o disminuido de cancer de mama, respectivamente ¢?)3%._ Sin embargo, el aumento de densidad de la
mama no estd asociado con la mortalidad por cancer de mama ©®7, Tampoco esta claro si las recomendaciones
de cribado deben ser diferentes para las mujeres con mamas densas, en ausencia de otros factores de riesgo.

La enfermedad mamaria benigna no parece estar asociada con un subtipo especifico de cancer de mama @7,

Aunque la densidad mamaria es un rasgo heredado en gran medida, las hormonas exogenas pueden influir en la
densidad ©%. Por ejemplo, la terapia hormonal con estrogenos y progesterona después de la menopausia
aumenta la densidad mamaria, mientras que los antagonistas de los receptores de estrogenos la disminuyen 3.
En un estudio prospectivo que incluyo la administracion de estrégenos equinos diariamente a 413 mujeres
combinados con acetato de medroxiprogesterona o placebo, las mujeres que tomaban la terapia hormonal
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tuvieron un incremento de 6.0 por ciento en la densidad mamografica media al afio en comparacion con las
mujeres que tomaron el placebo, que tuvo una media del 0,9 por ciento de disminucién de la densidad
mamografica media ¢7.

Variante Histopatologica del tumor

El uso de Terapia de Reemplazo Hormonal estd fuertemente asociado con un mayor riesgo de carcinoma
tubular, pero no carcinoma mucinoso (Razén de Riesgo de 4,39, IC del 95%: 2,77 a 6,96 frente a Razon de
Riesgo de 1,40, IC del 95%: 0,99, 1,97, respectivamente) G0

Factores como la edad al momento del primer parto > 30 afos comparada con la edad de 20 a 24 afios se
asocian con mayor frecuencia a neoplasias mixtas (ductal-lobular) (Razén de Riesgo de 1,87, Intervalo de
Confianza del 95% 1,39 a 2,51), lobular (Razoén de Riesgo de 1,82, 95%, Intervalo de Confianza de 1,39, 2,37),
y carcinoma ductal (Razon de Riesgo: 1,15, Intervalo de Confianza del 95% 1.1 a 1.30), no tubular (Razén de
Riesgo de 1,08, Intervalo de Confianza del 95%: 0,51 a 2,29) carcinoma mucinoso (Razon de Riesgo de 0,62,
Intervalo de Confianza del 95%: 0,27, 1,42)149GD

Densidad mineral 0sea

Debido a que los huesos contienen receptores de estrogenos y estos son altamente sensibles a los niveles
circulantes de estrogeno, la densidad mineral 6sea (DMO) se considera un marcador sustituto para la exposicion
a largo plazo a estrogenos endogenos y exogenos. En multiples estudios, las mujeres con mayor densidad dsea
tienen un mayor riesgo de cancer de mama ¢V 3,

Otros Factores Hormonales
Androgenos

Los datos preclinicos sugieren que los androgenos (en particular, la testosterona) ejercen efectos duales en la
génesis del cancer de mama, con un efecto proliferativo mediado por el Receptor de Estrogenos, y un efecto
antiproliferativo mediado por el receptor de androgenos 2. Niveles elevados de andrégenos se han asociado
con un mayor riesgo de cincer de mama tanto en mujeres premenopdusicas como posmenopausicas DG,
Aunque esto no se ha demostrado de forma consistente. Otros estudios sugieren que los niveles elevados de
androgenos aumentan el riesgo especifico para cancer de mama con receptores positivos 7?3 y un estudio
sugiere que se asocian con un menor riesgo de cancer de mama con receptores hormonales negativos ¢,

Insulina y Hormonas Afines

Aunque la diabetes no se considera un factor de riesgo de cancer de mama ®D1Y ge sugiere que el factor de
crecimiento insulinoide Tipo 1 (IGF-1) se asocia con riesgo de cancer de mama en mujeres premenopausicas y
posmenopausicas B! 1. Existen informes de que los niveles de insulina endogena se asocian con un mayor
riesgo de cancer de mama entre las mujeres no diabéticas posmenopausicas que no se someten a terapia
hormonal de reemplazo (1,

Exposicion intrauterina a dietilestilbestrol

Antes de 1971, varios millones de mujeres fueron expuestas in ttero a dietilestilbestrol (DES) que fue prescrito
a sus madres para evitar complicaciones durante el embarazo. La asociacién con un mayor riesgo no esta clara.
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Un estudio de seguimiento a largo plazo de 4653 mujeres expuestas al DES y 1927 controles no expuestos
reportd una casi duplicacion del riesgo acumulado de cidncer de mama en las mujeres expuestas de 40 afios o
mas (3.9 frente a 2,2 por ciento, Razén de Riesgo de 1,82, Intervalo de Confianza del 95%: 1.4 a 3.8). Sin
embargo, en un estudio de seguimiento a largo plazo de 12.091 mujeres expuestas a dietilestilbestrol en los
Paises Bajos, no hubo aumento de riesgo para cancer de mama en comparacion con los controles incluso
cuando el analisis se restringié a las mujeres mayores de 40 (Razon de Incidencia Estandarizada (SIR) de 1,09,
Intervalo de Confianza del 95%: 0,91 a 1,31) ®.

Hormonas Exdgenas

El impacto del uso de hormonas exogenas parece depender tanto del agente utilizado (estrégeno solo frente a
estrogeno con progesterona) y si se administra durante la menopausia. Gran parte de la evidencia disponible
apoya una relacion causal entre la terapia de reemplazo hormonal para la menopausia y el cancer de mama. La
duracion del uso y tipo de formulacion de hormonas parecen ser factores importantes en el riesgo de cancer de
mama (905, Mientras que el uso a largo plazo se ha asociado con el mas alto riesgo, a corto plazo la terapia
combinada de estrogenos y progestina (menos de tres aflos) no parecen aumentar significativamente el riesgo de
cancer de mama @V,

Factores Reproductivos
Menarca y Menopausia

Iniciar tempranamente con la menarca, se asocia con un mayor riesgo de cancer de mama @Y%, Las mujeres
con menarca después de los 15 afios son menos propensas a desarrollar cancer de mama con receptor de
estrogeno / receptor de progesterona positivo en comparacion con las mujeres que experimentaron la menarca
antes de los 13 afios (Razon de Riesgo = 0,76 Intervalo de Confianza del 95%: 0.68- 0.85) . Las mujeres con
menarca después de la edad de 15 afios también tienen un 16 por ciento menos de riesgo de cancer de mama
con receptores de estrogeno / progesterona negativos ). Durante la menopausia aumenta el riesgo de cancer de
mama . EI riesgo relativo aumenta en un 1,03 por ciento por cada afio durante la menopausia, que es
comparable al aumento con el uso de la terapia hormonal durante la menopausia .

Nuliparidad

Las mujeres nuliparas tienen un mayor riesgo de cancer de mama en comparacion con las mujeres que han
tenido hijos (Razon de Riesgo a partir 1.2 a 1,7) @?Y633)_ Sin embargo, el efecto protector del embarazo no se ve
hasta después de 10 afios después del parto @VG7), La proteccion que confiere la multiparidad contra el cancer de
mama es controvertida, aunque los estudios sugieren una disminucion del riesgo al aumentar el nimero de
embarazos @®7. Nuliparidad y sobrepeso pueden tener un efecto sinérgico sobre el riesgo de cancer de mama
en mujeres> 70 afios de edad @Y.

Infertilidad

La asociacion entre la infertilidad y el riesgo de cancer de mama es objeto de controversia. Varios estudios
epidemiologicos sugieren que la infertilidad debida a trastornos anovulatorios disminuye el riesgo de cancer de
mama. Sin embargo, otros estudios no han observado ninguna asociacioén o bien un ligero aumento en el riesgo

asociado con la infertilidad después de ajustar por la historia embarazo anterior y la edad al primer parto
(43)(59)(60)

Mayor edad al momento del primer embarazo
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Las mujeres que se embarazan a una edad mayor, presentan un incremento del riesgo de cancer de mama @%. En
comparacion con las mujeres nuliparas cerca de la menopausia, la incidencia acumulada de cancer de mama
(hasta 70 afos) fue del 20 por ciento mas bajo, 10 por ciento mas bajo, y 5 por ciento mayor entre las mujeres
que tuvieron su primer hijo a los 20 afios de edad, 25 o 35 afios, respectivamente @V. El riesgo de una mujer
nulipara fue similar a la de una mujer con un primer parto a término a los 35 afos.

Se ha propuesto que la diferenciacion celular producida en la glandula mamaria durante y después del
embarazo, juega un papel protector contra la génesis del cancer de mama ©%. Una edad mas tardia en el primer
parto puede conferir un riesgo mayor que la nuliparidad debido a la estimulacién de proliferacion adicional
sobre las células glandulares mamarias que quizas son mas propensas al dafio celular.

Antecedentes de Cancer

Los antecedentes personales de carcinoma ductal in situ o cancer de mama metastdsico aumentan el riesgo de
desarrollar un cancer de mama invasivo en la mama contralateral. Un estudio de 2010 usando Vigilancia,
Epidemiologica que incluy6 a casi 340.000 mujeres con cancer de mama primario encontrd que la incidencia de
cancer de mama contralateral invasivo fue del 4 por ciento durante un seguimiento medio de 7,5 afios . El
indice de riesgo de un cancer de mama contralateral variado por la edad en el momento del diagnostico del
cancer de mama y el estado del receptor de la hormona del cancer primario es:

Para las mujeres con cancer de mama ER-positivo previo: La tasa fue ligeramente mayor para las mujeres
menores de 30 afios en comparacion con las diagnosticadas a una edad mayor (0,45 frente a 0,25 a 0,37,
respectivamente). En particular, estas tasas han ido disminuyendo con el tiempo, muy probablemente debido a
un mayor uso de la terapia hormonal.

Para las mujeres con cancer de mama ER negativo previo: La tasa fue mas alta entre las mujeres <30 afios al
momento del diagnostico en comparacion con las diagnosticadas a una edad mayor (1,26 frente a 0,85 a los 30-
35 afios, y 0,45 a 0,64 para las diagnosticadas a > de 40 afios). El riesgo asociado con una historia familiar de
cancer de mama se ve fuertemente afectado por el niimero de familiares de primer grado con y sin cancer. A
modo de ejemplo, en un analisis combinado con datos de mas de 50.000 mujeres con cancer de mama y 100.000
controles, el riesgo de cancer de mama fue @:

Un aumento de casi del doble si una mujer present6 un familiar afectado de primer grado.
Se multiplico por tres si tenia dos familiares de primer grado afectados.

Ademas de una historia familiar de cancer de mama, la edad de dicho familiar al momento del diagnostico
también influye en el riesgo de cancer de mama @969 Las mujeres tienen un riesgo tres veces mayor si el
familiar de primer grado fue diagnosticado antes de los 30 afos (Razon de Riesgo 3,0; Intervalo de Confianza
del 95% 1.8 a 4.9), pero sélo 1,5 veces mayor si el familiar afectado fue diagnosticado después de los 60 afios
de edad.

Mutaciones genéticas heredadas

Las mutaciones genéticas especificas que predisponen al cdncer de mama son poco frecuentes; solo del 5 al 6
por ciento de todos los canceres de mama son directamente atribuibles a la herencia de un gen de susceptibilidad
al cancer de mama, como el BRCA1, BRCA2, p53, ATM y PTEN®D,

Estilo de vida
I
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Alcohol

El consumo de alcohol se asocia con un mayor riesgo de desarrollo de cancer de mama 2,

Tabaquismo

Aunque los resultados no han sido uniformes, varios estudios sugieren que existe un modesto aumento del
riesgo de cancer de mama en los fumadores. Dichos datos son mas consistentes en los estudios que evaluaron el
inicio precoz, mayor duracion, y / o paquetes-afio en niimero mayor. Por ejemplo, en un meta-analisis de 27
estudios observacionales prospectivos, el riesgo de cancer de mama fue mayor entre los pacientes con
antecedentes de tabaquismo (Resumen del Riesgo Relativo 1,10; Intervalo de Confianza del 95%: 01.02 a
01.14). Se observaron resultados similares para los fumadores pasivos. La relacion entre el tabaquismo y el
cancer de mama se complica por el hecho de que hasta un 50 por ciento de las mujeres que fuman también
consumen alcohol, un conocido factor de riesgo para el cancer de mama. Sin embargo, en los estudios entre las
mujeres que fumaban, pero no bebian alcohol, todavia existid6 un aumento del riesgo de cancer de mama
asociado ®? @7,

Turno laboral nocturno

Trabajar en turno nocturno, es reconocido por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer y la
Organizacion Mundial de la Salud como un probable cancerigeno. Esto se sustenta en los siguientes estudios.

Un metaanalisis en 2005 explor6. la relacion entre el trabajo nocturno y el riesgo de cancer de mama. Se
incluyeron 13 estudios de auxiliares de vuelo de lineas aéreas y trabajadores del turno de la noche reportando un
riesgo relativo de 1,48 (IC del 95% 1,36 a 1,61). El riesgo fue similar entre trabajadoras de dos empresas
aeronauticas de sexo femenino (riesgo relativo (Riesgo Relativo) 1,51; Intervalo de Confianza del 95%: 1,36 a
1,68) y especificamente en trabajadores nocturnos de sexo femenino, el Riesgo Relativo fue de 1,44; con un
Intervalo de Confianza del 95%: 1,26 a 1,65).

En el afio 2012, en un estudio realizado en enfermeras, se concluyd que turnos de trabajo después de la
medianoche se asocian con un riesgo elevado de cancer de mama. Razoén de momios de 1,8; Intervalo de
Confianza del 95%: 1.2 a 2.8). El riesgo mads alto se sefialo en las enfermeras que trabajan por la noche en turnos
rotativos (Razon de momios: 2,6, IC 95%: 1.8 a 3.8).

Esta asociacion puede estar relacionada con la exposicion a luz nocturna lo que resulta en la supresion de la
produccion de melatonina por la glandula pineal ®®. La evidencia para apoyar esto viene de la constatacion de
que los bajos niveles de 6-sulfatoximelatonina (el principal metabolito de la melatonina) estan asociados con un
mayor riesgo de cancer de mama @)%,

Exposicion a radiacion ionizante terapéutica

La exposicion a la radiacion ionizante en el térax a una edad temprana, como ocurre con el tratamiento del
linfoma de Hodgkin, se asocia con un mayor riesgo de cancer de mama. Las edades mas vulnerables parecen ser
de entre 10 a 14 afios (prepuberal), aunque un mayor riesgo se observo en las mujeres expuestas a edades mucho
mayores como los 45 afios de edad. Después de los 45 afios, no parece haber ningin aumento del riesgo ©V.
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Factores de protecciéon que pueden reducir el riesgo de cancer de mama

Lactancia materna

Un efecto protector de la lactancia materna se ha demostrado en varios estudios de casos y controles, de
cohortes y meta-analisis, cuya magnitud depende de la duracion de la lactancia. Un gran analisis combinado que
incluia los datos individuales de 47 estudios epidemiologicos (50,302 mujeres con cancer de mama invasivo y
96,973 controles) estima que, por cada 12 meses de lactancia materna, hubo una reduccion del 4,3 por ciento en
el riesgo relativo de cancer de mama. Otro meta-analisis sugiere que esta asociacion fue mas fuerte para cancer
de mama con receptores hormonales negativos.

Actividad fisica

Si bien no hay evidencia directa de que la inactividad se asocie con un mayor riesgo de cancer de mama, el
egjercicio fisico regular parece conferir una proteccion modesta contra el cancer de mama, particularmente en
mujeres posmenopausicas. Una revision de estudios epidemioldgicos estima que el riesgo de cancer de mama se
redujo entre las mujeres mas activas fisicamente en comparaciéon con las mujeres que tenian una menor
actividad fisica (Riesgo relativo: 0,88; Intervalo de Confianza del 95%: 0,85-0,90).

Teniendo en cuenta el efecto paraddjico del peso en las mujeres premenopdausicas y posmenopdusicas, la
reduccion del riesgo de cancer de mama visto con el ejercicio es probable que no sea mediada por el control de
peso unicamente. El aumento de la actividad fisica puede reducir el riesgo de cancer de mama a través de
influencias hormonales, tales como la reduccion de estrogenos séricos, niveles de insulina y del factor de
crecimiento insulinoide (IGF) tipo 1.

Factores dietéticos

Con raras excepciones, los datos recogidos en gran parte de los estudios observacionales sugieren que ciertos
factores dietéticos pueden modificar el riesgo de cancer de mama. Sin embargo, las cuestiones metodologicas
relativas a la medicion de la ingesta nutricional y la contribucioén de otros factores (por ejemplo, consumo de
alcohol) complica estos analisis. Entre aquellos factores involucrados se encuentran:

Dieta mediterranea

La dieta mediterranea que se caracteriza por la abundancia de alimentos vegetales, pescado y aceite de oliva,
puede disminuir el riesgo de desarrollar cancer de mama.

Esto fue sugerido por un analisis secundario de un ensayo clinico de mas de 4.000 mujeres con edades
comprendidas entre 60 y 80 afios a las cuales se les asignd de forma aleatoria dicha dieta suplementada con
aceite de oliva extra virgen, una dieta mediterranea suplementada con frutos secos, o una dieta de control. Con
una mediana de seguimiento de 4,8 afos y los hallazgos fueron los siguientes:

Las mujeres que consumieron una dieta mediterranea suplementada con aceite de oliva extra virgen
experimentaron una tasa de cancer de mama mas baja (Coeficiente de riesgo: 0,32; Intervalo de Confianza 95%:
0,13-0,79). De igual forma, las mujeres que consumieron una dieta mediterranea suplementada con frutos secos
experimentaron una tendencia hacia tasas de cancer de mama reducidas (Coeficiente de Riesgo: 0,59, Intervalo
de Confianza del 95%: 0,26 a 1,35).
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Una limitacion de este estudio fue que, dado que el cancer de mama fue una medida de resultado secundaria, las
mamografias de referencia no pudieron examinarse en todas las mujeres. S6lo hubo 35 casos de cancer de mama
en el total del estudio, por lo que los hallazgos tendrian que ser confirmados a través de un estudio mas amplio.

Soya / fitoestrogenos

Los fitoestrogenos son sustancias naturales contenidas en algunas plantas, con una estructura quimica similar a
la del 17-beta estradiol. Se trata principalmente de isoflavonas (que se encuentran en altas concentraciones en la
soja y otras leguminosas) y lignanos (que se encuentran en una variedad de frutas, verduras y productos de
cereales). Existe evidencia de baja calidad que sugiere que las dietas ricas en soya en mujeres occidentales
pueden prevenir el cancer de mama.

