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1. RESUMEN

El incremento en la prevalencia de obesidad constituye uno de los mayores retos
para la salud publica. La presencia de obesidad en la mujer posmenopausica, favorece el
desarrollo de cancer de mama (CaM), asociandose con mal prondstico del mismo. El
tejido adiposo ejerce un potente efecto local para el desarrollo y la progresion del CaM.
Por otra parte, se conocen los beneficios que el ejercicio proporciona a individuos con
patologias como el céncer, a través de la secrecion de proteinas derivadas del tejido
muscular. Recientemente la proteina irisina, la cual es secretada por los tejidos muscular
y adiposo, ha demostrado ejercer un efecto antiinflamatorio y antiproliferativo en las
celulas tumorales de CaM.

El objetivo del presente estudio fue comparar la expresion de la irisina en el tejido
tumoral mamario de mujeres posmenopausicas, con diagnéstico de CaM infiltrante, que
presentaban indices diferentes de masa corporal. Lo anterior, con el fin de definir la
influencia que el incremento de peso pudiese tener sobre la expresion de dicha proteina.
Asimismo, se determind la expresion in vitro de la irisina, con el fin de llevar a cabo la
valoracion de la expresion de forma especifica, sin la interferencia del medio extracelular
que rodea a la célula tumoral in vivo.

Los resultados mostraron, que las mujeres con un IMC de obesidad presentan de
forma predominante una expresion positiva para la irisina, en su tejido tumoral mamario
(p=0.0273); no siendo asi para las mujeres con un IMC normal y de sobrepeso. El estudio
in vitro reveld que la célula tumoral de CaM, es capaz de expresar esta proteina en una
forma independiente del estimulo extracelular que existe en un ambiente in vivo.

Podemos concluir, que las células tumorales de CaM, tienen la capacidad de
expresar a la irisina y que, ante la presencia de obesidad esta expresion se encuentra

aumentada.
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2. ANTECEDENTES
2.1. OBESIDAD

La obesidad es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como la
acumulacién anormal o excesiva de grasa en un individuo, siendo dicha acumulacion
perjudicial para la salud (WHO, 2016). El indice de masa corporal (IMC) es un indicador
simple, util y aplicable a ambos sexos de la poblacién adulta, para determinar la presencia
de obesidad; el IMC se calcula dividiendo el peso de una persona en kilogramos sobre el
cuadrado de su talla en metros (kg/m?). Con base en esta medida, se establece la
clasificacion del IMC en: normal, cuando el IMC es de 20-24.9 kg/m?, sobrepeso cuando
el IMC es de 25-29.9 kg/m? y obesidad cuando el IMC es igual o mayor a 30 kg/m?
(WHO, 2016).

Los resultados de la Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas, realizada en
México en 1993, demostraron que la prevalencia de obesidad en los adultos era de 21.5%;
para el afio 2000, la prevalencia se incrementd a 24% y en el afio 2012, la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) indicé una prevalencia de 32.4%. Asimismo,
de acuerdo con la ultima Encuesta Nacional (ENSANUT medio camino 2016), la
prevalencia de obesidad en los adultos fue del 33.3%, siendo mayor en la poblacién de
mujeres (38.6%) que en la de hombres (27.7%) (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion,
2016).

Con referencia en el informe emitido por la Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econdmicos (OCDE) en 2017, México ocupa el segundo lugar en
prevalencia de obesidad en la poblacion adulta a nivel mundial, encontrandose por debajo

de Estados Unidos (www.oecd.org/health/obesity-update).

Este exceso en la adiposidad corporal constituye uno de los mayores retos para la

salud publica mundial en el siglo XXI. El término de epidemia de obesidad se ha utilizado
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para describir el aumento desproporcionado en la prevalencia de esta enfermedad, el cual
se ha observado a escala global desde la década de los ochenta del siglo pasado,

habiéndose incrementado en forma aun mas significativa durante los ultimos afios.