En 2008 un meta-analisis de ocho estudios que evaluan el impacto de la ingesta de alimentos de soja y el riesgo
de cancer de mama informo los siguientes resultados ©”:

Entre las mujeres asiaticas, una mayor ingesta de isoflavonas (=20 mg al dia) se asoci6é con una reduccion del 29
por ciento en el riesgo de cancer de mama con la evidencia de una relacion dosis-respuesta.

Entre las mujeres occidentales, no hubo asociacion con el consumo de soja. Sin embargo, el mayor nivel de
consumo de soja era sélo de 0,8 mg al dia, que puede no haber sido suficiente para observar un efecto.

Consumo de frutas y verduras

Los datos relativos a la contribucién de las frutas y verduras en el riesgo de cancer de mama no son
concluyentes. Con alguna evidencia que sugiere ningiin efecto y otros estudios que sugieren una pequefia
reduccion en el riesgo de cancer de mama.

En un estudio prospectivo de 993,466 mujeres observado para 11 a 20 afios, no se identifico ninguna asociacion
entre el consumo total de frutas y verduras y el riesgo total de cancer de mama. Sin embargo, otros estudios han
sugerido una disminucion del riesgo de cancer de mama en las dietas ricas en frutas y hortalizas. Por ejemplo,
un andlisis combinado de ocho estudios de cohortes encontré que los altos niveles circulantes de alfa-caroteno,
beta-caroteno, y carotenos totales, los cuales se encuentran tipicamente en frutas y verduras, pueden reducir el
riesgo de cancer de mama.

Un meta analisis de 2010 de los estudios que evaltan el riesgo de cdncer de mama informé que el alto consumo
de una dieta compuesta principalmente de frutas y hortalizas se asocid con un menor riesgo de cancer de mama
(Razoén de momios: 0,89; Intervalo de Confianza del 95%: 0,82-0,99).

El consumo de grasas

Una asociacion entre la ingesta abundante de grasa y el riesgo de cancer de mama no se ha establecido
claramente. Sin embargo, puede haber un efecto modesto.

Un meta-analisis y revision de los estudios epidemioldgicos de cohortes no encontraron ninguna asociacion
significativa entre la categoria mas baja de la grasa de la dieta consumida y la mas alta y un mayor riesgo de
cancer de mama (Resumen de Riesgo Relativo de 1,03, Intervalo de Confianza del 95%: 0,76 a 1,40).

En el brazo de modificacion de la dieta de la Iniciativa de Salud de la Mujer, 48,835 mujeres posmenopausicas
sanas de entre 50 y 79 fueron asignadas al azar a una intervencion (sesiones mensuales grupales en el primer
aflo, seguido de sesiones de mantenimiento cada tres meses con el objetivo de reducir el consumo de grasas)
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comparandose con un grupo que recibio la informacion nutricional unicamente. En un seguimiento medio de 8,1
afios, no hubo ningtn efecto sobre el riesgo de cancer de mama observado en el grupo de intervencion (Razon
de Riesgo 0,91, IC 0,83-1,01). Sin embargo, pocas mujeres cumplieron con el objetivo de una proporcion del 20
por ciento de la ingesta total a través de grasa.

En el estudio de la dieta y la salud de AARP, las mujeres en el quintil mas alto de consumo de grasas (mediana
de 90 g/ dia, o el 40 por ciento de las calorias totales de grasa) tenian tasas de cancer de mama invasivo de 11 a
22 por ciento mas altos que las mujeres en el quintil mas bajo (mediana de 24,2 g / dia, o 20 por ciento de las
calorias de la grasa) @.

Carne roja y carne procesada

Una asociacion entre el consumo de carne roja (> 5 porciones por semana) y el cancer de mama antes de la
menopausia se ha reportado en algunos estudios, pero la evidencia de su asociacion con el riesgo de cancer de
mama es mas débil que la de otros tipos de cancer.

Factores ambientales
Lugar de Residencia

A nivel mundial, el cancer de mama es el cancer mas frecuentemente diagnosticado, y la principal causa de
muerte por cancer en mujeres. Las tasas de incidencia de cancer de mama son mas altas en América del Norte,
Australia / Nueva Zelanda, y en Europa occidental. Las tasas mas bajas en Asia y Africa subsahariana. Se cree
que estas diferencias internacionales pueden estar relacionadas con los cambios sociales que se producen
durante la industrializacion (por ejemplo, los cambios en la ingesta de grasas, el peso corporal, la edad de la
menarquia, y / o la lactancia, y los patrones reproductivos tales como un menor nimero de embarazos a una
edad mas tardia al momento del primer parto).

Incluso dentro de los Estados Unidos, el riesgo de cancer de mama varia sustancialmente entre las diferentes
regiones. Estudios de los patrones de migracion a los EE.UU. estan en muy relacionados con la importancia de
los cambios culturales y / o ambientales. En general, las tasas de incidencia de cancer de mama son mayores en
los inmigrantes de segunda generacion.

Exposicion a la radiacion diagnostica

Sobre la existencia de una relacion entre el riesgo de cancer de mama y los niveles de irradiacion diagnostica en
mujeres que no tienen una predisposicion hereditaria es controvertida. Sin embargo, el riesgo de cancer de
mama asociado con la radiacion diagndstica en mujeres con mutacion BRCA1 / 2 heredada, parece aumentar.

Tabaquismo pasivo
La asociacion entre el riesgo de cancer de mama y la exposicion al tabaquismo pasivo no es concluyente.

En 2011 en el estudio de Iniciativa de Salud la mujer, donde se observaron casi 80.000 mujeres, las no
fumadoras que informaron una amplia exposicion al humo del cigarro (definido como 'la exposicion en la
infancia > 20 afios' > 10 afios como un adulto en casa, o > 10 afios 'exposicion ocupacional) tenian un mayor
riesgo de cancer de mama en comparacion con aquellas que no estuvieron expuestas al humo del cigarro (Razén
de Riesgo de 1,32, Intervalo de Confianza de 95% 1,04-1,67).
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Sin embargo, en el Estudio de Salud de las Enfermeras, realizado en Europa, no se encontr6é asociacion alguna
entre tabaquismo pasivo y riesgo de cancer de mama entre una cohorte de mas de 1800 mujeres (920 con un
diagnostico de cancer de mama).

Medicamentos

Varias clases de medicamentos pueden tener un efecto modificador sobre el riesgo de cancer de mama. Sin
embargo, la evidencia para apoyar su asociacion con el cancer de mama es débil. Estos incluyen los siguientes:

Calcio / vitamina D

Los niveles plasmaticos de 25-hidroxivitamina D pueden estar asociados con un diferencial de riesgo de cancer
de mama basado en el estado de la menopausia. Una revision de nueve estudios prospectivos que incluyeron
11.656 mujeres, encontrd que el riesgo de cancer de mama después de la menopausia se redujo en un 12 por
ciento por cada 5 ng / ml que se aumenten en pacientes con niveles entre 27 y <35 ng / ml. No hubo asociacion
entre la 25-hidroxivitamina D y el riesgo de cancer de mama en mujeres premenopausicas. Un ensayo aleatorio
de 36.282 mujeres posmenopausicas a las cuales se les suministro 1000 mg de calcio elemental con 400 UI de
vitamina D3 o placebo no encontré ninguna relacion entre los niveles de 25 (OH) D y el riesgo de cancer de
mama.

El ensayo VITAL investiga el papel de la suplementacion con dosis mas altas de vitamina D (2000 unidades
internacionales) con o sin suplementos de omega 3 en una variedad de resultados, incluyendo el riesgo de cancer
de mama.

Antioxidantes

No hay evidencia de un efecto tangible con la ingesta de vitamina A, E, o C, o beta-caroteno, en el riesgo de
cancer de mama.

AINES

Los datos con respecto a un posible efecto protector de los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE)
en el riesgo de cancer de mama no son homogéneos:

En un metaandlisis de 38 estudios se llegd a la conclusion de que el uso de cualquier AINE se asocia con una
reduccion en el riesgo de cancer de mama (Riesgo Relativo: 0,88; Intervalo de Confianza del 95%: 0,84 a 0,93),
con reducciones similares de la aspirina (Riesgo Relativo: 0,87, Intervalo de Confianza del 95% 0,82-0,92) y
para Ibuprofeno, un Riesgo Relativo de 0,79; con un Intervalo de Confianza del 95%: 0,64 a 0,97).

Sin embargo, un informe de 2012 anteriormente citado, no encontrd ninguna asociacion entre el uso de aspirina,
AINE o paracetamol y la incidencia de cancer de mama. Ademas, el Unico ensayo aleatorio informé que evaluo
el impacto de las dosis bajas de aspirina (100 mg cada dos dias) en la prevencion del cancer y no encontrd
ningln efecto sobre el cancer de mama o céncer total después de un promedio de 10 afios de seguimiento 7,

Bifosfonatos
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Los bifosfonatos orales se utilizan cominmente para el tratamiento de la osteoporosis y para el manejo de
mujeres con cancer de mama con evidencia de pérdida de hueso. Si su uso es un verdadero factor de proteccion
no esta claro.

Varios estudios sugieren un efecto protector de los bifosfonatos orales, con una reduccién del 28 al 33 por
ciento en el riesgo de cancer de mama. Sin embargo, la baja densidad dsea se asocia con un menor riesgo de
cancer de mama. Por lo tanto, no se sabe si los estudios estan observando una verdadera asociacion causal entre
los bifosfonatos y la reduccion del riesgo de cancer de mama o simplemente existe algiin factor de confusion (es
decir, las personas que toman bifosfonatos tienen un riesgo menor de cancer de mama para empezar).

Factores que no influyen en el riesgo de Cancer de Mama
Aborto

Tanto un gran analisis conjunto y los estudios de cohorte de base poblacional no apoyan una asociacion entre el
aborto (inducido o espontaneo) y el riesgo de cancer de mama.

Productos quimicos — Los Bifenilos Policlorados (PCB), dioxinas y pesticidas organoclorados como el
diclorodifeniltricloroetano (DDT) actian como estrogenos débiles, altamente lipofilicos y capaces de persistir
en los tejidos del cuerpo durante afos. Sin embargo, una asociaciéon con el cancer de mama no se ha
demostrado.

Obliteracion Tubaria Bilateral
Los primeros estudios de observacion informaron resultados inconsistentes sobre la asociacion entre la OTB y el
riesgo de cancer de mama. Un meta-analisis de 77 249 mujeres posmenopausicas sin cancer no encontro

ninguna asociacion entre la ligadura de trompas y el riesgo de cancer de mama (Razén de momios: 0,97,
Intervalo de Confianza del 95%: 0,84 a 1,09).

Cafeina.

Un nimero de estudios han podido demostrar que no existe ninguna asociacion entre el consumo de cafeina y el
riesgo de cancer de mama.

Otros.

Implantes cosméticos de mama, campos electromagnéticos, mantas eléctricas, y tintes para el cabello no se han
asociado con el riesgo de cancer de mama.

1.5 Clasificacion del Cancer de Mama

El cancer de mama es un conjunto heterogéneo de alteraciones. La clasificacion basada en caracteristicas
clinicas o histologicas posee un uso historico en la guia para el abordaje del problema. Sin embargo, la
clasificacion histopatologica clasica del cancer de mama requiere el apoyo de la caracterizacion molecular de la
enfermedad. Juntas son una herramienta vital para comprender el prondstico clinico o bien predecir la respuesta
al manejo sistémico.

Clasificacion histopatologica clasica
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Basada en la morfologia celular de los tumores, puede ser categorizada como tumores compuestos de células de
origen ductal (adenocarcinoma ductal) u origen lobular (carcinoma lobular). Las neoplasias de seno son también
clasificadas en invasivas o infiltrativas también llamadas metastaticas y en enfermedad no invasiva que puede
presentar involucro de la membrana basal (Carcinoma ductal in situ, también conocido como carcinoma
intraductal.)

Carcinoma ductal: Representa el 70 u 80% de las neoplasias de mama, siendo el tipo histologico invasivo mas
comun. El prondstico clinico es altamente variable, pudiendo ser desde indolente a rapidamente progresivo. El
prondstico puede ser estimado mediante evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas celulares y marcadores
moleculares como expresion de Receptores para Estrogenos, Receptores para Progesterona, Expresion de Ki-67
y HER2.

Carcinoma Lobular: Corresponde aproximadamente al 10-15% de las neoplasias de mama. El carcinoma
lobular invasivo puede ser especialmente dificil de diagnosticar debido a su patrén de invasion tnico de célula
radiada en el tejido invadido. Las metastasis del carcinoma lobular de mama tienen alta predileccion por las
superficies pleural y pericardica.

Subtipos especiales con pronostico favorable: Aproximadamente menos del 10% del total e incluye
carcinomas de tipo papilar, tubular, mucinoso y medular puro.

Cancer de mama tipo inflamatorio: Representan aproximadamente el 1% son particularmente agresivos y
pueden ser reconocidos microscopicamente basado en la presencia de invasion dermolinfatica. Clinicamente es
a menudo asociado con eritema cutianeo del seno y edema cutaneo.

Enfermedad de Paget: Caracterizada por cambios eczematosos en el pezon, es frecuentemente vista en
asociacion con Carcinoma Ductal in situ subyacente.

Cystosarcoma phyllodes: Constituye menos del 1% de todas las neoplasias de mama. Cerca del 90% de los
tumores phyllodes son benignos y 10% son malignos. Sin embargo, estos tumores raramente generan metastasis,
pero pueden recurrir localmente. La reseccion quirirgica con margenes amplios es necesaria para optimizar el
control local.

Tumores Raros: Incluidos en este grupo el Carcinoma de Células Escamosas, Linfoma y Sarcoma

1.5 Clasificacion Molecular de l1a Enfermedad Mamaria Maligna.

Esta clasificacion puede ser basada en la expresion de un solo gen en un ensayo a través por ejemplo de la
determinacion del nimero de copias para Receptores de Estrogenos, Receptores de Progesterona o para HER2 e
indice de proliferacion celular mediante Ki-67. Igualmente se pueden emplear plataformas de expresion
multigénicas a través de las cuales se pueden medir docenas o incluso cientos de genes transcriptores
simultaneamente. Los perfiles de transcripcion multigénicos pueden realizarse a través de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real o la expresion de microarreglos. Un ejemplo comercial de este tipo de
recursos, es el Oncotype DX assay o también el Mammaprint.

La realizacion de un perfil genético usando microarreglos de DNA definié nuevos subtipos moleculares de
cancer asociados con la distincion de su origen celular. Existe un diferente perfil de expresion génico para el
cancer de mama inflamatorio, el tipo HER2 positivo o tumores con mutaciones de BRCA. Basados en este tipo
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de observaciones, el cancer de mama ha sido dividido en una lista de 4 subtipos con distintas caracteristicas
bioldgicas y desenlaces clinicos.

1.Luminal A.

Los tumores de tipo Luminal expresan Citoqueratinas 8 y 18. Tienen altos niveles de expresion de Receptores
para Estrégenos y tienden a ser de bajo grado. Poseen una respuesta favorable a la terapia endodcrina y un
pronostico favorable. Tienden a responder en menor proporcion a la quimioterapia.

2.Luminal B.
Las células tumorales son también de origen epitelial, pero con un patrén de expresion génico distinto del tipo
Luminal A. El pronoéstico es menos favorable que en el Luminal A.

3.HER2.

Estos tumores poseen amplificacion del gen HER2 en el cromosoma 17q y frecuentemente exhiben
coamplificacion y sobrexpresion de otros genes adyacentes a HER2. Los casos de tumores HER2 positivos
poseen una expresion significativamente menor de receptores para Estrogenos y Progesterona, de igual forma
tienen sobrerregulacion de Factor de Crecimiento Endotelial (VEGF). Historicamente, el prondstico clinico de
esta clase de tumores es pobre.

4.Basal.

Estos tumores Receptor para Estrogenos negativo o Receptor para Progesterona Negativo y HER-2 negativo,
también llamados “Triple Negativo™ se caracterizan por marcadores de célula basal o mioepitelial. Tiende a ser
de alto grado y expresan citoqueratinas 5, 6 y 17 o bien vimentina, p63, CD10, actina y Receptor para el Factor
de Crecimiento Epidermoide (EGFR). Pacientes con mutacion BRCA-1 también pueden caer dentro de este
subtipo molecular. Los pacientes con cancer de mama tipo Basal poseen un pobre pronostico.

1.6 Vitamina D. Metabolismo, Regulacion y Acciones.

La vitamina D ha sido el motivo de extensas investigaciones debido a las no menos extensas implicaciones
fisiologicas a diversos niveles durante los Ultimos 40 afios. Ha pasado a entenderse como una compleja
molécula con innumerables acciones teéricas en multiples sistemas fisiologicos adicionales a las
tradicionalmente conocidas en hueso, rifién, intestino y glandulas paratiroides. Su forma activa, denominada 1-
25-dihidroxivitamina D?, aparentemente ejerce acciones enddcrinas, autdcrinas y parcrinas e induce respuestas
fisioldgicas de tipo gendémico y no gendomico en una amplia variedad de tipos celulares que expresan su receptor
especifico, debido a esto, se le atribuyen efectos pleiotropicos. Recientemente se ha documentado produccion
autdcrina y paracrina en diversos tejidos extrarrenales lo que, unido a la amplia distribucion de sus receptores,
fundamenta su importancia fisiologica, el efecto radical en la homeostasis y su papel potencial en diversos
eventos fisiopatologicos de tipo Autoinmune, Metabolico, Cardiovascular o inclusive Oncoldgico.

Después de la exposicion a la luz solar, las plantas y los animales son capaces de sintetizar la vitamina D ¢, La
vitamina D, se genera en la levadura y plantas; la vitamina D3 se produce en peces y mamiferos '), En los seres
humanos, una proporcion considerable de los requerimientos de vitamina D puede ser producido de forma
enddgena en la piel tras la exposicion a la luz ultravioleta . Se ha demostrado, sin embargo, que en las
latitudes donde la sintesis de vitamina D estd reducida o ausente durante los meses de invierno, hay una
variacion estacional en la fotosintesis de la vitamina D ®. Las personas que reciben un amplio suministro de luz
solar durante el resto del afio no estan en riesgo de desarrollar deficiencia de vitamina D, porque el exceso
producido por via cutanea de vitamina D se almacena en la grasa y el musculo y se libera en momentos de
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necesidad ©. Las fuentes dietéticas como los peces, las plantas y los granos pueden ayudar a satisfacer las
necesidades de vitamina D ©).