2.2. OBESIDAD Y COMORBILIDAD

La etiologia de la obesidad es compleja y multifactorial, en ella se ven
involucrados factores genéticos, ambientales y sociales; dentro de estos Gltimos, el estilo
de vida y de alimentacion poseen un papel determinante. Diversos estudios muestran que,
en nuestra sociedad actual se ha incrementado el consumo de alimentos ricos en azlcares
y grasas saturadas, acompafidndose lo anterior de una baja actividad fisica o vida
sedentaria entre los individuos que los consumen, lo que promueve un desequilibrio entre
la ingesta y el gasto energético, contribuyendo al aumento desproporcionado en la
incidencia y la prevalencia de obesidad (Zobel y cols., 2016; Gonzalez-Muniesa y cols.,
2017).

Estudios epidemioldgicos han demostrado que la obesidad se asocia con un mayor
riesgo de morbilidad, discapacidad y mortalidad (Martin-Rodriguez y cols., 2015; Wong
y cols., 2015). Asimismo, se ha establecido que el impacto de la misma sobre la
mortalidad de la poblacion es casi tan importante como el del tabaquismo (Kitahara y
cols., 2014; Beltran y cols., 2015).

Es ampliamente conocido que la presencia de obesidad conlleva al
establecimiento de un estado pro-inflamatorio crénico de bajo grado a nivel sistémico
(Van der Heijden y cols., 2015; Wensveen y cols., 2015). EI mecanismo por el cual dicho
estado se desarrolla aun no ha sido perfectamente dilucidado; sin embargo, se ha
propuesto que el aumento descontrolado del tamafio de la célula adiposa (al exceder su

capacidad de almacenamiento de acidos grasos), el estrés mecanico al que se encuentra
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sometida y fenédmenos como la hipoxia y la muerte celular, conllevan al montaje y la
activacion de la respuesta inmune (Reilly y cols., 2017).

Diversos estudios han sugerido que muchas de las comorbilidades favorecidas por
la obesidad estan relacionadas con este estado pro-inflamatorio cronico de bajo grado,
por lo que comprender mejor su fisiopatologia es de gran importancia (Divella y cols.,
2016; Reilly y cols., 2017).

La obesidad en si y todas las comorbilidades que favorece, aumentan la mortalidad
de manera significativa ya que se ha estimado una reduccion de la esperanza de vida de
por lo menos 5 afos en los sujetos con obesidad (Nagai y cols., 2012; Li y cols., 2014).
Por otro lado, se ha considerado que el resultado de los costos anuales de atencién a la
salud, derivados de la obesidad y de las complicaciones de ésta, representan y sobre todo
representaran, costos prohibitivos que crearan crisis financieras en los sistemas de salud
en los afios futuros (Ryan, 2009; Dee y cols., 2014).

La obesidad se ha asociado con una larga lista de entidades patolédgicas, como la
diabetes mellitus tipo Il (DM2), enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de
neoplasias (Kyriakoula y cols., 2010; Gallagher y LeRoith, 2015; Wang y cols., 2016).
Hay que tener en consideracion que la obesidad es una de las causas evitables mas
importantes asociadas con la aparicién de neoplasias en el ser humano (Arnold y cols.,
2016; Argolo y cols., 2018).

El Fondo de Investigacion Mundial del Cancer, ha estimado desde hace muchos
afios, que alrededor del 30-40% de todos los tipos de cancer se pueden atribuir a una
alimentacion inadecuada, a la inactividad fisica y a la presencia de un incremento de peso
(World Cancer Research Fund, American Institute for Cancer Research, 2007).

Recientemente, en un trabajo publicado por Da Silva y cols., en 2018, se sefiala

que los tumores malignos de tipo glandular, eemele-es-el-CaM, son consecuencia de
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alteraciones metabodlicas preexistentes, ya que la presencia de un ambiente de estrés
metabolico favorece en estas células la capacidad de sobre expresarse, para en esa forma
poder combatir la falta de oxigeno, de vascularizacion y de requerimientos hormonales.

Diversos estudios demuestran que, aunque la mayoria de los individuos en
diferentes tipos de sociedades incluida la nuestra, conocen la asociacién de la obesidad
con algunos tipos de comorbilidades, dichos individuos no conocen que la obesidad puede
favorecer el desarrollo de determinadas neoplasias (Soriano y cols., 2012).