Los fotones de Luz UV penetran la epidermis y realizan fotolisis del 7-dehidrocolesterol produciéndose
previtamina D, que rapidamente se convierte en una molécula mas estable termodinamicamente, la vitamina D
(. La vitamina D a continuacion, sale de los queratinocitos y entra en el lecho capilar dérmico, donde se une a
la proteina de unién de la vitamina D (DBP). Una vez asociado con la DBP en la circulacion, la vitamina D se
transporta al higado, donde enzimas del citocromo P450 (25-hidroxilasa CYP27A1 y / o CYP2R1) afiaden un
grupo hidroxilo en el carbono 25 para producir 25-hidroxivitamina D (25 (OH) D) ¥, Los primeros estudios
que utilizaron higado perfundido de rata revelaron la cinética del metabolismo de la vitamina D y a través de
esto, resaltaron dos actividades de la 25-hidroxilasa: Una alta afinidad por la enzima microsomal de baja
capacidad y una baja afinidad por la forma mitocondrial, de alta capacidad ©. La enzima mitocondrial es la
“bifuncional” CYP27A1 esterol 27-hidroxilasa que deriva su nombre por su capacidad para realizar el 27-
hidroxilado las cadenas laterales de los intermediarios de colesterol derivados de la biosintesis de acidos biliares
y vitamina D 25-hidroxilada ©.

La forma microsomal, de alta afinidad de la vitamina D 25-hidroxilasa fue identificada como CYP2R1 usando
una estrategia de cribado basado en su expresion . Sobre la base de la determinacion de la actividad especifica,
se estima que la enzima microsomal es responsable de aproximadamente el 30% del total de la actividad de la
25-hidroxilacion, mientras que la enzima mitocondrial es responsable de la 70% restante ©.

El metabolito 25 (OH) D también circula en la sangre unido a la DBP . Es un abundante, pero relativamente
inactivo, metabolito de vitamina D ©%. Su concentracion en la circulacion proporciona la evaluacion mas
facilmente disponible del estado de la vitamina D en un individuo. La forma 25 (OH) D debe ser hidroxilada
atn mas en un sitio diferente, el tibulo proximal del rifién para ganar bioactividad hormonal. La hidroxilacion
en la posicion la por la enzima del citocromo P450 mitocondrial y la 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa
(CYP 27B1) convierte la 25 (OH) D a 1, 25-dihidroxivitamina D (1,25 (OH) , D), la forma activa de la vitamina

D que juega un papel esencial en la homeostasis mineral, el crecimiento 6seo, y la diferenciacion celular
913)A7NHE1)

Al llegar a un tejido diana, 1,25 (OH) » D se une a un receptor especifico (receptor de la vitamina D o VDR) que
es un miembro de la superfamilia de receptores hormonales nucleares V. El VDR se considera un receptor de
hormona nuclear de clase Il debido a que necesita para formar un heterodimero al receptor de retinoide X
(RXR) o Receptor del Acido Araquidonico a fin de regular elementos de secuencia de ADN especificos con alta
afinidad ©. Estas secuencias diana se denominan elementos de respuesta de vitamina D (VDREs), y el mejor
caracterizado de estos sitios de unién se compone de dos secuencias repetidas en tandem hexanucleodtido
separadas por tres pares de bases . Coactivadores transcripcionales y componentes de la maquinaria
transcripcional basal interactian con el heterodimero ligando RXR-VDR unido a ADN para activar la
transcripcion de genes diana de la vitamina D responsable de la realizacion de las acciones fisiologicas de la
1,25 (OH) ;D @13 Entre varios genes diana, la 1,25 (OH), D induce la expresion del gen que codifica el
efector clave de su catabolismo: 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (CYP24A1) ©%. Esto asegura la
atenuacion de la sefial biologica de la 1,25 (OH),D en el interior de las células diana y ayuda a regular la
homeostasis de la vitamina D.

La vitamina D es biologicamente inerte y requiere dos hidroxilaciones sucesivas; en el higado (Cas) y en el rifion
osicion o de C 1), utilizando las enzimas del citocromo P450 G 40 nara formar su metabolito hormonalmente

p p

activo, la 1o, 25-dihidroxivitamina D.
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25-hidroxilacion

La 25-OH-D fue el primer metabolito identificado después de emplear radiomarcado para investigar la
disponibilidad de la vitamina D 59, Aunque el higado es probablemente el tejido principal responsable de la
25-hidroxilacion de la vitamina D, se ha observado 25-hidroxilacion extrahepdtica in vitro en un gran numero de
tejidos. Observaciones in vivo después de la hepatectomia en ratas también mostraron que la tasa de conversion
de OH-vitamina D era todavia aproximadamente el 10% en comparacion con las ratas intactas ¢,

La 25-hidroxilacion hepatica es probablemente realizada por méas de una enzima, localizada ya sea en la
membrana interna mitocondrial (CYP27A1 o esterol 27-hidroxilasa) o en los microsomas (incluyendo
CYP2D11, CYP2D25, CYP3A4, y especialmente CYP2R1) . La enzima 25-hidroxilasa mas importante es
probablemente CYP2R1, porque una mutacion homocigota se identifico en pacientes con raquitismo cldsico con
bajos niveles de 250HD 7. Esto también se confirmé en ratones deficientes en CYP2R que muestran niveles
muy bajos, pero todavia detectables de 250OHD suero. Existen otras enzimas del Citocromo P450 que son
posibles responsables de este rescate de hidroxilacion de la vitamina D “9,

1alfa-hidroxilacion

La 25-OH-D es biologicamente inactiva y requiere una posterior hidroxilacion en el rifion “?. La produccion de
1,25 (OH), D esta regulada principalmente por varios factores. El tibulo renal proximal es el sitio principal de
la-hidroxilaciéon, pero altos niveles de miRNA la-hidroxilasa y actividad enzimatica también se han
identificado en queratinocitos humanos, macréfagos, y en otros diez tejidos ©%. La actividad la-hidroxilasa
renal se encuentra bajo estricto control por la 1,25 (OH), D (probablemente por retroalimentacion negativa
indirecta), la hormona paratiroidea (PTH), calcitonina y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(retroalimentacion positiva), asi como por fosfato, calcio, y, especialmente, FGF-23 (regulacion negativa) “9,
La lo-hidroxilasa humana se caracteriza por una profunda capacidad de respuesta a la PTH y una regulacion
negativa de 1,25 (OH). La actividad lo-hidroxilasa extra renal, sin embargo, estd regulada por diferentes
mecanismos en la piel y monocitos ©).

24-hidroxilacion

Una hidroxilacion alternativa de la 25-OH-D se produce en el carbono 24 por la enzima multifuncional, 24-
hidroxilasa (CYP24A), ubicada en el cromosoma 20q13 en humano ©“?. Esta enzima no so6lo inicia la cascada
de catabolismo de la 25-OH-D y la 1,25 (OH)D, por 24- hidroxilacion, sino que cataliza su metabolismo
adicional hacia acido calcitroico. Ratones deficientes de 24-hidroxilasa proporcionaron evidencia de este papel
catabolico de la 24-hidroxilasa. La expresion del gen de la 24-hidroxilasa se ha detectado en practicamente
todas las células nucleadas “?. Varias mutaciones en el gen de la 24-hidroxilasa se han identificado y se
encontrd que puede ser responsable de un mayor riesgo de calculos renales ®”. La contribucion de la
sobreexpresion local de esta enzima para la mama u otros tipos de cancer requiere mas estudio .

Otras vias metabolicas de la vitamina D y sus metabolitos

Aparte de la via de la 24-hidroxilacion multifuncional, la hidroxilacion de 1,25 (OH) » D también es posible en
ausencia de la anterior 24-hidroxilaciéon. Ambas actividades son necesarias para la formacion de 25-OH-D o
1,25 (OH) D,“?, El metabolismo del anillo A implica la oxidacion del C 19y su 3-epimerizacion. Esta ultima,
irreversible, la reaccion se produce s6lo en un nimero limitado de células (por ejemplo, queratinocitos, células
de la médula, y paratiroides) y se realiza a través de hidroxiesteroide deshidrogenasas !?. Las implicaciones
fisioldgicas de otras hidroxilaciones tales como la 4-hidroxilacion u 11-hidroxilaciéon no son claras actualmente.
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Las enzimas implicadas en la degradacion metabolica de 1,25 (OH)D, no reconocen todos los analogos
sintéticos de la vitamina D de la misma manera. De hecho, los analogos con cualquier configuracion 20-epi o
20-metil o estructura 16-eno muestran un deterioro de la 23-hidroxilacion. Tal metabolismo alternativo sin duda
puede explicar en parte el perfil de selectividad de una serie de analogos 2.

La vitamina D se excreta principalmente en la bilis después de la esterificacion en el higado, pero algunos de sus
metabolitos mas polares (por ejemplo, acido calcitroico) se excretan por la orina “9, La recirculacion
enterohepatica de los ésteres de vitamina D probablemente carece de relevancia bioldgica.

El Transporte de la Vitamina D

El aporte nutricional de vitamina D es absorbido por el intestino y luego se transporta a través del sistema
linfatico por medio de los quilomicrones y se almacena en varios tejidos (por ejemplo, grasa y musculo). La
vitamina D producida por la piel probablemente se une directamente a una a-globulina conocida como proteina
de union a vitamina D (DBP) y luego se transporta al higado, donde es hidroxilada y posteriormente liberada
como 25-OH-D ¢, La DBP humana, detectada inmunoldgicamente en 1959 como un componente especifico,
es una glicoproteina de 458 aminodcidos sintetizada por el higado ¢%. Mucho antes de que las funciones de la
DBP se caracterizaran, su polimorfismo ya se utilizaba en la genética de poblaciones, pruebas de parentesco y
medicina forense . A nivel mundial, se han detectado mas de 120 alelos Ge, ®. Haciendo que el locus de la
DBP sea uno de los mas conocidos polimorfismos. El Gelf, Gels, y Ge2 son los tres alelos mas comunes. La
existencia de similitudes entre los genes y la estructura de la DBP, albiimina y la a-fetoproteina es ampliamente
reconocida 49,

El papel de la Proteina de union a la vitamina D (DBP) en la homeostasis de la Vitamina D

La DBP, es la portadora principal de la Vitamina D3 en el plasma, todos sus metabolitos y analogos, tienen un
sitio de union especifico (esterol-vitamina D). La afinidad de los metabolitos de la forma D;es ligeramente
inferior a la de los metabolitos de la D; en los mamiferos !¥. Probablemente debido a que solo los metabolitos
de vitamina D no unidos a la DBP facilmente pueden cruzar la membrana plasmatica, y también a que el VDR
tiene una afinidad mucho mayor para la 1,25 (OH) D, que para 25-OH-D (diferencia de 100 veces), mientras
que lo contrario es cierto para la DBP, estd claro que la 1,25 (OH) D tiene una captacion celular
sustancialmente mayor que la 25-OH-D. Esto se confirma también por el espacio de distribucion de metabolitos
(radiomarcados): La 25-OH-D tiene un espacio de distribucion similar a la de la DBP en el plasma, mientras que
el espacio de distribucion de 1,25 (OH) D, estd mas cerca de la distribucion del agua intracelular 1. La vida
media de 25-OH-D y 1,25 (OH) D;en la circulacion humana es de alrededor de 2 semanas y 4 a 6 horas,
respectivamente ¢, La funcion de la DBP en la regulacion enddcrina de la vitamina D se supone que refleja la
hipotesis de que la fraccion no unida (libre) en lugar de la fraccion unida a proteinas de la hormona activa de la
vitamina D es responsable de la actividad bioldgica. En la mayoria de las especies de mamiferos y aves, los
estrogenos aumentan la concentracion plasmatica de DBP. En las mujeres, la concentracion de DBP por lo tanto
se duplica al final del embarazo. '® Los estudios con ratones “knockout megalina” indican que la megalina, un
receptor de lipoproteina presente en la superficie de las células del tabulo proximal en el rifidn, es responsable
de la reabsorcion de la DBP. Este mecanismo de reabsorcion a través de la megalina puede controlar la
disponibilidad del complejo 25-OH-D / DBP para la enzima 25-OH-D-1a-hidroxilasa y puede explicar la
enfermedad 6sea grave de los ratones deficientes en megalina G,

Otras funciones de la proteina de union a vitamina D

La DBP se une con la actina globular con una alta afinidad (K ,»= 2 x 10 °mmol / L) !, La actina es la
proteina intracelular mas abundante . La motilidad celular, la forma y tamafio dependen de la capacidad de la
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actina globular para polimerizarse en filamentos (F-actina). En la lesion celular o necrosis celular, la actina se
libera al espacio extracelular. Sin embargo, cuando la actina se libera de las células, se pueden formar
rapidamente filamentos con efectos perjudiciales para la microcirculacion 1. Dos proteinas plasmaticas, la
DBP y gelsolina, se unen con avidez a la actina, actuando, asi como un sistema de "busqueda de conglomerados
de actina" !9 Los ratones K.O. DBP-nulos, sin embargo, se desarrollan normalmente, pero son més sensibles a
la deficiencia de vitamina D y menos sensibles al exceso de vitamina D, probablemente por una pérdida urinaria
aumentada de metabolitos de vitamina D 9, Los ratones DBP/megalina K.O. sin embargo, sugieren que la
funcién principal de la DBP es de hecho para el transporte de todos los metabolitos de la vitamina D y
protegerlos de la eliminacion rapida o pérdida urinaria G,

Caracteristicas generales del receptor de la vitamina D (VDR)

La 1,25 (OH) 2D, la forma hormonalmente activa de la vitamina D, ejerce sus efectos principalmente por la
activacion de la VDR nuclear, un miembro de la superfamilia de los receptores nucleares de factores de
transcripcion activados por ligando 9. Al igual que con todos los Receptores Nucleares, diferentes dominios
funcionales se pueden distinguir: Dos de union a ADN altamente conservados que constituyen el dominio C de
unién a ADN, que también alberga la sefal de localizacion nuclear. El dominio D o region bisagra regula la
flexibilidad del receptor entre el ADN vinculante y los dominios de unién a ligando y puede ser crucial para
permitir que el complejo heterodimérico de los dominios de unién a ligando, interactie con dos elementos con
orientacion de diferente respuesta (repeticion directa u orientacion palindromica con un numero variable de
nucledtidos espaciadores) ¢?. La gran region multifuncional E contiene el dominio de unién a ligando, asi
como una superficie de dimerizacion y una funcion dependiente de activacion de ligando (AF2) en el dominio C
terminal extremo, representada por la hélice 12 9. Figura 5.

Figura.

Vista Superior de la Estructura del Complejo Heterodimérico
VDR/RXR con presencia de ADN diana (asterisco). La Estructura
del complejo, se determiné mediante reconstrucciéon 3D por Crio-
Microscopia Electrénica. Se aprecia de forma individual el RXD
(Receptor para Acido Retinoico) y el Receptor para Vitamina D
(DVR) asi LBD (Dominio de Unién al Ligando COOH-Terminal) y
el DBD (Dominio de Unién al DNA) que resulta en un modelo
molecular del RXR / VDR / ADN completo. Actualmente se sugiere
que la Extensién Carboxi-Terminal (CTE) de DBD del VDR se
extiende hacia la regién bisagra, la cual tiene un papel
fundamental en la actividad transcripcional del VDR (10).
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Gen del Receptor de la Vitamina D

El gen del VDR humano, que consta de 14 exones, abarca mas de 60 kb en el cromosoma 12 . Proviene de la
transcripcion de ARNm de 4,8 kb, pero milltiples promotores y empalme alternativo dan lugar a una multitud de
transcripciones menos frecuentes que en su mayoria varian en su region no traducida 5 ', pero codifican la
misma proteina de 427-aminodcidos. Sin embargo, dos de estos ARNm son traducidos en proteinas que
contienen un residuo adicional de 23 o0 50 aminoacidos en el extremo N (9,

Acciones gendmicas

La uniéon de la 1,25 (OH) D> con el VDR genera cambios conformacionales de VDR seguidos de la
heterodimerizaciéon con RXR sin ligando y la unién a elementos de respuesta a la vitamina D (VDREs) en la
region promotora de los genes diana de la vitamina D, con la subsiguiente liberacion de correpresores e
iniciacion de coactivadores y factores de transcripcion generales para el montaje de un complejo transcripcional
activo 1?. Un evento crucial a este respecto es el plegamiento intramolecular de la hélice 12, cerrando la unién
a ligando y exponiendo el dominio AF2 para la interaccion con coactivadores (¥, Los Coactivadores son un
grupo de proteinas que permiten la transcripcion de genes en varias oleadas de actividades . La expresion de
genes también puede ser mediada por complejos de remodelacion de la cromatina dependientes de ATP como
los de tipo SWI / SNF y complejos multiproteicos del tipo ISWI y WinAC. Ademas, la expresion o el
reclutamiento de estas proteinas reguladoras es a su vez regulada por varias vias de sefializacion intracelular y
por los propios esteroides, con agonistas o antagonistas del receptor para inducir el reclutamiento preferencial de
coactivadores o correpresores, respectivamente. Por ultimo, la 1,25 (OH) » D también controla la regulacion de
genes mediante el control de varios miRNAs (19,

Acciones no genomicas

Varios grupos han descrito efectos rapidos de la 1,25 (OH) » D que son independientes de la transcripcion pero
mediados por un receptor de membrana para la 1,25 (OH) D, (10 (12 (5@3)6D - Estos Ilamados efectos no
genoémicos son bien conocidos para otros tipos de ligandos de Receptores Nucleares, tales como estradiol o
progesterona, y que incluyen la apertura de canales de calcio o cloruro y la activacion de vias de sefializacion de
segundo mensajero (activacion de la proteina quinasa C, y vias Ras / Raf / ERK / MAPK) ®. Una amplia
variedad de modificaciones rapidas y transitorias mediante el sistema de sefalizacion de segundo mensajero
también se han observado para otras hormonas esteroideas #©3), Sin embargo, la actividad no genomica de la
vitamina D y sus analogos o metabolitos se ha descrito para la absorcion intestinal de calcio (transcaltasia), la
diferenciacion celular de células de leucemia, y como prevencion contra dafios UVB de los queratinocitos. Esta
via parece preferir la configuracion 6-s- cis a la 6-s- trans de la vitamina D (),

Tejidos diana clasicos

La accion de 1a 1,25 (OH) D; sobre el hueso, intestino, rifidén, y las glandulas paratiroides, asi como su papel en
el metabolismo mineral es el resultado de una compleja interaccion entre el calcio y el fosfato con la 1,25
(OH) D, PTH, y Fosfatonina. La PTH induce la movilizacion de calcio del hueso y estimula la produccion de
1,25 (OH),, pero su secrecion es inhibida por la accion de la misma 1,25 (OH) 2 D en las glandulas paratiroides
(retroalimentacion negativa). También por retroalimentacion, negativa la 1,25 (OH) D, limita su propia
disponibilidad por la inhibicion de 1 a-hidroxilasa y la estimulacion de la 24-hidroxilasa y la induccion del
catabolismo de la 1,25 (OH) D, En los ultimos afios, se han realizado considerables progresos en la
comprension de la homeostasis del fosfato 43
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La hormona Fosfatonina Fosfaturica, o FGF-23, es producida por los osteocitos y osteoblastos e inhibe la
actividad de la proteina NPT2. El gen de la NPT2 codifica un cotransportador sodio / fosfato renal responsable
de la reabsorcion de fosfato y representa un gen diana recientemente identificado para la 1,25(0OH) D,®. La
Fosfatonina puede ser indirectamente inactivada por una proteasa codificada por el gen PHEX, que se identifico
como defectuoso en el raquitismo hipofosfatémico ligado al X. La secrecion de FGF-23 es estimulada por la
1,25 (OH) D, y antagoniza a 1a-hidroxilasa .

Efectos sobre el Intestino

La capacidad de absorcion de calcio a lo largo del tracto gastrointestinal en la rata es dependiente del segmento
duodeno, yeyuno, ileon. La eficiencia del intestino delgado para absorber el calcio de la dieta se incrementa y la
abundancia de receptor de la vitamina D es la mas alta en el duodeno, seguido por el yeyuno y el ileon. Aunque
el mecanismo exacto por el que la 1,25 (OH) » D altera el flujo de calcio a través de la absorcion intestinal no se
conoce. La 1,25 (OH) D, aumenta la produccion y la actividad de varias proteinas en el intestino delgado,
incluyendo TRP V6 y V5, calbindina-D9K, fosfatasa alcalina, y Ca-ATPasa de baja afinidad (EPCP). La
entrada de Ca ?*desde la luz intestinal a través de la membrana de borde en cepillo en el enterocito se rige
principalmente por los canales TRP V6 epitelial y V513, La transferencia de calcio intracelular se considera que
depende principalmente de calbindina-D9K . La transferencia de Ca?"desde el citoplasma al espacio
extracelular requiere entrada de energia a causa de que existe un gradiente de concentracion cuesta arriba y un
gradiente electroquimico favorable. Tanto la bomba de calcio de la membrana plasmitica como un
intercambiador de sodio-calcio juegan un papel importante en este proceso. El efecto estimulador de la 1,25
(OH) D, sobre la absorcion dependiente de la bomba de Ca "y ATPen la membrana basolateral implica un
aumento de la expresion génica ).

El papel esencial del calcio para el intestino y la homeostasis de fosfato se demostrd claramente mediante el
fenotipo de ratones VDR KO. Tales ratones son fenotipicamente normales al nacer, pero, después del destete,
desarrollan hipocalcemia, hiperparatiroidismo secundario, e hipofosfatemia a pesar de exponerse a niveles muy
altos de 1,25 (OH) D». Presentan crecimiento retardado y desarrollan raquitismo grave ). Los ratones que son
deficientes en lo-hidroxilasa muestran un fenotipo similar 2. Este fenotipo puede ser corregible con una alta
ingesta de calcio en la dieta (especialmente en combinacion con el alto consumo de lactosa) 9. Estos resultados
confirman las observaciones anteriores en los seres humanos (3.

Con lo anterior, igualmente se sugiere fuertemente que el intestino es el principal objetivo de la accion de la
1,25 (OH); en la homeostasis del calcio / hueso ©. Esto se confirma en gran medida por los modelos genéticos
de ratones de rescate selectivo o supresion de VDR en el intestino de ratones transgénicos ©®. Las dianas
moleculares primarias, sin embargo, requieren un estudio mas extenso.

Los ratones con ablacion de Ca-BP-9K o TRP V6 o incluso su deficiencia combinada todavia pueden aumentar
parcialmente la absorcidn intestinal de calcio, y los niveles de calcio en suero son normales %, EI transporte de
calcio intestinal paracelular también puede ser parte de la accion de la vitamina D. La expresion de claudina 2 y
claudina 12, ambas conocidas para formar los canales de calcio paracelulares, es inducida por la 1,25 (OH)D, y
disminuye en el intestino de los ratones VDR -null 9,
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Figura 6.

Efectos de la 1,25(OH)2D3 en el intestino. Una importante funcién de la 1,25(OH)2D3 es la estimulacion del transporte transcelular intestinal de
calcio incrementando la expresion del Canal Apical de Calcio Membranal (TRPV6) y la proteina de Unién Calbindina-D9k. La salida de Calcio a
través de la membrana basolateral es a través de PMCA1lb (Plasma Membrane Calcium Pump Isoforma 1b). Este proceso es especialmente
mejorado cuando el aporte dietético de calcio es bajo. Cuando la ingesta de Calcio es alta, el transporte paracelular de calcio prevalece. Se
sugiere que esta via puede también estar regulada por 1,25(OH)2D3 (10)

Efectos sobre el rifion

El rifion es importante tanto para el metabolismo de la 1,25 (OH) D2 como para la reabsorcion de calcio y
fosfato. El rifion y mas especificamente el tubulo proximal es el tejido central en donde la 1a-hidroxilacion de la
25-OH-D se lleva a cabo. La insuficiencia renal cronica reduce la actividad de 1a-hidroxilasa, que finalmente
resulta en la osteodistrofia renal o enfermedad de los huesos urémicos. La 1,25 (OH) D2 también aumenta la
reabsorcion tubular distal de calcio; como en el intestino, los canales TRP (especialmente TRP VS5), la
calbindina-D9K, 28K, y la calcio ATPasa de la membrana, estan involucradas. El papel crucial de la 1,25 (OH)
2 se demostro por hipercalciuria persistente y la reduccion de la masa 6sea en ratones deficientes en TRPVS
(36). Elrifion es también el componente principal en la homeostasis del fosfato, ya que tanto la PTH y FGF-23,
en interaccion compleja con la 1,25 (OH) 2 D, son capaces de reducir la reabsorcion de fosfato renal ©.
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Figura.

Acciones Renales del Receptor de Vitamina
D (VDR). En las células del tibulo proximal,
la expresion de CYP27B1 es suprimida por
la 1,25(OH),D; y por el Factor de
Crecimiento Fibroblastico 23 (FGF-23).
FGF-23 también estimula la excrecion de
fosfato disminuyendo la expresion de los
transportadores de Fosfato NPT2a/c en la
membrana apical. FGF-23 puede activar
por medio de su unién varios complejos
“Factor de Crecimiento Fibroblastico-
1/Klotho” (FGFR-1-Klotho) en los tiibulos
proximales o induciendo de forma paracrina
la presencia de Factor X en los tibulos
distales en donde existe abundancia de
FGFR-1-Klotho presente. La reabsorcion
renal de Calcio en el Tubulo distal es
estimulada por 1,25(OH),Ds, incrementando
la expresién de Calbindina-Dyk y en menor
grado de TRPVS (Canal Apical de Calcio
Membranal). La salida de calcio por la
membrana basolateral es mediada por
PMCA1B (Plasma Membrane Calcium
Pump Isoforma 1b) y el intercambiador
Sodio/Calcio NX1 @9,

Efectos Esqueléticos

La 1,25(0OD)Ds es esencial para el desarrollo y mantenimiento del esqueleto mineralizado. Su deficiencia
produce raquitismo en nifios y adolescentes y osteomalacia en adultos 9.

Los efectos de la 1,25 (OH) Ds influyen en muchos procesos que van desde el desarrollo de la placa de
crecimiento, hasta control de la homeostasis 0sea, al regular el equilibrio entre la formacion 6sea osteoblastica y
resorcion Osea osteocalcica ?7. La 1,25 (OH) D, tiene efectos duales sobre el hueso: puede estimular la
osteoclastogénesis y la resorcion osea, asi como modificar la funcion osteoblastica y la mineralizacion 6sea. Los
efectos globales de metabolitos de la vitamina D sobre el hueso son por lo tanto extremadamente complejos. A
partir de estudios observacionales, esta claro que la deficiencia de vitamina D o su resistencia, deteriora la
mineralizaciéon de la matriz 6sea, mientras que incluso la actividad de osteoblastos y la sintesis de matriz
también pueden ser estimulados 19,

Cuando existe deficiencia de calcio sérico, la 1,25 (OH) Dsinduce la diferenciacion de células precursoras hacia
osteoclastos por accion de RANKL, para ayudar a ajustar la calcemia y reprime la expresion de la
osteoprotegerina (OPG), proteina que previene la union de RANKL a su receptor, para impedir que haya
interferencias en la osteoclastogénesis mediada por RANK ®. Adicionalmente la 1,25 (OH) D; influye en la
regulacion de la proliferacion y apoptosis de otras células esqueléticas, incluyendo condrocitos hipertroficos (1),
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La 1,25 (OH) > D lleva a cabo una mediacion por inhibiciéon de la deposicion de minerales (en solucion a la
osteomalacia) mediante la regulacion de varios genes (ANK, ENPP1 y 3, TNAP) a fin de aumentar PPi
(Pirofosfato inorganico) y otros inhibidores de mineralizacion, tales como la osteopontina y otras proteinas de
hermanas ?7). El sistema de regulacion “tipo enddcrino” de la vitamina D junto con la PTH ha sido desarrollado
durante la evolucion de los vertebrados para hacer frente a una mayor gravedad (que requiere una estructura
Osea solida) aun cuando se llega a vivir en un ambiente pobre en calcio ¢,

El uso farmacologico de metabolitos de vitamina D o sus andlogos puede influir positivamente en el equilibrio
de hueso, como se muestra en los ratones transgénicos que sobreexpresan el VDR en los osteoblastos “3).

Efectos sobre la placa de crecimiento

La ausencia de VDR o 1a-hidroxilasa no supone ningin fenotipo con acciones en el crecimiento global o sobre
la placa de crecimiento de los animales a nivel prenatal, pero el crecimiento longitudinal de los huesos largos se
deteriora después del destete. Con el apoyo de rayos X, se hace evidente el raquitismo avanzado, incluyendo
ensanchamiento de la placa de crecimiento epifisiaria, con un mayor ancho y marcada desorganizacion
histoldgica, incluyendo la mineralizacion deteriorada de condrocitos hipertroficos. Dichas alteraciones en la
placa de crecimiento en ratones con una expresion aumentada de VDR o con expresion nula de 1a-hidroxilasa
es el resultado de la proliferacion anormal de los condrocitos o la diferenciacion y expresion de las principales
proteinas como el colageno X y osteopontina. El ensanchamiento de la placa de crecimiento puede explicarse en
gran medida por la apoptosis disminuida de los condrocitos hipertroficos '¥. Con base en el analisis de varios
modelos genéticos, los niveles de fosfato en suero son probablemente cruciales para la apoptosis de condrocitos
hipertréficos in vivo. Esto es confirmado in vitro: los niveles de fosfato regulan la apoptosis de condrocitos
hipertroficos a través de la activacion de la via mitocondrial mediada por la caspasa-91?).

De acuerdo con estos resultados, la inactivacion-condrocito especifica por medio de VDR no causa un fenotipo
de ensanchamiento de la placa, y ciertamente no existe raquitismo 9, Al realizar un analisis critico de estos
ratones, sin embargo, se mostrd que la acciéon de VDR en los condrocitos regula el desarrollo 6seo y la
homeostasis de fosfato mediante la induccion de la expresion de factores paracrinos, como el factor de
crecimiento endotelial vascular y el receptor activador del factor nuclear kappa de las Células B activadas
(NFKB), lo que lleva a la disminucion del nimero de osteoclastos en la metafisis, asi como el aumento de la
masa 6sea de los huesos largos (19,
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Figura 8.

Seiializacion de los efectos esqueléticos de la 1,25(OH),D; Durante un balance negativo de Calcio, cuando la accién del VDR en el intestino es
anormal o la ingesta de calcio en la dieta es baja, la absorcién de calcio disminuye. Sin embargo, los niveles de calcio pueden mantenerse por un
aumento de los niveles de 1,25(OH),D3 y PTH, a través de estos, se aumentara la resorcion 6sea y reducira la mineralizaciéon de la matriz.
Cuando existe un balance calcio positivo, los niveles normales de 1,25(OH),D3 promueven la absorcién intestinal de calcio. Esta via proveera
suficiente de calcio para la 6ptima mineralizacién de la matriz 6sea. La sefializacion del Receptor de la Vitamina D (VDR) en los progenitores
6seos incrementa la expresion de RANKL y simula osteoclastogénesis, mientras la accion de VDR en osteoblastos maduros tiene acciones
anticataboélicas disminuyendo la expresién de RANKL y también genera efectos anabdlicos mediante la estimulacion de la sefializacion de LRP-5
(Low-density lipoprotein receptor-Related Protein 5) 1.

Efectos sobre la glandula Paratiroides

La glandula paratiroidea es un objetivo importante para la accion de la vitamina D, ya que regula la deteccion de
calcio sérico ionizado usando un receptor sensible al calcio GPCR. Varios genes, incluyendo el gen de la
hormona paratiroidea, estan bajo el control de la 1,25 (OH) , D. La eliminacion selectiva a nivel paratiroideo de
CYP27BI crea una mezcla compleja de hipocalcemia, niveles séricos bajos de 1,25 (OH) ;D niveles, y la
disminucion de la masa dsea, lo que pone en tela de juicio el papel unico del rifién en la produccion de sistémica
de 1,25(0OH) D, ®¥. La regulacion endocrina de la Vitamina D también juega un papel clave en la génesis del
hiperparatiroidismo secundario de la insuficiencia renal cronica, incluyendo la supresion de la actividad de la-
hidroxilasa locales por el exceso de FGF23 (9.

Acciones no clasicas de la Vitamina D

La expresion ubicua virtual del VDR en todas las células nucleadas !9, la presencia de un lo-hidroxilasa
funcional en al menos 10 diferentes tejidos aparte del rifion, y el gran niimero de genes que estan bajo el control
directo o indirecto de 1,25 (OH) D», apuntan hacia un papel mas universal para el sistema endocrino de la
vitamina D que s6lo la regulacion del metabolismo del calcio / fosfato / hueso 1. Lo anterior podria ser 16gico,
ya que la mayoria de otros ligandos para los receptores nucleares, tales como androgenos, estrogenos,
glucocorticoides, y los retinoides, también tiene un amplio espectro de actividades ?>. Basandose en
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observaciones en células, tejidos y ratones transgénicos, y en estudios de observacion en los seres humanos,
parece que el funcionamiento de casi todos los tejidos o sistemas principales del organismo son modulados por
la vitamina D.

Homeostasis en la Piel

La presencia combinada de la produccion de vitamina D, 25-hidroxilasa, 1a-hidroxilasa, y la expresion de VDR
en la epidermis sugiere la existencia de un sistema de la vitamina D intracrino unico en el que los queratinocitos
irradiados con UVB pueden suministrar sus propias necesidades de 1,25 (OH)D,. Un papel homeostatico en la
epidermis por parte de la vitamina D se puede esperar de los efectos destacados de compuestos de vitamina D
sobre el crecimiento y diferenciacion de queratinocitos 3. Los queratinocitos epidérmicos representan el
principal tipo de células en la epidermis y muy probablemente la principal célula diana cutanea para la vitamina
D, pero muchos otros tipos de células presentes en la epidermis también son objetivos.

Basado en estudios de ratones deficientes de 1a-hidroxilasa, la reparacion del manto acido es esencial en la piel
y este se deteriora en ausencia de accion de la vitamina D 1. El principal fenotipo en piel de ratones VDR -null
y nifios con mutaciones en VDR es alopecia total. Esta alopecia resulta de la propia mutacion de VDR, ya que
no se encuentra en nifios deficientes de vitamina D. Las mutaciones en el correpressor NR o la pérdida de la
interaccion especifica en los queratinocitos con la -catenina (parte de la via de sefializaciéon de Wnt) producen
una alopecia sorprendentemente similar. Por tanto, no hay duda de que se requieren efectos independientes de
ligando del VDR para la funciéon normal de los queratinocitos.

Como era de esperar a partir de estudios con animales, no hay trastornos de la piel que se encuentren claramente
relacionados con la deficiencia de vitamina D o insuficiencia en los seres humanos. Los mismos fotones que
pueden generar la fotoconversion de 7-dehidrocolesterol en provitamina D también son capaces de causar dafios
en el ADN vy, en tltima instancia, fotoenvejecimiento, asi como un mayor riesgo de cancer de piel, por lo que la
exposicion a la luz solar necesaria para producir vitamina D siempre implica un pequefio pero acumulativo
riesgo de dafios en la piel. Este riesgo es especialmente relevante para los seres humanos con un tipo de piel
clara (fototipos 1 y 2). Aunque la 1,25 (OH)D; o algunos de sus analogos son capaces de generar un fuerte
efecto fotoprotector contra eventos UVB en queratinocitos cultivados, el efecto general pro-oncogénico de los
rayos UV es dominante.

Proliferacion Celular y Cancer

En 1980, a partir de los resultados de estudios epidemiologicos de los pacientes en los EEUU con céancer de
colon, se plante6 que la vitamina D producida en respuesta a la exposicion al sol ejercia acciones protectoras
contra el cancer 9. Afios después de estas observaciones, lo que se conoce es que la vitamina D no es activa
contra las células cancerosas, pero el metabolito mas activo lo, 25-dihidroxivitamina D 3 (1,25 D) tiene
profundos efectos bioldgicos.

La diferenciacion de la linea celular de leucemia mieloide de raton hacia células similares a los macrofagos en
respuesta a una concentracion sub-nanomolar de la, 25-dihidroxivitamina D 3 se inform6 en 198119, Los
cambios observados fueron sorprendentes; las células leucémicas expuestas a 1,25 D, no sélo parecian
diferentes, sino que también eran capaces de fagocitar, producir agentes antibacterianos, migrar y adherirse al
sustrato. Un efecto similar de 1,25 D en las células humanas con leucemia mieloide aguda (LMA) se informo
poco después. En este caso, los cambios observados fueron un aumento transitorio en la proporcion de células
en la fase G2 / M del ciclo celular, seguido de una detencion en la fase GO / G1. En otras palabras, la 1,25-D
proporciona una sefal inicial para la proliferacion celular, seguido de diferentes sefiales que conducen a la
maduracion y detencion del ciclo. Esta complicada serie de eventos, aparentemente desencadenada por la 1,25
D, requiere la accion coordinada de las moléculas de senalizacion y factores de transcripcion.
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La exposicion a 1,25 (OH) D, en précticamente todas las células normales e incluso las células malignas, resulta
en una detencion en la fase GO / G1 del ciclo celular. La regulaciéon de la familia E2F de factores de
transcripcion actiia como interruptor principal para un gran nimero de genes implicados en la progresion del
ciclo celular.