En relacion con aquellos tipos de cancer en los cuales se ha postulado que la
obesidad influye en su morbilidad y/o mortalidad, el CaM en la mujer posmenopausica,
ocupa un lugar preponderante (Schvartsman y cols., 2017; Gravena y cols., 2018; Zhao y

cols., 2018).

2.3. CANCER DE MAMA
El CaM, definido por el National Cancer Institute (NCI), como el crecimiento
anormal y descontrolado de las células que componen el tejido mamario y que tienen la

capacidad de diseminarse (https://www.cancer.gov, 2017), constituye un problema de

salud publica mundial, al ser el cancer mas comun entre las mujeres y la principal causa
de muerte por cancer en las mismas. De acuerdo con los datos del GLOBOCAN 2018, se
estimd que existieron ~2.08 millones de nuevos casos, es decir un 24.2% del total de
neoplasias diagnosticadas en mujeres a nivel mundial y aproximadamente el 15% (600

mil) del total de muertes relacionadas con céncer (https://www.uicc.org/new-global-

cancer-data-globocan-2018.).

En México de acuerdo con el altimo registro publicado en el afio 2015, por el

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), la incidencia de CaM en mujeres
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mayores de 20 afos fue de 28.75 nuevos casos por cada 100,000 habitantes, mientras que
la mortalidad fue de 14.35 por cada 100,000 habitantes (http://inegi.org.mx, 2015).

De acuerdo con los datos del estudio “Estadisticas a propoésito del dia mundial de
la lucha contra el cancer de mama” publicado por el INEGI en 2015, al analizarse la
incidencia de acuerdo con la edad, existe un incremento en la incidencia de esta patologia,
hasta antes de los 64 afios conforme se incrementa la edad de la mujer, siendo el grupo
de edad de 60 a 64 afios en el que se concentra la mayor cantidad de casos nuevos (68
nuevos casos por cada 100,000 mujeres de este grupo de edad). La tasa de mortalidad
entre las mujeres con CaM también se incrementa conforme a la edad. En 2013, se

observa que la tasa mas alta se ubica en las mujeres de 80 afios y mas (63 de cada 100,000

mujeres de este grupo de edad) (http://inegi.org.mx/saladeprensa/aproposito/2015/mama,
2015).

En relacién a su etiologia, se ha estimado que los alelos de alta penetrancia
conocidos como BRCA-1 y BRCA-2, explican alrededor del 18% de los canceres de
mama de tipo hereditario (Lalloo y cols., 2012). Sin embargo, el mayor porcentaje de
mujeres con este cancer, son casos esporadicos y en la actualidad se considera que su
etiologia es multifactorial, en la cual la exposicion a factores de riesgo, como son los
factores reproductivos (menarca temprana, menopausia tardia, primer embarazo a una
edad avanzada) y el estilo de vida (incluyendo una menor actividad fisica, el consumo de
dietas altas en calorias, etc.), podrian desempefiar un papel crucial en el desarrollo de esta

enfermedad (Makama y cols., 2017; Arthur y cols., 2018; Feng y cols., 2018).
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2.4. CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA

El CaM es una patologia compleja y heterogénea que comprende multiples
entidades de tumores, los cuales se asocian con patrones histoldgicos, caracteristicas
biolégicas y comportamientos clinicos muy diferentes (Weigelt y cols., 2009). La
mayoria de estos tumores son considerados carcinomas, los cuales representan un tipo de
tumor que se origina de las células epiteliales que revisten a los érganos y los tejidos

(National Cancer Institute, https://www.cancer.gov, 2017).

La mama esta compuesta por diferentes tipos celulares y la proliferacion no
controlada que se presenta en el cancer, puede afectar a uno o varios de ellos. La
clasificacion histolégica esta determinada por el tipo de células que se encuentran
afectadas, siendo las principales aquellas que forman los ductos o conductos galactoforos
(carcinoma ductal) y los lobulillos o glandulas productoras de la leche (carcinoma
lobulillar). Asimismo, la capacidad de propagarse a los tejidos circundantes les confiere
la denominacion de infiltrantes o invasores. El carcinoma ductal infiltrante de mama es
el tipo histologico de CaM mas frecuente y representa el 70-80 % de todos los casos a

nivel mundial (National Cancer Institute, www.cancer.gov, 2017).