Especificamente, los estudios epidemiologicos en los ultimos afios han identificado que los individuos que viven
en latitudes mas altas tienen mayor probabilidad de suftrir cancer de colon, prostata, mama, ovario, pulmon y
esofago entre otros. Se postula que la mayor incidencia de estos tipos de cancer a mayor latitud se debe a la
menor exposicion solar y la menor produccion endoégena de vitamina D; esto se explica por los estudios que
seflalan que con niveles de 25-hidroxivitamina D3; <20 ng/ml hay un incremento de entre el 30 y el 50% de
desarrollar estos tipos de cancer.

Los estudios que se han realizado con respecto a prevencion de cancer y vitamina D son alentadores. Las dosis
usadas en algunos estudios son aproximadamente 2000 U.lL/dia y son mas altas que las que se recomiendan
actualmente para suplementacion por parte del Instituto de Medicina de los Estados Unidos y alcanzan mejores
niveles séricos de 25-OH-Ds;. Aparentemente existe un efecto lineal dosis-respuesta en cuanto a la prevencion
del riesgo. Por lo tanto, se requiere promover una adecuada y segura exposicion solar, junto con una completa
suplementacion, que probablemente tendra que darse en medidas mayores a las recomendadas.

Sin embargo, si (la 25-OH-D sérica es un predictor o tiene una relacion causal con el riesgo de cancer en
general? Es una cuestion que no ha sido respondida aun. Los estudios de intervencion deben ser capaces de
proporcionar la respuesta. En el estudio de la Iniciativa por la Salud de la Mujer (WHI), las mujeres
posmenopausicas tratadas con calcio (1 g) y vitamina D (400 UI) no desarrollaron menos cancer de colon que
las pacientes del grupo control. En un estudio mucho mas pequefio de 4 afios en mujeres posmenopausicas, se
administraron dosis mas altas de calcio (1,4 a 1,5 g) y vitamina D (1100 UI), lo que elevo la 25-OH-D sérica a
niveles medios superiores a 80nmol / L, si redujo significativamente el riesgo de cancer en general. El pequefio
numero de muertes por cancer y un factor de confusion importante de la ingesta de calcio, sin embargo, limitan
el valor de este estudio, y los estudios prospectivos mas grandes con la administracion de suplementos de
vitamina D a dosis sustanciales seran esenciales.

La funcion inmune y la vitamina D

Todas las células inmunes (Linfocitos T y B, células NK, e incluso los mastocitos) expresan en ciertas etapas de
su diferenciacion funcional, VDR (9 Células presentadoras de antigeno (células dendriticas y macrofagos
residentes, asi como monocitos / macréfagos) pueden sintetizar 1,25 (OH) » D utilizando la misma enzima que el
rifion, pero controlada por estimulos inmunes en lugar de hormonas calciotropicas ' La 1,25 (OH) » D regula
una amplia gama de genes que desempefian un papel crucial en el sistema inmunologico 9. En general, algunos
metabolitos de la vitamina D estimulan el sistema inmune innato (en gran parte mediado por monocitos /
macrofagos) @Y. El sistema inmune innato, se estimula primero para producir 1,25 (OH) D, y este estimula la
diferenciacion y funciones de los macrofagos, incluyendo la produccion local de una serie de defensinas
(catelicidina) @Y. Los defectos en las funciones inmunes indispensables para la actividad antimicrobiana se han
observado en ratones deficientes en vitamina D (9. Los efectos globales sugieren que la 1,25 (OH) D, mejora
las defensas naturales contra la infeccion bacteriana. En el caso humano, los bajos niveles séricos de 25 OH D
se asociaron repetidamente con una mayor susceptibilidad a la enfermedad y la progresion mas rapida de la
tuberculosis o el SIDA @V,

El sistema inmune adquirido reacciona de una manera opuesta en comparaciéon con el sistema inmune nativo
(39, De hecho, 1a 1,25 (OH) » D inhibe la maduracién de células dendriticas y genera una accion coordinada en la
expresion génica de células T de citocinas clave (IL-1, IL-2, IL-12, IL-17, INF-y) y genes necesarios para la
presentacion de antigenos a las células T (MHC de clase II y proteinas co-sefalizadoras). En segundo lugar, la
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1,25 (OH) D, disminuye la actividad de las células Thl y Th17, mientras que promueve la regulacion positiva
de las células T reguladoras 9. El efecto global de estas acciones inmunomoduladoras es asi una regulacion a la
baja del sistema inmune adquirido. Esto deberia tener efectos beneficiosos sobre la aparicion o la evolucion de
las enfermedades autoinmunes !®. Ratones deficientes de vitamina D desarrollan mas facilmente tipos mas
graves de enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, los ratones NOD genéticamente predispuestos expuestos a
la deficiencia transitoria de la vitamina D en fases tempranas de la vida tienen una incidencia mucho mayor de
diabetes tipo 1 que los ratones con niveles muy altos de vitamina D, y ratones deficientes de 1a-hidroxilasa son
mas propensos a varios tipos grados de enfermedad inflamatoria intestinal ? . Ademas, la 1,25 (OH)D: y sus
analogos mas potentes y selectivos pueden reducir significativamente las enfermedades autoinmunes
espontaneas o experimentales en roedores, tales como la diabetes tipo 1 en ratones NOD, la encefalitis alérgica
experimental, nefritis o enfermedad inflamatoria intestinal !9,

Los estudios en enfermedades autoinmunes humanas son mas complicados, sin embargo, el polimorfismo
de VDR no esta claramente relacionado con el riesgo de diabetes tipo 1. El polimorfismo del gen de la 1o-
hidroxilasa y otros genes del sistema de la vitamina D estan asociados con el riesgo de diabetes tipo 1 en
estudios transversales, asi como en estudios de la familia 1%.

De acuerdo a los datos obtenidos a partir de ratones NOD, varios estudios epidemiologicos en humanos indican
que la suplementacion con vitamina D en etapas tempranas de la vida puede reducir el riesgo posterior de
diabetes tipo 19, La reduccion del riesgo vari6 entre el 26% con aceite de higado de bacalao al 78% con 2000
Ul / dia, con un efecto global de reduccion del 30% en cinco informes publicados. Debido a que los niveles
séricos 25-OH-D no se han medido en las cohortes de nifios, un umbral no puede ser definido para la reduccion
6ptima de la diabetes de tipo 119,

Un bajo nivel de vitamina D también se ha asociado repetidamente con un mayor riesgo para la esclerosis
multiple ™ Un gran estudio prospectivo entre los mas de 7 millones de militares de Estados Unidos mostrd que
un nivel 25-OH-D bajo fue un fuerte factor de riesgo para la aparicion posterior de la esclerosis multiple (razén
de momios de aproximadamente 2 con niveles séricos de 25 OH D < 20ng / ml, con una mayor "proteccion",
posiblemente por niveles mas altos). Como en la diabetes tipo 1, los estudios de intervencion aleatorizados
demuestran una relacion causal entre la vitamina D (deficiencia o insuficiencia) y la aparicion de enfermedades
autoinmunes. Por lo tanto, los ensayos aleatorizados (especialmente en grupos genéticamente en riesgo) deberan
recibir alta prioridad en un futuro. Todas estas observaciones, sin embargo, sugieren que la prevencion de la
deficiencia de vitamina D en el periodo perinatal, la primera infancia o la adolescencia puede tener efectos
duraderos contra las enfermedades autoinmunes. Ademas, hay varias observaciones en modelos de raton que
podrian explicar estos efectos, tales como el aumento de la apoptosis de timocitos o linfocitos autorreactivos y la
generacion de células T reguladoras y células NK después de la exposicion a 1,25 (OH) 2 D.

Acciones Cardiovasculares

Ratones VDR-null, asi como la-hidroxilasa null, desarrollan hipertension e hipertrofia cardiaca que puede
prevenirse mediante el tratamiento con un antagonista de la angiotensina. La 1,25 (OH) D disminuye la
produccion de renina, probablemente mediante la regulacion directa de la expresion génica a través de un
ERVD en su promotor. Los estudios de observacion son consistentes con estos datos preclinicos. En los
individuos normotensos e hipertensos, existe una asociacion inversa entre la concentracion de 25-OH-D y la
presion arterial. Un meta-andlisis de ocho ensayos clinicos aleatorizados en enfermedad hipertensiva (Hg >140 /
90 mm) en hombres y mujeres demostrdo que la suplementacion con vitamina D genera una pequefia pero
significativa reduccion en la presion arterial diastélica (-3,1 mmHg, Intervalo de Confianza del 95%: -5,5 -0,6) y
una reduccion no significativa de la presion arterial sistolica en el grupo de la vitamina D en comparacion con el
grupo placebo. En ratones VDR-null, la 1,25 (OH) D, tiene efectos benéficos sobre la mayoria de las células de
la pared vascular. En los seres humanos, un bajo nivel de vitamina D se asocia con una serie de factores de
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riesgo cardiovascular, incluyendo todos los aspectos del sindrome metabolico. Un meta-analisis de 19 estudios
prospectivos (65,994 pacientes) mostrd una relacion inversa entre los niveles de 25-OH-D en suero (de 8 a 24
ng / mly 20 a 60 nmol / L) con el riesgo de enfermedad cardiovascular (Riesgo Relativo de 1,03; Intervalo de
Confianza del 95%: 1,00 -1,60, por 10 ng / ml [25 nmol / L]). Los ensayos aleatorios, sin embargo, no pudieron
demostrar un efecto persistente de la administracion de suplementos de vitamina D en los resultados
cardiovasculares, incluyendo infarto de miocardio y accidente cerebrovascular, lipidos, glucosa, o la presion
arterial.

En un ensayo aleatorizado de un analogo de la vitamina D (paricalcitriol oral) versus placebo en 227 pacientes
con enfermedad renal cronica (filtrado glomerular estimado de 15 a 60 ml / min / 1,73 m ?, no hubo diferencias
en el indice de masa ventricular izquierda o mejora en las medidas de disfuncion diastolica entre los dos grupos.

La vitamina D en exceso, sin embargo, puede tener efectos nocivos sobre todas las estructuras de la pared
vascular, con calcificacidon ectopica e insuficiencia de organos (rifion, valvulas cardiacas, miocardio, y otros
tejidos blandos.

Efectos sobre la funcion muscular, misculo y prevencion de caidas.

El VDR se expresa en mioblastos y células estrelladas, pero estd probablemente ausente en las células
musculares estriadas maduras %, Ratones VDR -null, incluso con una dieta alta en calcio, muestran problemas
de maduracion de sus fibras musculares, de igual forma presenta fibras musculares mas pequefias y la expresion
de marcadores embrionarios, incluso después del destete. Los genes que se expresan normalmente en la vida
temprana (por ejemplo, el mit-5) estan bajo control negativo de 1,25 (OH) D». La evaluacion del rendimiento
muscular en ratones VDR-resistentes o con deficiencia de vitamina D es dificil de interpretar, debido a que la
hipocalcemia puede tener efectos importantes sobre los flujos de calcio en las células musculares. Los pacientes
con insuficiencia renal crénica y deficiencia de vitamina D pueden desarrollar miopatia grave e incapacidad
para caminar que se pueden restaurar rapidamente por medio de niveles de vitamina D apropiados y / o
tratamiento analogo, efectos similares son observados en pacientes con deficiencia congénita de la-
hidroxilasa. Los estudios observacionales muestran una relacion entre niveles bajos de 25 OH D (por debajo de
20 y especialmente por debajo de 10 ng / ml) y debilidad muscular en los nifios y personas de edad avanzada.

La sarcopenia (pérdida progresiva de masa muscular y la fuerza) es frecuente en las personas de edad y se
asocia frecuentemente con deficiencia de vitamina D. Los suplementos de vitamina D pueden mejorar
modestamente la recuperacion de energia después del ejercicio, y pueden (inconsistentemente) mejorar la
funcién muscular. Varios estudios prospectivos intervencionistas mostraron que los suplementos de vitamina D
en ancianos deficientes en vitamina D pueden reducir modestamente el riesgo de caidas; esto puede explicar, en
combinacion con los efectos beneficiosos sobre el hueso, traducidos en una reduccion del riesgo de fractura.

Efectos sobre la glucosa y el metabolismo energético

Varios tejidos que son importantes para la regulacion energética y el metabolismo de la glucosa, como las
células endocrinas beta, los mtsculos y los adipocitos, también son elementos diana de la vitamina D, por lo que
resulta logico pensar que la Vitamina D regula o modula el metabolismo en general, aparte de sus efectos en el
sistema inmune y diabetes autoinmune ®. La deficiencia de vitamina D en roedores y conejos deteriora la
tolerancia a la glucosa ®. Ratones VDR-null, sin embargo, no tienen una tolerancia anormal a la glucosa
constantemente de una cepa a otra cepa de estudio . Esta discrepancia entre los efectos de la deficiencia de
ligando y receptor no es unica ni es especifica para la vitamina D. Efectos similares son conocidos en la funcion
del receptor de la hormona tiroidea en la glandula tiroides. La 1,25 (OH), D tiene efectos estimulantes modestos
sobre la produccién y secrecion de insulina, probablemente mediada por los efectos conocidos del calcio en
funciones de las células B 9,
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Los ratones con delecion de VDR o CYP27BI1 desarrollan una masa de grasa inferior debido al mayor gasto de
energia, mientras que los ratones con una mayor expresion de VDR en el tejido adiposo se vuelven obesos ®). La
resistencia a la obesidad inducida por la dieta en ratones con sefializacion interrumpida de VDR es causada por
el aumento de expresion de las proteinas desacoplantes en tejido adiposo blanco y por el aumento en conjunto
de acidos biliares. Los 4cidos biliares son conocidos por ser potentes inductores de gasto de energético a través
de la activacion de varios receptores nucleares incluyendo VDR y receptores acoplados a proteinas G, tales
como GPBARI (también conocidos como TGRS5) ®. Por el contrario, la mayoria de los estudios
observacionales en humanos vinculan insuficiencia de vitamina D con casi todos los aspectos del sindrome
metabolico, incluyendo obesidad, resistencia a la insulina o diabetes tipo 2, también hipertension e
hiperlipidemia ®.

Un amplio estudio genético (n > 40.000) llegd a la conclusion de que un mayor indice de masa corporal (y los
genes que predisponen para la obesidad) disminuye los niveles de D3 séricos, mientras que niveles mas bajos de
D; (o los genes que estan asociados con la concentracion de suero reducido de 25 hidroxivitamina Ds) tienen, a
lo sumo, efectos muy pequefios en la obesidad. Los suplementos de vitamina D, sin embargo, no disminuyeron
el IMC en cuatro estudios de intervencion !V, En vista de la alta prevalencia de insuficiencia de vitamina D, del
sindrome metabolico y su asociacion, es muy deseable definir la interaccion precisa entre la vitamina D y el
gasto energético en el sindrome metabolico en los seres humanos 11,

Acciones Reproductivas

La activacion del VDR disminuye la almohadilla de grasa mamaria. Ratones VDR-null hembra son mas
propensos a desarrollar atrofia ovarica. EI VDR y muchas enzimas que metabolizan la vitamina D se expresan
también en los espermatozoides y la alta expresion de CYP24A1 estd vinculada a la fertilidad en los varones .

Mortalidad

Debido a que los niveles deficientes de vitamina D se asocian con muchas enfermedades importantes, vale la
pena explorar si también se asocian con una mayor mortalidad. Un metaanalisis de 8 ensayos controlados
aleatorios con mas de 70.000 sujetos mostraron una modesta disminucién en la tasa de mortalidad general
(Razén de Momios de 0,94, Intervalo de Confianza 0,93 a 1,00) por la suplementacion combinada de vitamina
D y calcio, mientras que los efectos de la vitamina D sola no alcanzaron significancia. Ademas, en los pacientes
en hemodidlisis cronica, la mortalidad por todas las causas fue mayor (aumento significativo de 1,6 veces)
cuando los niveles de 25 OH D cayeron por debajo de 10 ng / ml ¢,

1.7 La Determinacion de la Vitamina D en el Laboratorio Clinico.

La vitamina D y sus aproximadamente 30 metabolitos de importancia en muchos casos desconocida, se pueden
obtener a través de plasma o suero a través de diferentes métodos. La medicion de las concentraciones de
vitamina D, o0 D3 son de poco valor clinico, ya que solo reflejan la exposicion reciente y de forma transitoria a
la luz UV o la ingesta nutricional. Segun la Endocrine Society @Y la medicion de la 25-OH-D sérica o
plasmatica en lugar de la vitamina D 3 es un excelente reflejo del estado global de la vitamina. La concentracion
plasmatica de la 25-OH-D se comporta como una verdadera vitamina cuya concentracion depende de la oferta
nutricional o sintesis en la piel después de la exposicion a la luz UV. En la actualidad, el método de referencia
para el ensayo de 25 (OH) D,y 25 (OH) D ;es la espectrometria de masas. La mayoria de las determinaciones

41



en México para metabolitos de la vitamina D se realizan a través de inmunoensayo por Quimioluminiscencia
(36)

Los inmunoensayos por Quimioluminiscencia (CLIAs) utilizan moléculas para generar quimioluminiscencia-
como marcadores, algunos derivados del luminol, ésteres de acridinio, o derivados de oxalato de nitrofenilo y
rutenio tri-bipiridilio [Ru (bpy) 32+] con tripropilamina. Basicamente, el método del ensayo no difiere de la de
los Radioinmunoensayos en su funcionamiento general. La generacion de luz a través de derivados de luminol
requiere OH- / H,O > (Iones Hidronio/Peroxido de Hidrogeno) como un activador quimico o H>O, con
peroxidasa como un disparador quimioluminiscente intensificado. Los ésteres de acridinio activados
quimicamente con Peroxido de Hidrogeno e lones Hidronio generan un rendimiento relativamente alto de
quimioluminiscencia emitida en comparacion con el luminol.

1.7.1 Inmunoensayo cuantitativo con ésteres de acridinio.

En este método, los ésteres de acridinio se conjugan diréctamente con las moléculas proteicas. Los ésteres de
acridinio pueden reaccionar de forma oxidativa con el peréxido de Hidrogeno en condiciones alcalinas para
producir intermediarios de alta energia que descomponen al fragmento excitado, para generar luz. Dicha
emision ocurre dentro de los primeros 5 a 10 segundos después del inicio de la reaccion de oxidacion. La
sensibilidad de este ensayo es superior a la de RIA (Radioinmunoensayo). La solubilidad de los ésteres de
acridinio y la estabilidad de conjugados con proteinas en el almacenamiento se han mejorado mediante la
modificacion de la quimica de la molécula y su conjugacion. Esta tecnologia es probable que aportar mejoras en
el ensayo de haptenos, tales como hormonas.