El American Joint Committe on Cancer (AJCC) establecié una estrategia para
clasificar a las mujeres con CaM segun el prondstico, ésta se basa en una estadificacion
de acuerdo con el tamafio del tumor (T), la afectacion de ganglios linfaticos (N) y la
presencia o ausencia de metéstasis (M) (Tabla 1).

Las decisiones terapéuticas se formulan en parte, de acuerdo con las
combinaciones resultantes de la clasificacion TNM, las cuales se dividen en 5 estadios

clinicos (Tabla 2) (AJCC Cancer Staging Manual, 2018).



17

TABLA1
SISTEMA DE ESTADIFICACION TNM
Categoria Criterios
T (tamafio del tumor) | TX EIl tumor no puede ser determinado
TO  No hay evidencia de tumor primario
Tis  Carcinoma in situ
Tl <2mm
T2 >2mm <50mm
T3 >50mm
T4  Cualquier tamafio con extension a pared toracica o
piel
N (ganglios linfaticos) | NX No pueden determinarse ganglios
NO No hay evidencia de metéstasis a ganglios
N1 Metastasis de 1-3 ganglios
N2  Metastasis de 4-9 ganglios
N3  Metastasis de >10 ganglios
M (metastasis) MO No hay evidencia clinica ni radiogréfica de
metastasis
M1 Metastasis detectada por medios clinicos o

radiograficos

Fuente: American Joint Committee on Cancer » 2018.

TABLA 2

ASIGNACION DE ESTADIO CLINICO PARA CANCER DE MAMA

T N M Estadio asignado

Tis NO MO 0 Tumor in situ
T1 NO MO 1A

TO N1 MO 1B

T1 N1 MO 1B

TO N1 MO 1A

T1 N1 MO 1A

T2 NO MO 1A

T2 N1 MO 11B

T3 NO MO 11B

TO N2 MO 1A

T1 N2 MO 1A

T2 N2 MO 1A

T3 N1 MO 1A

T3 N2 MO 1A

T4 NO MO 1B

T4 N1 MO 1B

T4 N2 MO 1B

Cualquier N3 MO 1nic

T

Cualquier Cualquier M1 v El cancer se ha diseminado
T N a otras partes del cuerpo

Fuente: American Joint Committee on Cancer » 2018.



18

Ademas de las caracteristicas clinico patolégicas, en el afio 2003, la OMS
establecio una clasificacion molecular intrinseca, basada en la expresion de receptores
hormonales (estr6genos y progesterona) y del receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HER2) en las células tumorales (Tavassoli y cols., 2003; Jonas y

cols., 2012; www.cancer.gov, 2017).

Los receptores de estrdgenos (RE) y de progesterona (RP) son proteinas asociadas
al nucleo, las cuales funcionan como factores transcripcionales para la expresion de genes
relacionados con el ciclo celular y la proliferacion. Aproximadamente el 75% de los
tumores de CaM expresan RE y/o RP (Osborne y Schiff, 2011). El HER2 es una proteina
transmembranal con actividad de tirosina-cinasa involucrada en procesos de
proliferacion, sobrevida celular y fendmenos de invasion y metastasis. Este receptor, se
encuentra sobreexpresado en el 25-30% de los tumores de CaM, confiriéndoles el
fenotipo de tumor agresivo (Gonzalez-Nifio y cols., 2007).

En la actualidad, se describen 4 subtipos moleculares de CaM (Tabla 3)

(Tavassoli y cols., 2003; Jonas y cols., 2012; www.cancer.gov, 2017). La importancia

clinica del subtipo molecular radica en su uso como factor pronostico y predictor de
respuesta al tratamiento. El subtipo molecular de CaM luminal A presenta el mejor
prondstico; por el contrario, los subtipos negativos a receptores hormonales (triple
negativo y HER2) son mas agresivos y tienen mayor propension a metastasis viscerales

(Bagaria y cols., 2014).
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TABLA 3
SUBTIPOS MOLECULARES DE CANCER DE MAMA

Subtipo Molecular

Expresién genética Caracteristicas

Luminal A | Alta para RE/RP con  Prevalencia 40%. Excelente
baja proliferacion, prondstico, mejor respuesta a terapia
HER?2- hormonal

Luminal B | Baja para RE/RP con  Prevalencia 20%. Tumores menos
alta proliferacion, diferenciados, mejor respuesta a
HER2+ quimioterapia

Triple Negativo | RE/RP- y HER2- Prevalencia 15%. Mayor mortalidad y

dificil manejo terapéutico

HER2 | HER2+ y RE/RP - Prevalencia 10%. Susceptible a
tratamiento especifico contra el
receptor HER?2

Fuente: American Joint Committee on Cancer » 2018.

2.5. FACTORES DE RIESGO PARA CANCER DE MAMA

De acuerdo a la OMS y al Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), se han documentado diversos factores de riesgo para el desarrollo de CaM:

- Edad, el riesgo de CaM se incrementa con la edad, observandose la mayor
prevalencia en aquellas mujeres mayores de 50 afios.

- Historia familiar de CaM, particularmente la que se encuentra asociada a la
presencia de mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2 y p53, conlleva un aumento
elevado del riesgo de desarrollar esta enfermedad.

- Los factores reproductivos, en los que se encuentra una exposicion prolongada
a estrogenos enddgenos, como son una menarca temprana, una menopausia tardia, asi
como el primer embarazo a una edad avanzada.

- La administracion exdgena de estrogenos también genera un aumento en el
riesgo para el desarrollo de CaM, habiéndose encontrado que en las usarias de terapia oral

anticonceptiva y de reemplazo hormonal, el riesgo es mas elevado.
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- Dentro de los factores asociados al estilo de vida, se ha comprobado que el
consumo de alcohol y la presencia de obesidad, asi como la inactividad fisica representan
un determinante importante para el desarrollo de esta patologia (Divisién of Cancer

Prevention and Control, CDC, 2017; WHO, 2017).

2.6. OBESIDAD Y CANCER DE MAMA EN LA MUJER POSMENOPAUSICA

El tejido adiposo subcutaneo, constituye la fuente principal de estrégenos en la
mujer posmenopdusica; la enzima aromatasa es la responsable de la biosintesis de
estrégenos a partir de los andr6genos precursores que se encuentran en la circulacion. La
mama esta compuesta por diferentes tipos de tejidos, siendo uno de ellos el tejido adiposo
subcutadneo (Savolainen y cols.,, 2014; Gerard y cols.,, 2018). En las mujeres
posmenopausicas con obesidad, existe una mayor expresion y actividad de la aromatasa
en el tejido adiposo de la mama, lo que genera un aumento localizado en la sintesis y
concentracion de estrdgenos 50 a 100 veces mayor que en las mujeres que no presentan
obesidad (Engin, 2017).

El papel que desempefia la obesidad en el desarrollo de CaM en la mujer
posmenopausica, asi como en su progresion y pronéstico han sido ampliamente
documentados (Grossmann y Cleary, 2012; Engin y cols., 2017; Fletcher y cols., 2017).
Se ha sugerido que las mujeres posmenopausicas con obesidad, al momento del
diagndstico de CaM, presentan un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad
(Druesne-Pecollo y cols., 2012; Arce-Salinas y cols., 2014; Scholz y cols., 2015;
Fontanellay cols., 2015) y de muerte por este cancer (Chany cols., 2014; Playdon y cols.,
2015; Chan y Norat, 2015).

La presencia de obesidad en mujeres posmenopausicas incrementa

significativamente el riesgo de desarrollar CaM infiltrante como ha sido demostrado por
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Neuhouser y cols. (2015). Dichos autores llevaron a cabo el seguimiento de 67,000
mujeres posmenopausicas durante un periodo de 13 afios, encontrandose que la obesidad
se asociaba con la presencia de una enfermedad avanzada, la cual incluia tumores de
mayor tamafio, afectacion de ganglios linfaticos e invasién a otros érganos. La presencia
de un IMC igual o superior a 35 kg/m?, aumento el riesgo para el desarrollo de CaM con
receptores hormonales positivos, mostrando un cociente de riesgos de 1.58. Dentro de
este estudio también se encontré que las mujeres posmenopausicas de peso normal que
aumentaron 5 kg durante el seguimiento del estudio, aumentaron su riesgo de desarrollar

CaM con un cociente de riesgos de 1.36.