De forma general, la reaccion quimica produce un compuesto electronicamente excitado que emite luz a medida
que vuelve a su estado fundamental o que transfiere su energia a otro compuesto, que entonces produce
emisiones. La quimioluminiscencia implica la oxidacion de un compuesto organico (éster de acridinio) por un
oxidante (peroxido de hidrogeno). Estas reacciones de oxidacion pueden ocurrir en presencia de catalizadores,
tales como enzimas (fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano picante, o microperoxidasa), iones metalicos
(Cu? 0 Fe’'complejos de ftalocianina), y hemina. Los productos excitados formados en la reaccion de
oxidacion producen quimioluminiscencia en el retorno al estado silente. Un lumindmetro se utiliza para detectar

quimioluminiscencia; por medio de un fotomultiplicador se proporciona una sefial de salida eléctrica muy fuerte
(36)

El uso de Inmunoensayos basados en el método de Quimioluminiscencia (emision de luz a través de la exitacion
quimica de particulas), para la obtencion de mediciones de multiples analitos de forma automatizada o
semiautomatizada, es sin duda una tecnologia con importantes ventajas, donde su ejecucion no requiere del
marcaje con isotopos radioactivos. De igual forma, puede realizarse a temperatura ambiente a través de una
reaccion alostérica (Sin pérdida o ganancia de calor).

En el Laboratorio de Patologia Clinica del Centro Médico ABC que se encuentra actualmente reacreditado por
el Colegio Americano de Patdlogos (CAP) empleamos Inmunoanalisis Quimioluminiscente de Microparticulas
(CMIA) en 1 paso retardado con pretratamiento automatico para la determinacion Sérica de la 25-OH-D por
medio del ARCHITECT 25-OH Vitamin D Assay, con un CV (coeficiente de variacion) total <10%, un tiempo
para el primer resultado de 36 minutos, rendimiento de 100 determinaciones por hora y sensibilidad de LoB: 1,9
ng/ml, LoD: 3,1 ng/ml y LoQ: 8,0 ng/ml. En el caso de la determinaciéon de la 1-25-OH-D, inicamente se
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realiza por requerimiento particular de algun tratante en un laboratorio de Referencia Internacional por medio de
Espectrometria de Masas/Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Las aplicaciones de la quimioluminiscencia han aumentado dramaticamente debido a la mayor sensibilidad
sobre la fluorescencia o el Radioinmunoensayo. La quimioluminiscencia se diferencia de la fluorescencia y
fosforescencia en el hecho de que la emision de luz se crea a partir de una reaccion quimica o electroquimica y
no de absorcion de energia electromagnética 9.

Figura. Fundamento del Ensayo por Microparticulas Quimioluminiscentes en Comparacién con el Método de
Inmunohistoquimica

Una senal tipica de un compuesto quimioluminiscente se eleva rapidamente con el tiempo y alcanza un maximo
cuando el reactivo y el analito son completamente mezclados. Un decaimiento exponencial de la sefial sigue
hasta que se alcanza la linea de base ©°).

Hasta su ultima actualizacion, en Junio de 2016, el CDC Vitamin D Standarization Program, que forma parte de
una iniciativa integral para la homogenizacion de los métodos aprobados por dicha entidad regulatoria
(Espectrometria de Masas en Tandem y el Ensayo Quimioluminiscente) para la medicion de la Vitamina D,
integra 17 laboratorios diferentes en todo el Territorio Norteamericano, otorgando dicha acreditacion por
presentar un desempefio satisfactorio basado en el criterio de £ 5% de Sesgo medio de los Métodos de
Referencia del CDC y la Universidad de Ghent para la Medicion de Vitamina D2 y D3 con una imprecision
general <10% sobre el rango de concentracion entre 22 y 275 nmol/L para la 25-OH-Vitamina D total usando
sus propios lotes de reactivos, métodos de calibracion y controles especificos. Dicho programa indica que es
responsabilidad de estos laboratorios que los resultados de sus métodos permanezcan constantes. Entre esos
laboratorios Participantes Acreditados, se encuentra el fabricante Abbott, quien es proveedor del ensayo
mencionado previamente, que se realiza en nuestro Laboratorio de Patologia Clinica.

1.7.2 Punto de Corte
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El punto de corte para la 25 (OH) D en el suero es de aproximadamente 10 a 50 ng / mL (25 a 125 nmol / L), y
parala 1,25 (OH) 2 D es de 15 a 60 pg/ mL (36 a 144 pmol / L). Los niveles de 25 (OH) D se ven influidos por
la exposicion al sol, la latitud, la pigmentacion de la piel, el uso de protector solar, y la funcién hepatica. Niveles
de 25 (OH) D también presentan variaciones estacionales. Los valores durante el invierno pueden ser de 40% a
50% mas bajos que los valores de verano debido a la menor exposicion a la radiacion UV. Las concentraciones
de metabolitos de la vitamina D varian con la edad y se aumentan durante el embarazo.

En la practica, existen varias escalas de referencia para determinar el estatus de la Vitamina D en un paciente,
por Ejemplo, el de la Endocrine Society, el cual se subdivide en Suficiencia (30-100ng/ml) Insuficiencia (21-
29ng/ml) y Deficiencia (0-20ng/ml). El Food and Nutrition Board dice que niveles entre 0 y 11ng/ml
corresponden a Deficiencia, 12 a 20 ng/dl a Insuficiencia y valores > 20ng/dl corresponden a Suficiencia. Sin
embargo, como se menciond previamente, no existe un consenso. Sin embargo, debido al hecho de ser un
organismo cientifico de referencia Internacional, los Intervalos de la Endocrine Society son los empleados para
la realizacion de este trabajo @93,

1.8 Conceptos y elementos de importancia en la Oncogénesis

Ciclo Celular

El ciclo celular se compone de cuatro fases estrictamente reguladas, denominadas Gi(gap 1), S (sintesis de
ADN), G 2(gap 2) y M (mitosis). Las células demuestran detencion en diferentes puntos de G | en respuesta a
diferentes sefiales de crecimiento de inhibicion. Sefiales mitogénicas pueden promover la progresion a través de
G ala fase S, a través de la utilizacion de la fosforilacion del producto del gen del retinoblastoma (pRb).
Después de la sintesis de ADN, hay una segunda fase de separacion (G: ) antes de la mitosis (M), permitiendo a
las células reparar los errores que se han producido durante la replicacion del ADN y por lo tanto la prevencion
de la propagacion de estos errores a las células posteriores. Aunque la duracion de las fases individuales puede
variar, dependiendo de la célula y tipo de tejido, la mayoria de las células adultas se encuentran en un estado
G o en cualquier momento.

Regulacion del Ciclo Celular

El ciclo celular estd regulado por una serie de mecanismos moleculares, de lo mas importante, a través de
ciclinas y quinasas dependientes de ciclina (CDKs). Las ciclinas se unen a las CDK, y activacion e inactivacion
son reguladas a través de fosforilacion, con dos puntos de control principales en la transicion G 1/ Sy G2/
M. Los genes que inhiben la progresion juegan un papel importante en la prevencion de tumores y se conocen
como genes supresores de tumores (por ejemplo, TP53, TP21, TP16). Los productos de estos genes desactivan
los complejos ciclina-CDK y por lo tanto son capaces de detener el ciclo celular. La complejidad del control del
ciclo celular es susceptible a la desregulacion, que puede producir un fenotipo maligno.

Estimulacion del Ciclo Celular

Muchas células cancerosas producen factores de crecimiento, que impulsan su propia proliferacion mediante
una retroalimentacion positiva conocida como estimulacion autocrina. Algunos ejemplos incluyen el factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-a) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Otras células
cancerosas expresan receptores del factor de crecimiento en niveles elevados debido a la amplificacion génica o
estimulos anormales que ocasionan expresion de receptores que se activan de forma permanente. Esto resulta en
crecimiento celular anormal en respuesta a la estimulacion del factor de crecimiento fisiologico o incluso en
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ausencia de la estimulacion del factor de crecimiento (de sefializacion independiente de ligando). El receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es a menudo sobre-expresado en tumores de pulmoén y tumores
gastrointestinales. El receptor HER2 / neu es frecuentemente sobreexpresado en cancer de mama. Ambos
receptores activan la via Ras-Raf-MAP quinasa, produciendo proliferacion celular.

Resistencia a l1a muerte Celular
Existen tres mecanismos principales a través de las que se produce la muerte celular en los tejidos sanos:

Apoptosis: Conocida como muerte celular programada y se encuentra con frecuencia en tasas marcadamente
reducidas en los canceres, en particular los de alto grado o aquellos que son resistentes al tratamiento. El sistema
de apoptosis celular tiene elementos reguladores que detectan sefiales intrinsecas y extrinsecas pro-apoptoticas e
inician una cascada de la proteodlisis y el desmontaje celular con la fragmentacion nuclear, la condensacion
cromosomica, y la pérdida de contacto intercelular, seguido por la fragmentacién celular y la formacion cuerpos
de apoptosis que son fagocitados por las células vecinas. El regulador mas importante de la apoptosis es el gen
supresor de tumores TP53, a menudo descrito como el "guardian del genoma", ya que es capaz de inducir la
apoptosis en respuesta a los niveles suficientes de dafio genomico. El mas grande iniciador de la apoptosis a
través de TP53 es la lesion celular, en particular debido a dafios en el ADN por la quimioterapia, el dafio
oxidativo y radiacion ultravioleta (UV).

Autofagia: Es un proceso catabdlico durante el cual los constituyentes celulares se degradan por la maquinaria
lisosomal dentro de la célula. Es un proceso que las células utilizan para recopilar las proteinas intracelulares,
citoplasma y organulos, y entregarlos a los lisosomas donde son degradados y reciclados. Hay multiples formas
de autofagia que utilizan diferentes rutas para entregar la carga a los lisosomas para su degradacion. La
autofagia tiene un doble papel en el cancer: Puede ser supresor tumoral mediante la preservacion de la salud
celular y tisular y puede ser tumoral mediante el apoyo a la promocion del metabolismo mitocondrial y la
supervivencia en el estrés de las células cancerosas.

Necrosis: Es la muerte prematura celular. Se caracteriza por la liberacion del contenido celular en el
microambiente local. En marcado contraste con la apoptosis en donde las células son desensambladas paso por
paso y resultan en fragmentos celulares fagocitados, la necrosis celular resulta en el reclutamiento de células
inmunogénicas de tipo inflamatorio, promociéon de angiogénesis, proliferacion celular e invasion tisular. Las
células necroticas también liberan factores estimuladores que promueven la proliferacion de células vecinas y
pueden promover la carcinogénesis e invasion tisular.

Mantenimiento de la sefializacion proliferativa

Las células cancerosas pueden sostener su proliferacion mas alld de lo que se esperaria en una célula
normal; esto es tipicamente debido a factores de crecimiento, que son capaces de unirse a los receptores unidos
a la superficie de células que activan una tirosina quinasa intracelular mediando cascadas de sefializaciones que
en ultima instancia conducen a cambios en la expresion génica y la promocién de la proliferacion y el
crecimiento celular. La sostenida capacidad proliferativa puede resultar de un exceso de produccion de ligandos
de factor de crecimiento o receptores y produccion de receptores estructuralmente alterados, lo que puede
originar una sefial en la ausencia de union de ligando y la activacion de componentes de la via de senalizacion
intracelular de modo que la sefializacion se vuelve independiente de ligando.

Inflamacion y Estimulacion Tumoral
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Casi todos los tumores muestran infiltracion de o a través de células inmunes. Historicamente este hallazgo se
cree que representa un intento del sistema inmune para erradicar el cancer. Ahora esta claro que las respuestas
inflamatorias asociadas a tumores promueven la formacion de tumores y la progresion del cancer.

Algunas citoquinas son capaces de alterar los vasos sanguineos para permitir la migracion de leucocitos
(principalmente neutrofilos), con el fin de migrar hacia los tejidos, un proceso conocido como extravasacion. La
migracion a través del endotelio se produce a través del proceso de diapedesis, donde los gradientes de
quimiocinas adheridas a los leucocitos, los estimulan para moverse entre las células endoteliales y pasar a través
de la membrana basal en los tejidos circundantes. Una vez dentro del intersticio de tejido, los leucocitos se unen
a proteinas de la matriz extracelular a través de integrinas y CD44 para evitar su pérdida del sitio.

Ademas de los mediadores derivados de células, varios sistemas de cascada bioquimica acelulares consistentes
en proteinas de plasma preformadas actuan en paralelo para iniciar y propagar la respuesta inflamatoria. Estos
incluyen el sistema del complemento activado por bacterias, la coagulacion y sistemas fibrinoliticos activados
por necrosis. Dichos procesos guardan cierta similitud en quemaduras, trauma y céancer. Otras moléculas
bioactivas, como factores de crecimiento y factores pro-angiogénicos, pueden ser liberados por las células
inmunes inflamatorias en el microambiente tumoral circundante. En particular, la liberacién de especies
reactivas de oxigeno, que son activamente mutagénicas, a través de las cuales se acelerara la evolucion genética
de las células cancerosas y la progresion del cancer.

Evasion tumoral de la respuesta inmune

El sistema inmunitario funciona como una barrera importante para la formacion y progresion del tumor, y la
capacidad de escapar de la inmunidad es un sello de desarrollo del cancer. Las células cancerosas producen
continuamente antigenos de superficie en el sistema circulatorio, lo que provoca una respuesta inmune que
incluye accion citotoxica de células T, células Natural Killer y produccion de macréfagos. El sistema inmune se
programa para proporcionar la vigilancia continua, con la eliminacién resultante de las células que se someten a
la transformacion maligna.

Sin embargo, deficiencias en el desarrollo o funcion de las células CDS8 ™ linfocitos T citotoxicos, células T
auxiliares CD4 + Thl, o células asesinas naturales puede producir un incremento demostrable en la incidencia
de cancer. Ademas, las células de cancer altamente inmunogénicas pueden evadir la destruccidon inmunitaria
mediante la desactivacion de los componentes del sistema inmune. Esto se hace a través del reclutamiento de
células inflamatorias, incluyendo las células T reguladoras y células supresoras de origen mieloide,
inmunosupresores activos contra las acciones de los linfocitos citotoxicos ©%.

El cancer tiene su origen y progreso cuando hay pérdida de reconocimiento por el sistema inmune que conducen
a la inducciéon de disfunciéon inmune, a menudo a través de mediadores inflamatorios ©%. En el cancer, el
sistema inmune puede desempenar un papel dual. Durante las primeras etapas de la génesis tumoral, la
vigilancia inmune activa impide el desarrollo de tumores, mientras que, en etapas mas avanzadas del tumor, la
inmuno-subversion de escape conduce a la progresion del tumor. Una fuerte respuesta inmune se ha
relacionado con la mejora de los resultados de pacientes con algunos subtipos de cancer de mama,
especificamente con una correlacion positiva en tumores con Receptores a Estrogenos (-) y Her2(+). Ademas,
los niveles mas altos de la infiltracion de células CD8 * y células T en el Cancer de Mama se han asociado con
una mejor supervivencia 9,

1.9 ;Cual es el Papel atribuido a la Vitamina D en el cancer de mama?
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Los estudios de poblacionales sobre la vitamina D en relacion con las enfermedades cronicas como el cancer de
mama son complicados por las dificultades para evaluar con precisién las fuentes dietéticas (factores de
confusion que incluyen alimentos naturales, los alimentos enriquecidos, el uso de suplementos, toma de D vs
D, y el estado del calcio) y la estimacion de la cantidad de vitamina D 3 generada a través de la exposicion al
sol (factores de confusion que incluyen pero no se limitan a la latitud de residencia, la contaminacidn, la
proteccion solar, pigmentacion de la piel, y la edad). Por lo tanto, no es sorprendente que los estudios disefiados
para abordar el impacto del estado de la vitamina D en el cancer de mama hayan arrojado resultados mixtos. Si
bien la cantidad de datos que apoyan que el estado de vitamina D, medido por los niveles de 25-hidroxivitamina
D (25 (OH) D 3) esta asociado con un menor riesgo de cancer de mama (9C%, a supervivencia libre de
enfermedad y la reduccion de la mortalidad, no se ha logrado relacionar en algunos estudios grandes y
consecuentemente no se ha logrado el apoyo entre estas asociaciones®”. Con respecto a la sintesis endogena de
vitamina D 3, estudios a pequeia escala apoyaron el concepto de que la exposicion al sol estd asociada con un
menor riesgo de cancer de mama, sin embargo, las asociaciones eran dependientes de la region de residencia y
pigmentacion de la piel @¥. Los estudios internacionales han demostrado consistentemente mayores
correlaciones inversas significativas entre las tasas de cancer de mama y de radiacion solar incidente ).