2.7. AMBIENTE TUMORAL

Se ha demostrado que las células adyacentes al tejido tumoral no solo son
estructuras pasivas, sino elementos activos involucrados en la progresion del tumor
mismo (Zhao y cols., 2012; Renehan y cols., 2015; Fletcher y cols., 2017). En el CaM, el
tejido adiposo mamario desempefia este papel al ejercer influencia sobre las etapas
tempranas de la carcinogénesis, la progresion del tumor y la respuesta al tratamiento de
los tumores ya establecidos (Wang y cols., 2012; Divella y cols., 2016; Fletcher y cols.,
2017). La funcion del tejido adiposo mamario en el CaM es de gran importancia clinica.

La obesidad induce la expresion alterada de hormonas, factores de crecimiento,
citocinas inflamatorias y de proteinas propias del tejido adiposo, denominadas
“adipocinas”, que condicionan tanto la supervivencia de las células cancerosas, como la
metastasis, la angiogénesis, y la disminucion de la apoptosis en estas células (Khan y
cols., 2013; Bougaret y cols., 2018). Se ha descrito que las adipocinas desempefian un
factor preponderante en la etiologia del CaM en mujeres con obesidad (Chay cols., 2018;

Choi y cols., 2018; Li y cols., 2018). Las dos adipocinas que se han asociado en mayor
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grado con el desarrollo de este cancer son la leptina y la adiponectina (Sultana y cols.,
2017; Crean-Tate y cols., 2018; Xiy cols., 2018).

Por otra parte, la actividad fisica se asocia consistentemente con una disminucion
en el riesgo de desarrollar cancer (WHO 2017). EI National Cancer Institute (NCI)
considera al ejercicio como un factor protector ante el desarrollo de CaM

(https://www.cancer.gov, 2017). En un meta analisis llevado a cabo por Lahart y cols., en

2015, se evaluaron 123,574 mujeres con CaM, encontrandose una relacion inversa entre
la actividad fisica y los eventos secundarios del CaM (recurrencia de CaM o muerte por
CaM).

Los beneficios asociados a la actividad fisica, son mediados por el tejido muscular
el cual posee una amplia actividad enddcrina, al expresar y secretar proteinas como
consecuencia del estimulo originado por la contraccién de las fibras musculares; estas
proteinas, denominadas “miocinas”, interacttan no sélo de manera local en el musculo,
sino también, al ser incorporadas a la circulacion sistémica intervienen en los procesos
metabdlicos de otros tejidos como el tejido adiposo. (Thomas y cols., 2017; Kazeminasab
y cols., 2018). En relacion con el gran incremento en la prevalencia de obesidad, el
ejercicio y los beneficios metabolicos que ejerce, han sido tema de interés cientifico en
los ultimos afios (Fan y cols., 2017).

Una de las proteinas implicadas en la regulacion del metabolismo energético, es
la miocina irisina, originalmente descrita como una proteina expresada y secretada por el
tejido muscular que actla a nivel de tejido adiposo (Bostrom y cols., 2012; Vaughan y

cols., 2014).
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2.8. FNDC5/IRISINA

El gen de la fibronectina tipo 111, en el cual se contiene el dominio 5 (FNDC5), se
encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 1, en la posicion 35.1. Dicho gen
codifica para la proteina del mismo nombre, la cual es una proteina de membrana de tipo
I que posterior a su expresion sufre un corte enzimatico, liberdndose un polipéptido de
112 aminoacidos denominado irisina (Panati y cols., 2016). La expresion del gen FNDC5
y consecuentemente la liberacion y secrecion de irisina, tienen lugar principalmente en el
tejido muscular y se encuentran aumentadas tras la actividad fisica al ser estimuladas por
el coactivador transcripcional PGCla (Bostrom y cols., 2012). Sin embargo, se ha
demostrado que la irisina es expresada por otros tejidos, entre ellos el tejido adiposo,
habiendo sido definida también como una adipocina (Huh y cols., 2012; Aydin y cols.,
2014). Diversos estudios demuestran que la irisina participa en el mantenimiento de la
homeostasis metabdlica, al estimular la biogénesis mitocondrial y el metabolismo
oxidativo, asi como en la modulacion de factores de inflamacion (Mazur y cols., 2017;
Nie y cols., 2017; Kazeminasab y cols., 2018).