Los datos de los ensayos controlados aleatorios de suplementos de vitamina D en relacion con el desarrollo del
cancer de mama han mostrado solo ligeros beneficios de los suplementos a veces. Los grandes ensayos (>
30.000 mujeres) como el Woman Health Initiative (WHI) evaluaron el impacto de la suplementacion con calcio
y vitamina D en varios resultados de salud, incluyendo cancer. Sin embargo, los datos de este ensayo fueron
confusos por la baja dosis de vitamina D (400 Ul / dia), la co-administracion de suplementos de calcio, el mal
cumplimiento, el uso extensivo suplemento preventiva en la poblacion de estudio y la libertad de los
participantes del ensayo para tomar suplementos personales adicionales de hasta 1.000 UI de vitamina D por
dia. Por lo tanto, no es sorprendente que los datos iniciales del ensayo WHI indicaron que no hubo efectos
significativos secundarios a la administracion de la vitamina D y los suplementos de calcio sobre el cancer de
mama “?. Los analisis de subgrupos y de seguimiento de los participantes en los ensayos han dado resultados
mixtos. Un informe indica que una mayor ingesta de vitamina D se asocié moderadamente con un menor riesgo
en mujeres pre pero no post-menopausicas a cancer de mama “?. En otro andlisis de subgrupos (incluyendo sélo
las mujeres que no tomaban suplementos de calcio o vitamina D), el riesgo de cancer de mama invasivo se
redujo en las mujeres suplementadas con calcio y vitamina D. El analisis mas reciente de todos los participantes
en el estudio WHI (evaluados 5 afos después de terminada la intervencion) indicd que existe una reduccion en
la incidencia de in canceres in situ de mama en la cohorte de calcio y vitamina D, pero también sugiere que las
mujeres con los consumos mas altos de vitamina D pueden tener un mayor riesgo de cancer de mama invasivo
29 Es de destacar que el ensayo VITAL permanente de 20.000 hombres y mujeres que toman suplementos
diarios de 2000 Ul de vitamina Dj3es el seguimiento mds actual que existe en de igual forma, las
actualizaciones recientes reportan resultados poco concluyentes %,

Los estudios gendémicos han demostrado que los canceres de mama son heterogéneos y que los diferentes
subtipos muestran distintos patrones de progresion de la enfermedad. Es probable que la expresion de VDR o
funcion y por lo tanto la sensibilidad a los cambios en el estado de vitamina D pueden ser diferentes por cada
subtipo especifico, sin embargo, esto no se ha determinado. Los datos epidemioldgicos limitados obtenidos a
partir de la estratificacion por subtipo, son mixtos. Un estudio inform6 que la relacion entre los niveles de 25
(OH) D y la reduccion del riesgo de cancer de mama fue mas fuerte para aquellos de grado alto, canceres con
negatividad a receptores de estrégenos o triples negativos, mientras que otro encontré que los niveles séricos
bajos de 25 (OH) D se asocian con un mal pronéstico sélo en las mujeres con el subtipo de cancer de mama
luminal C%¢®, Cabe sefialar que, si bien la deficiencia de vitamina D es comin en todas las poblaciones de
pacientes con cancer de mama, es particularmente frecuente en los pacientes con tumores triples negativos /
basal, la forma mas agresiva de la enfermedad ©¥.
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El VDR estd presente en rata, raton y la glandula mamaria humana y su expresion es mas alta durante la
pubertad, el embarazo y la lactancia. Durante el crecimiento activo de los conductos mamarios murinos, la
expresion de VDR es alta en el epitelio ductal >*. Las células VDR positivas se encuentran exclusivamente en la
capa luminal celular y no se co-localizan con la proliferacion de células Ki67 positivas ¢. E1 VDR también ha
sido identificado en el compartimiento estromal incluyendo fibroblastos y adipocitos mamarios, destacando la
complejidad de la sefalizacion de 1,25 (OH) »2D; en el entorno del tejido mamario. Ademas de VDR, la
activacion de la enzima CYP27B1 se expresa en el modelo murino y en el tejido mamario humano, lo que
sugiere que la 25 (OH) sistémica se puede convertir en el ligando bioldgicamente activo VDR 1,25 (OH)D»
Estudios in vitro confirman que la incubacion de las células epiteliales mamarias con concentraciones
fisiologicas (nanomolares) de 25 (OH) D conduce a aumentos temporales en la 1,25 (OH) 2 D3 detectados en
medio de cultivo tisular. Aunque todavia hay incertidumbre en cuanto a como la forma de 25 (OH) D, que
circula fuertemente unida a la proteina de union a vitamina D (DBP), es internalizada por las células no renales,
a través de la presencia de megalina y cubilina. Se cree que estas proteinas accesorias podrian mediar en la
captacion de complejos25 (OH) D-DBP en la glandula mamaria como se ha demostrado para las células renales.
De hecho, en estudios in vitro se demuestra que las células epiteliales normales de mama y algunas células de
cancer de mama internalizan 25 (OH) D a través de endocitosis mediada por megalina, sin embargo, la funcién
de esta via de absorcion en la glandula mamaria tiene todavia que ser confirmada. CYP27B1 también se expresa
en los adipocitos mamarios, los cuales también son capaces de convertir 25 (OH) D a 1,25 (OH) 2 D 3. En
conjunto, estos estudios proporcionan un vinculo biologico entre el estado de vitamina D [es decir, los niveles
de 25 (OH) D] y el riesgo de cancer de mama que se observa a nivel de poblacion @9, Las funciones de
CYP27B1 y VDR en la prevencion del cancer de mama son apoyadas por los datos de modelos animales. In
vitro, tanto altas ingestas de vitamina D en la dieta como el tratamiento con agonistas de VDR sintéticos inhiben
el desarrollo de tumores mamarios inducidos por carcinogenos. En los modelos de cultivo de 6rganos, con
agonistas de VDR, con 25 (OH) D3 y 1la, 25 (OH) 2 Ds se reduce la incidencia de lesiones inducidas por
DMBA (Dimethylbenzanthraceno) y lesiones pre-neoplasicas lo que sugiere efectos anticancerigenos directos
de estos metabolitos en el tejido mamario. En conjunto, estos datos apoyan el concepto de que la 25 (OH) D
sistémica circulando en la glandula mamaria se convierte a 1,25 (OH) 2 D3 y que activa VDR para proteger
contra la carcinogénesis ).

A pesar de estos datos consistentes, los mecanismos precisos por los cuales la vitamina D inhibe el desarrollo
del cancer atun no se han discernido por completo. Tanto la 25 (OH) D3 como la 1a, 25(OH).D; ejercen efectos
profundos en las células no generadoras de tumor VDR positivas epiteliales mamarias que incluyen la inhibicion
de las hormonas que estimulan el crecimiento, la morfogénesis de ramificacion y la induccién de la
diferenciacion de biomarcadores tales como E-cadherina. La expresion VDR y CYP27B1 en los adipocitos
mamarios también contribuyen a los efectos contra el cancer en todo el tejido, ya que en respuesta a 25 (OH) D
los adipocitos secretan sefiales difusibles que inhiben la morfogénesis del epitelio ductal adyacente. Otros
posibles mecanismos para la prevencion del cancer de mama por medio de la vitamina D incluyen la reduccion
en el dafio del ADN (posiblemente a través de la regulacion de la sefializacion de p53), la supresion de estrés
oxidativo y la inhibicion de angiogénesis, muchos de los cuales se han demostrado en los tejidos o tipos de
células distintos de la glandula mamaria. Ademas, datos recientes implican la alteracion del metabolismo de la
energia celular y la respuesta inmune innata en los efectos anti-cancer de la senalizacion de la vitamina D en las
células epiteliales mamarias normales ¢,
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Figura Vias de Sefializacion de la Vitamina D en el cancer.

La 1,25(0OH),D3 induce diversas vias de sefializacion involucrando la regulacion de la proliferacion celular, apoptosis e inflamacion en el
cancer. La accién propuesta mas significativa al respecto, es que dificulta la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, ya sea
directamente o a través de la regulaciéon positiva de diferentes inhibidores de Quinasas dependientes de Ciclinas o inclusive, de forma
indirecta a través de la induccién de otros factores de crecimiento, por ejemplo, TGFp (Factor de Crecimiento Transformante Beta) o
EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico). Ademas, induce la apoptosis a través de su activacion intrinseca o por interferencia con otras
vias de seiializaciéon como la del TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral Alfa), f-Catenina o prostaglandinas. La 1,25 (OH) 2D3 tiene
también una actividad inmunosupresora, como se indica a través de la represion de NF-kB (Factor Nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) mediada por la transcripcion de genes, lo que resulta en supresion de la produccion de
Citoquinas tales como IL-1, IL-6, IL-8, y TNF- a (9. Especificamente en Cancer de Mama, las acciones directas por la accion de la
1,25(OH)2D3 incluyen: Represion Transcripcional del Promotor de la Via de la Aromatasa en las Células Cancerosas y el Tejido
Adiposo Circundante, Regulacion a la Baja de los Niveles de Prostaglandina E,, el mayor estimulador de la transcripcién por Aromatasa
en Células Cancerosas, asi como la Represion Transcripcional del Receptor para Estrogenos Alfa en Células Cancerosas para bloquear
los estimulos estrogénicos “?.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Pregunta de Investigacion:

(Cudl es la correlacion entre los niveles deficientes de 25-Hidroxivitamina D séricos y niveles de
Linfocitos absolutos en pacientes con cancer de mama?

3. HIPOTESIS.

Existe una correlacion negativa entre los niveles deficientes de 25-Hidroxivitamina D séricos y niveles de
Linfocitos absolutos en pacientes con cancer de mama.

4. OBJETIVO PRIMARIO.

Estudiar la correlacion entre los niveles deficientes de 25-Hidroxivitamina D séricos y niveles de Linfocitos
absolutos en pacientes con cancer de mama.

5. OBJETIVOS SECUNDARIOS.

1. Comparar los valores de las determinaciones de Leucocitos totales entre sujetos sanos (controles) y
pacientes con cancer.

2. Comparar los valores de las determinaciones de Linfocitos Absolutos entre sujetos sanos (controles) y
pacientes con cancer.

3. Comparar los valores de las determinaciones de Linfocitos (%) entre sujetos sanos (controles) y
pacientes con cancer.

4. Comparar los valores de las determinaciones de Vitamina D entre sujetos sanos (controles) y pacientes
con cancer.

5. Estudiar la correlacion entre los niveles deficientes de 25-Hidroxivitamina D séricos y niveles de
Linfocitos absolutos en pacientes con cancer de mama, estratificando los grupos de acuerdo al subtipo
de cancer (Luminal A, Luminal B, Her-2 y Basal).

6. DISENO DE ESTUDIO.

Este es un estudio retrospectivo basado en una cohorte de sujetos con cancer de mama subtipos: Luminal
A, Luminal B, Her-2 y Basal. El grupo control estd conformado con sujetos sanos (sin patologia
oncologica), emparejados por sexo y edad con la limitacion de los criterios de seleccion.
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7. MATERIAL Y METODOS.

A) Tamafio de Muestra
Se incluyo una muestra consecutiva de todos los pacientes (74) que cumplieran los criterios de seleccion.
B) Criterios de inclusion y exclusion

CRITERIOS DE INCLUSION: Pacientes mayores de 18 afios, de ambos sexos, con cancer de mama
(Luminal A, Luminal B, Her-2 y Basal) pre-tratamiento oncoldgico y deficiencia de vitamina D de acuerdo
con los parametros de la Endocrine Society ; con estudios completos (Biometria Hematica, Reporte
Histopatologico asi como determinacion de 25-Hidroxi-Vitamina D pretratamiento reportada durante los 6
meses previos o en caso maximo, un mes posterior al diagndstico histopatoldgico) Expediente Electronico
Completo que incluya Historia Clinica, diagnosticos médicos diversos, internamientos, asi como la fecha de
inicio y la continuidad del manejo médico oncoldgico para determinar la idoneidad de la determinacion.
Para el grupo control: Sujetos de ambos sexos, con Funcién Renal Conservada (tasa de Filtracion
Glomerular mayor o igual a 90ml/min/1.73m?), sin internamientos durante los 3 meses previos, no
diabéticos, sin datos de patologia hepatica cronica, paratiroidea, autoinmune, reumatologica, antecedentes
personales de cancer o suplementacion de vitamina D + Calcio y con estudios paraclinicos (Biometria
Hematica y determinacion de Vitamina 25-Hidroxi-D reportados en la misma fecha de forma ideal o
maximo con una diferencia de 24 horas).

CRITERIOS DE EXCLUSION: Pacientes con antecedentes de Hiperparatiroidismo Primario o Secundario,
Hepatopatia Cronica, Insuficiencia Renal Crénica moderada-severa (Estadio de KDOQI 3 o mayor),
Padecimientos de tipo Autoinmune o Reumatoldgico, asi como aquellos con Datos de Infeccion viral,
bacteriana o parasitaria, Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica o Sepsis durante al menos un mes
previo a la realizacion de los estudios Paraclinicos de interés.

CRITERIOS DE ELIMINACION: No Aplica.

C) Definicion de variables

Variable Categoria Unidad de Medicion
Edad Cuantitativa continua Afios
Sexo Categoria nominal Masculino/Femenino
25-Hidroxi-Vitamina D Cuantitativa continua ng/ml

Linfocitos

Cuantitativa continua

Porcentaje (Diferencial)

Linfocitos

Cuantitativa continua

x 10°/L
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8. METODOLOGIA

Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizo con IBM SPSS Statistics for Windows (V 16.0, Chicago). Las variables
continuas fueron sometidas a pruebas de normalidad (Kolmogorov — Smirnov). Las variables con
distribucién paramétrica se describieron en términos de media y DS, las distribuciones no paramétricas
con mediana (RIC, min — max.). Las variables categoricas se describieron con frecuencias absolutas y
relativas (porcentaje). La comparacion entre variables paramétricas se hizo con una prueba de t de
Student, las no paramétricas con U de Mann-Whitney. La correlacion entre variables continuas se hizo con
coeficientes de correlacion de Spearman. Los datos se presentaron tabular y graficamente. Se reportan
intervalos de confianza al 95%. Un valor de p a dos colas <0.05 se consider6 significativo.

9. RESULTADOS

Se obtuvo una muestra de 104 sujetos, divididos en 2 grupos: Grupo 1: sujetos con niveles suficientes de
Vitamina D (31 — 66 ng/ml), aparentemente sanos (n=30) y grupo 2: sujetos con niveles deficientes de 25-
OH-D (<20ng/ml) y Cancer de Mama (n=74). Las caracteristicas generales de nuestra poblacion son las
siguientes: Edad media de 55 afios en los sujetos con cancer y de 56 en aquellos sin cancer, media del
porcentaje linfocitario de 24.5% en sujetos con cancer y 27.8% en sujetos sin cancer (Tabla 1). La media
de Linfocitos totales en Sujetos con cancer, fue de 1.4 y en sujetos sin cancer, de 1.7. En cuanto a los
niveles de Vitamina D, la media en los sujetos con cancer fue de 12.5 ng/ml y en los sujetos sin cancer, de
44 .3ng/ml. Con un predominio de Sexo Femenino (98.6%, n=72) en sujetos con cancer y (96.6%, n=29)
en sujetos sin cancer.

Tabla 1. Caracteristicas de los Sujetos

Caracteristica Sujetos con Cancer Sujetos Sanos «
(n=74) (n=30) P

Edad 55.72 (11.46) 56.23 (17.44) 0.859

Sexo Femenino 98.6% 96.6% 0.496

Valores expresados en Media (DE), frecuencias absolutas (%). *Prueba t de Student, exacta de Fisher.

En nuestro grupo control, observamos una correlacion entre Vitamina D y Linfocitos Absolutos de -0.201,
encontrando que en el grupo de Sujetos con Cancer dicha correlacion fue de 0.405 (p=0.00). La
correlacion entre Linfocitos Porcentuales y Vitamina D fue de 0.015 y de 0.375 (p=0.00) respectivamente.

El grupo problema distribuyd de acuerdo a 4 subtipos moleculares: Luminal A, 40 sujetos (54.05%);
Luminal B 12 sujetos (16.21%), Her2 7 sujetos (9.45%) y Basal 15 sujetos (20.27%). El unico sujeto
masculino de nuestro grupo de pacientes con cancer, correspondié al Subtipo Molecular Luminal A. En
cuanto a los subtipos moleculares que no expresan Receptores Hormonales, se observo que el Triple
Negativo fue el mas frecuente.
|
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Figura. Edad por cada grupo

Figura. Niveles de Vitamina D en sujetos con cancer y en sujetos sin cancer
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Figura. Linfocitos porcentuales y Niveles de Vitamina D en Sujetos con céncer
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Figura. Linfocitos porcentuales y Niveles de Vitamina D en sujetos sin cancer
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Figura. Linfocitos Absolutos en pacientes con cancer de mama y sin cancer de mama.

La distribucion linfocitaria encontrada, dividida de acuerdo a cada Subtipo Molecular de Cancer de mama
se menciona a continuacion: La media obtenida para el subtipo Molecular Luminal A en los sujetos
problema fue de 24.70 con una Desviacion Estandar de 9.90 y un Intervalo de Confianza del 95% entre
20.90 y 27.23 Luminal B con Media de 24.75, con una Desviacion Estdndar de 8.79 y Un Intervalo de
confianza del 95% entre 19.15 y 30.34. En el Subtipo Her-2, se obtuvo una Media del Porcentaje
Linfocitario de 25.64, con una Desviacion Estandar de 6.43, intervalo de Confianza del 95% entre 19.69 y
31.59. Para el Subtipo Molecular Basal o Triple Negativo, la media obtenida fue de 25.0, con una
Desviacion Estandar de 15.95 y un Intervalo de Confianza del 95% entre 16.16 y 33.83. En cuanto a la
cuenta absoluta de linfocitos, definida como < a 1X10%L obtenida se ilustra en el Grafico 3. En el Subtipo
Luminal A, una media de 1.49, con Desviacion Estandar de .63 con un I.C. (Intervalo de Confianza) del
95% entre 1.28 y 1.69. Para Luminal B, la media fue de 1.32, con Desviacion Estandar de .327 y un I.C.
95% entre 1.11 y 1.53. En HER-2, la media de 1.07, con una D.S. de .43 y un I.C. 95% entre .66 y 1.47.y
para el Subtipo Basal, la media de Linfocitos totales fue de 1.38, con una Desviacion Estandar de .72 y un
I.C. 95% entre .98 y 1.79.
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Tabla 2. Tipos de Céncer.

Tipo de Cancer Frecuencia (%)
Luminal A 40 (54.1)
Luminal B 12 (16.2)
Her-2 7(9.5)

Basal 15 (20.3)

Valores expresados en frecuencias absolutas (%).

Figura. Intervalo de Confianza para la Edad de Acuerdo al Subtipo Molecular de Cancer.
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Figura. Porcentaje de Linfocitos de Acuerdo a Subtipo Molecular de Cancer de Mama.
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Figura. Linfocitos Absolutos de acuerdo al Subtipo Molecular de Cancer.
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Niveles de Vitamina D en sujetos con cancer

Los resultados obtenidos se obtuvieron a partir de una muestra problema de sujetos con niveles de
19.9ng/ml de 25-0H-D, con la siguiente distribucion:

Figura. Intervalo de Confianza para los Niveles de Vitamina D en sujetos con Cancer.
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Tabla 3. Niveles de Vitamina D, Leucocitos y Linfocitos.

Determinacion Sujetos con Sujetos Diferencia p*
Cancer Sanos
(n=74) (n=30)
Leucocitos 5.800 5.850 0.05 0.620**
Linfocitos 0.6020 0.5335 -.3506 (-.5905 - 0.11) 0.007
Absolutos
Linfocitos (%) 10.7994 8.2081 -3.3091 (-7.20 -- 0.58) 0.134
Vitamina D 4.47325 8.26053 -31.76694 (-34.25 --29.27) <0.001

Valores expresados en Mediana (RIC; min — max) y media (DE). Diferencias en Medianas para variables no
paramétricas o en medias (ICosy) para variables paramétricas. *Prueba t de Student. **U de Mann-Whitney.
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Hallazgos de acuerdo al Subtipo Molecular

Se obtiene una correlacion entre el porcentaje de Linfocitos con Respecto a la cuenta total de Linfocitos de
0.74 (negativa alta), y del porcentaje de Linfocitos con la Vitamina D de 0.38 (negativa baja). La
correlacion entre linfocitos absolutos y Vitamina D fue de 0.47 (positiva moderada), esto en el caso de
Luminal A.

Tipo de Cancer: Luminal A
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Se observo que para el caso del Subtipo Luminal B, que la correlacidn entre el Porcentual de Linfocitos y
la cuenta total fue de 0.07 (Positiva muy baja). Para el Porcentaje de Linfocitos y la Vitamina D, de 0.30
(Positiva baja). Para la Vitamina D y la cuenta absoluta de Linfocitos, de 0.34 (Positiva baja).
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Tipo de Cancer: Luminal B
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Tipo de Cancer: Her-2
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Para el Subtipo Molecular Her2, la correlacion entre el porcentaje de Linfocitos y los Linfocitos absolutos,

fue de 0.12 (Positiva muy baja), para el porcentaje de Linfocitos y la Vitamina D, de -0.23 (Negativa baja)

y para la Vitamina D con respecto a los Linfocitos Absolutos, de 0.48 (Positiva moderada).
|
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Encontramos en el Subtipo Molecular Basal, que la correlacion entre el Porcentaje de Linfocitos y los
Linfocitos Absolutos, fue de 0.83 (Negativa alta), los linfocitos porcentuales con la Vitamina D de 0.55
(negativa moderada) y de los Linfocitos Absolutos con respecto a la Vitamina D de 0.353 (positiva baja).

Tipo de Cancer: Basal
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Tabla 4. Correlacion entre Vitamina D y Linfocitos Absolutos.

Sujetos con Cancer Sujetos Sanos p**

(n=74) (n=30)

Correlacion™ 0.405 (p <0.001) -0.201 (0.288) 0.005

*Coeficiente de Correlacion de Pearson. **Transformacion de Fisher.



Figura. Correlacion entre Linfocitos Absolutos y Niveles de Vitamina D
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10. DISCUSION

En cuanto a la asociacion entre Vitamina D y Cancer de mama en el rango de tiempo dentro del cual se
incluyeron a los sujetos, la prevalencia, como era de esperarse es mayor en sujetos de sexo femenino. En
cuanto a la edad, llama mucho la atencién un aumento ascendente a partir de la cuarta década de la vida en
la frecuencia de Cancer de Mama con Niveles bajos de 25-OH-D. Este punto queda sin aclararse debido a
las limitaciones de nuestra fuente de informacion (Expediente Electronico) ya que obviamente no nos
permite conocer otros aspectos importantes para el tema, como los habitos dietéticos o el grado de
exposicion solar en los sujetos durante un tiempo razonable, de tal forma que se pudiera separar sin lugar a
dudas la deficiencia de Vitamina D per se y la presencia de Neoplasia Maligna Mamaria. A este respecto,
no es poco comun que suceda lo mismo en estudios multicéntricos aun aleatorizados y controlados, esto es
en gran parte la tarea a realizar en el disefio de futuros estudios, de tal forma que se controlen de forma
adecuadamente los grupos y puedan realizarse determinaciones provenientes de muestras de sujetos con
caracteristicas apropiadas de acuerdo a los objetivos que se planteen. Sin embargo, es muy importante
desde nuestro punto de vista, el sentar un precedente dentro del estudio de este nutriente-hormona con
acciones pleiotropicas porque si bien es cierto que, como ya se comento, aun no hay nada absolutamente
demostrado, tampoco lo hay absolutamente descartado y eso es por lo tanto una sefial de que habra que
seguir “intentando explicar” asociaciones, vias de sefializacién, involucro de factores epigenéticos,
correlacionar con factores genéticos y definir concentraciones necesarias en un periodo de tiempo dentro
del cual puedan obtenerse beneficios a través de la suplementacion, a este respecto también es importante
buscar una forma de concientizacion poblacional general acerca del problema y sus consecuencias
potenciales, lo cual hasta el momento, no presenta impacto ni estd dimensionado, en parte al menos
porque se desconocen los resultados de los estudios realizados hasta la fecha, inclusive por gran parte de
la comunidad médica.
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Otra parte de los aspectos peculiares que envuelven a la Vitamina D, es el hecho de que cuando un
paciente en general, escucha el término “hormona” y mds ain frases como: “Seria conveniente
suministrarle esta hormona” “Le sugiero ingerir dosis de esta Vitamina con acciones Hormonales” etc;
refiriéndonos a la Vitamina D es inevitable una sensacion de intranquilidad en el mejor de los casos, ya
que las hormonas en general, debido a la ambigiiedad y complejidad de su nomenclatura, su mala
propaganda entre otras cosas, traducidas por mucho tiempo en una mala utilizacidon por insuficiente o
inexistente regulacion sanitaria, impericia o falta de ética médica, vigilancia y facilidad de obtencion, es
tradicionalmente asociada a latrogenias espectaculares, como en el caso de la ginecomastia o hipotrofia
testicular en deportistas o incluso mala praxis en aquella paciente que acude por dolor crénico y se le
administra cualquier esteroide no anabolizante sin esquema apropiado terminando en un Sindrome de
Cushing, esto por mencionar algunos ejemplos reales. Nada més alejado de las posibilidades cuando nos
referimos a la 1-25-OH-D, sin embargo incluso en publicaciones cientificas se le denomina ‘“Hormona”
sin dejar claro el hecho de que si bién, la forma activa posee efectos multisistémicos, intranucleares y
transcripcionales muy importantes, no deja de ser cierto que su carencia produce enfermedades por
“deficiencia” como con cualquier otra vitamina, por mencionar el caso de la Vitamina C y el escorbuto, la
Niacina y la Pelagra, la Deficiencia de Vitamina D va a Ocasionar Raquitismo y Osteomalacia. Entonces
probablemente este sea un buén punto de apoyo para iniciar la reversion de la “mala propaganda” hacia
una labor de convencimiento que no deja de ser realista y a su vez deja de lado cualquier factor
confusional en una persona que no estd relacionada al 4mbito de la Medicina General, la Medicina de
Laboratorio, la Reumatologia, Oncologia o cualquier otra disciplina Médica con la que presente alguna
asociacion en cuando a padecimientos involucrados y que pueda facilitarse y por ende beneficiarse de su
administracion continua.

Siguiendo con nuestros resultados, llama la atencion también que la frecuencia del Subtipo Molecular
descrito como mas comun dentro de la literatura anglosajona, latinoamericana, europea y mexicana es
muy similar a la encontrada en nuestro hospital. Esto probablemente tenga un trasfondo mucho mas
profundo que el hecho de ser mujer, la clase social, tener antescedentes ocupacionales, familiares o de
Niveles de Vitamina D bajos. Sin embargo, traduce por lo tanto en nuestra poblacion, la asociacion entre
Receptores Hormonales y Cancer es mayor. La importancia de esto, es que el mecanismo de accion mas
clasicamente vinculado a Cancer de Mama, tiene asociacion con la accion de la Vitamina D en estos
subtipos particulares de Céancer, al menos de forma Teorica. No perdamos de vista que el cancer de mama
es un conjunto de padecimientos fenotipicamente relacionados, pero con caracteristicas moleculares,
celulares e incluso de historia natural distintas. Por lo tanto, es esperanzador que al menos en estos
subtipos moleculares en particular pueda encontrarse una posible aplicacién con mayores expectativas de
aplicacion real, que a su vez promueva un programa de suplementacion que definitivamente es necesario
iniciar a nivel nacional al menos.

En cuanto a la asociacion de Cancer de Mama en Pacientes con niveles deficientes de vitamina D y
Linfopenia absoluta, nuestros resultados si bien son positivos, no puede establecerse a través de ellos una
utilidad prondstica concluyente, ya que nuestra herramienta de busqueda no nos permitio la obtencion de
datos de mortalidad.

A pesar de que encontramos significancia estadistica en nuestro grupo problema, en comparacion con
nuestro grupo control, probablemente otra limitante “mayor” involucrada en esta situacion, es la dificultad
para la integracion de sujetos con caracteristicas cercanas a lo “sano” apropiadas para nuestra cohorte, con
niveles de Vitamina D séricos suficientes. Este hecho no es poco comun, ya que, hablando de su tamizaje,
no es una practica estandarizada o al menos recomendada en la actualidad, limitdndose a esta a
poblaciones de riesgo, lo que, por definicion, constituye en su mayoria una poblacion integrada por sujetos
“no sanos estrictamente”.
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La tecnologia de la que disponemos, al menos en nuestro centro, realmente cumple muy adecuadamente
con la tarea de dar resultados confiables, ya que nos apegamos a lo exigido por el Colegio Americano de
Patdlogos de forma muy estricta. Sin embargo, el nimero de acciones que involucrarian descartar
patologias subclinicas a través de mas estudios de laboratorio, exploraciones imagenoldgicas o
imagenologicas funcionales complementarias, el disefio de herramientas efectivas a través de las cuales se
puedan corroborar los antescedentes de los participantes y en si el conseguir a individuos interesados en
participar como sujetos de estudio en un proceso que significaria cambios en su alimentacion y varios
aspectos de su estilo de vida, es realmente algo muy dificil.

Refiriéndose a la Linfopenia determinada a través de una muestra aleatoria de Sangre Periférica,
finalmente no debe tomarse mas que como una medida indirecta obtenida a través de equipos
semiautomatizados que establece mas datos indirectos, lo cual le resta conveniencia al método mas atn si
tomamos en cuenta la Regla de Osler para la interpretacion de resultados. Sin embargo, la informacién
obtenida a través de este trabajo es desde la misma perespectiva positiva previa, precedente para la
realizacion de nuevos estudios de tipo prospectivo y controlados, realizados en el contexto de un buén
disefio metodoldgico correctamente asesorado por investigadores capacitados, y es alentador el hecho de
que existen técnicas mucho mas especificas que darian un panorama mas amplio y especifico si es que se
cuenta con la posibilidad de usarse. La inmunofenotipificacion por citometria de flujo podria ser una
opcion probablemente no tan costo-efectiva como en el caso de una biometria, pero definitivamente el
empleo de marcadores selectivos para visualizar la distribucion real de aquellas subpoblaciones de células
de respuesta inmune implicadas en un momento particular de la carcinogénesis y/o el curso de la
enfermedad establecida, en definitiva, parece una buena opcion. Otra propuesta viable seria la marcacion
selectiva de poblaciones linfocitarias a través de técnicas de inmunohistoquimica y conocer la expresion
de moléculas especificas a través del curso de la enfermedad, correlacionando en todo momento los
niveles de Vitamina D en diferentes periodos. Todo esto en el entendido de que no se debe escatimar
cuando de detalles se habla, sin embargo, escatimar se vuelve necesario al no existir una planeacioén
financiera igualmente incluida, como en el caso de nuestro estudio; lo que se convierte en otra limitacion
para la obtencion de solidez en la informacion, ya que, si hay algo claro actualmente, es que las acciones
de la Vitamina D a nivel molecular no son, ni en el mejor de los casos, a corto o mediano plazo.
Propuestas similares a las mencionadas, son ya realizadas a nivel solo de patologia experimental. Sin
embargo, dar el salto a estudios de calidad en humanos, parece no ser aun no factible.

En cuanto al método empleado para la determinacion de la 25-OH en nuestro Laboratorio Clinico,
realmente hay que decir que aporta confianza incluso si hablaramos unicamente de la Metodologia y no
del ensayo especifico. La evolucion de los métodos para la realizacion de ensayos inmunoquimicos
pasando por las técnicas manuales, el Radioinmunoensayo, hasta llegar a los equipos multisustrato
automatizados con los que contamos es impresionante. Estd perfectamente demostrada la confiabilidad de
este tipo de métodos, sin embargo, otro de los retos particulares que genera la medicion de la Vitamina D,
es que al tener un nimero muy amplio de metabolitos de significado clinico incierto, los cuales pueden
interferir potencialmente con las determinaciones, se genera un riesgo inherente de sesgo (bias) durante la
fase analitica, por el hecho de que el impacto real de algunos de estos metabolitos de significado clinico
incierto (por ejemplo 3-epi-25(OH)D; en teoria genera, una sobreestimacion de los valores de Vitamina D.
Esto no es privativo de los inmunoensayos, incluso el CDC refiere que la Espectrometria de Masas, el cuél
es el método de referencia actual, enfrenta este tipo de limitaciones en la actualidad. Otro aspecto
importante a sefialar es el hecho de que la importante proporcion de 25-OH-D que circula unida a
proteinas, significa que tengan que llevarse a cabo diversos procesos de lavado durante el proceso
analitico, los cuales no estan estandarizados y de hecho son unicos de cada proveedor. Esto
invariablemente conduce a uno de los peores enemigos de aquellos que tenemos interés en la Calidad de
los resultados suministrados al clinico, hablamos de, la variabilidad y hasta cierto punto, el conjunto de
estos aspectos deja mucho que pensar sobre la medicion de la Exactitud por parte de las Entidades de
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Acreditacion Externa. Pero no hay que dejar de mencionar que ya existe material para control de calidad
Estandarizado al menos en Estados Unidos y que la entidad que nos acredita y por lo tanto acredita nuestra
exactitud, es estadounidense.

Hablando de la parte ética de la distribucion, suplementacion y vigilancia de los niveles de Vitamina D, no
existe hasta el momento alguna contraindicacion. Sin embargo, al tratar de realizar un estudio mejor,
seguramente aparecerian. Incluir a pacientes dentro de brazos de estudio de la Vitamina D, involucraria
privacion de algunas fuentes alimentarias, limitacion de exposicidon solar en otros, sobreexposicion a la
misma en algunos mas y debido a los pequefios pero acumulables riesgos de estas opciones, no es
probable que algin comité de Etica, apruebe llegar a este tipo de intervenciones.

Bien podria definirse como tarea constante y si nos apegamos a la logica, también calificarse como
(134 : 99 4 71 . . , ro_. .7 .

interminable”, la busqueda del Médico Especialista en Patologia Clinica para la obtencion de los mejores
resultados. Dicho mas apropiadamente, que estos sean reproducibles, precisos, exactos y que finalmente se
traduzcan en beneficios tangibles para el paciente. Este enorme reto se vuelve mucho mas interesante aun,
cuando se trata de obtener estos resultados a través del empleo novedoso de las herramientas que tenemos
ya a nuestro alcance a lo que podriamos llamar en su conjunto: Una practica médica “eficiente” y en
definitiva esa fue la intencion primaria de este trabajo.

Hay que tomar en cuenta que dentro del complejo conjunto de habilidades necesarias para llevar a dicho
manejo eficiente de una de las piedras angulares de la Medicina Actual, como lo es el Laboratorio Clinico,
se puede encontrar entre otras muchas, la capacidad de innovar mediante el planteamiento de nuevas
estrategias basadas en la mejor evidencia disponible y dicha evidencia requiere a su vez, mayores
capacidades para que se pueda obtener el maximo beneficio. Citando a George Bernard Show, quien
menciona en su obra “El dilema del Doctor”: “El doctor obtiene conclusiones desastrosas de su
experiencia clinica porque no tiene concepcion del método cientifico, y cree, como cualquier ristico, que
el manejar la evidencia no necesita pericia”; Se refleja de cierta forma la manera desafortunada en la que
aun en la actualidad se ejerce la Medicina. En consonancia con esta situacion y por medio del presente
trabajo, se pretende realizar una pequefa contribucion para la generaciéon de conocimiento a través de
Evidencia mediante los recursos disponibles.

La busqueda de una correlacion entre una variable ampliamente usadas en la rutina de un Laboratorio,
como lo es la cuenta absoluta de Linfocitos en Sangre Periférica y los niveles del Metabolito medible de la
Vitamina D descrito como “mas fidedigno” y que refleja globalmente el estatus de una molécula tan
compleja como esta, de primera intencion es viable. Dado que, la probabilidad tedrica de que exista
relacion entre células en las cuales se ha demostrado plenamente que expresan receptores especificos para
la Vitamina D y niveles séricos muy bajos de esta, parece ser alta y prometedora. Ya que dicha buasqueda
se realiza en pacientes oncoldgicos, en los cuales cualquier tipo de herramienta diagnostica, terapéutica o
prondstica es invaluable. Sin embargo, en el papel de Médico de Laboratorio Clinico, resulta inevitable
preguntarse: ;De qué manera se puede contribuir, a través de este trabajo a la mejora de la calidad de los
resultados y en general, de las practicas dentro del Laboratorio Clinico? La respuesta es simple:
Apegandonos estrictamente a nuestros procesos, haciendo cada dia el mayor esfuerzo posible por hacer
bién nuestro trabajo y teniendo una actitud proactiva dentro de nuestro nicleo laboral que dicho sea de
paso es dentro de la medicina, un area dentro de la cual es un verdadero privilegio formar parte.
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CONCLUSIONES:

1.- La vitamina D ofrece una ventana muy amplia para la busqueda si no de soluciones, al menos de
explicaciones acerca de la génesis de diversos procesos patoldgicos involucrados en calidad y expectativa
de vida para el paciente.

2.- Es imprescindible formular politicas mundiales, nacionales, locales y hospitalarias para la inclusion de
la Vitamina D dentro de “una alimentacion saludable” y esto es, debido a que como en todos los aspectos
de la medicina, a nivel de costos es mas conveniente prevenir las “posibles” complicaciones de una
insuficiencia de Vitamina D, que lidiar con sus implicaciones tentativas mas devastadoras, como lo es el
Cancer, la Diabetes, etc.

3.- Existe la necesidad de poner atencion y encaminar esfuerzos hacia todos los aspectos que involucran
las acciones de la Vitamina D, desde una ingesta Recomendada Adecuada que al menos muestre sefiales
de acciones positivas en diferentes poblaciones y rangos de edad, hasta el estudio exhaustivo y extenso de
las implicaciones de sus vias de sefializacion en diversos tipos celulares, érganos y sistemas.

4.- No es posible clarificar al 100% que la Vitamina d sea una especie de “panacea” de la medicina
contemporanea ya que lo demostrado hasta la fecha es ain mixto y escaso in vivo. Sin embargo, esta
situacion, en vez de generar un descarte, debe estimular su estudio y la promocion de su ingesta.

5.- A nivel del padecimiento oncolédgico estudiado en este trabajo podemos concluir que el nivel absoluto
de Linfocitos y 25-OH-D son parametros ya estudiados en series retrospectivas que muestran resultados
semejantes a los obtenidos, en los cuales existe una correlacion inversa con respecto a los niveles de
Vitamina D en pacientes con diversos Subtipos de Cancer de Mama, sin embargo el significado de dicha
correlacion y su empleo como herramienta clinica hablando tinicamente a nivel de nuestro hospital
quedara pendiente y dependiente de nuevos estudios.

DEFINICION DE RIESGO

Sin riesgo ya que al ser retrospectivo no hay intervencion.

CONTRIBUCION DEL PROYECTO EN EL AVANCE DEL CONOCIMIENTO EN SU
PROPIA TEMATICA Y EN SU AREA DEL CONOCIMIENTO.
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CONSIDERACIONES ETICAS

No requiere consentimiento informado, al ser un estudio descriptivo.

PRODUCTOS DERIVADOS DE LA INVESTIGACION.
Tesis de Especialidad

APORTACION SOLICITADAS A LA INSTITUCION PARA EL DESARROLLO DEL
PROYECTO
Ninguna

GASTO CORRIENTE
Todos los gastos seran cubiertos por quien elabora la tesis.
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