En el tejido adiposo, se ha propuesto que la irisina induce el proceso de
termogénesis a través del incremento en la expresion de la proteina desacoplante 1
(UPC1) (Zhang y cols., 2016; Ruiz y cols., 2018). La termogénesis es definida como la
generacion de calor a partir de la utilizacién de glucosa y acidos grasos por parte del tejido
adiposo, aumentandose el gasto energético total y contribuyendo no solo a la reduccion
del peso corporal, sino también a la reduccién de la concentracién de glucosa en sangre
(Fenzl y cols., 2014).

Existe controversia respecto a los niveles séricos de irisina y su asociacion con el

IMC. Diversos estudios sefialan la existencia de una relacion positiva (Huh y cols., 2012;
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Stengel y cols., 2013; Crujeiras y cols., 2015), mientras que otros mencionan la existencia

de una relacién negativa (Moreno-Navarrete y cols., 2013; Fenz y cols., 2014).

2.9. IRISINA EN CANCER DE MAMA

Son pocos los estudios hasta ahora realizados en cuanto a la funcion que la
proteina irisina desempefia en el CaM. Un estudio in vitro llevado a cabo por Gannon y
cols. (2015) demostré que una mayor concentracion de irisina disminuye en forma
significativa el numero de células epiteliales mamarias malignas, su migracién y su
viabilidad al compararse con células no malignas. Mas aln, esta proteina increment6 el
efecto citotdxico de la doxorubicina en las células malignas, hecho no observado en
aquellas células carentes de malignidad. Asimismo, Provatopoulou y cols. (2015),
demaostraron que las concentraciones plasmaticas de irisina se encuentran disminuidas en
pacientes con CaM, comparandose con controles, se estimé que el incremento de una
unidad en las concentraciones de irisina reduce la probabilidad de CaM en alrededor de
un 90%.

Kuloglu y cols. (2016), desarrollaron un estudio en donde analizaron, mediante
inmunohistoquimica, el patron de expresion de la irisina en diversos tipos de cancer
incluyendo el CaM. Se demostr6 que esta proteina se expresa en forma significativa en
todas las muestras de tejido tumoral de mama (lobular invasivo, papilar intraductal, ductal
invasivo, papilar invasivo y carcinomas mucinosos), en comparacion con el tejido
mamario sano. Es importante sefialar, que los autores analizaron como un mismo grupo
tanto a mujeres premenopausicas como a mujeres posmenopausicas, no estratificandose
a las mujeres de acuerdo con su IMC.

Por lo anterior, el estudio de la irisina en una poblacion determinada y en la cual

el CaM tiene un gran impacto, como son las mujeres posmenopausicas, permitira una
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mejor compresion de la participacién de esta adipomiocina en una de las principales

patologias asociadas a la obesidad.



26

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, la prevalencia de obesidad en la poblacion adulta se he incrementado
durante las Gltimas décadas; las mujeres son el principal grupo afectado por esta entidad
patoldgica (ENSANUT, 2016). En la posmenopausia, la presencia de obesidad conlleva
una mayor frecuencia en el desarrollo de CaM, aunado a un mayor riesgo en la recurrencia
de este cancer, asi como en la mortalidad por el mismo (Neuhouser y cols., 2015).

Dentro de los mecanismos propuestos para explicar la asociacion de la obesidad
con el desarrollo de CaM, se encuentra la expresion alterada de proteinas derivadas del
tejido adiposo, las cuales promueven el desarrollo de un ambiente proinflamatorio y
proliferativo y que ademas, poseen la capacidad de interactuar con el tejido tumoral
(EnginYy cols., 2017). Por otro lado, se ha propuesto que proteinas como la irisina, la cual
es expresada por el tejido adiposo, participa en procesos antiinflamatorios, incrementa la
sensibilidad a insulina y produce un aumento de las enzimas antioxidantes (Askari y cols.,
2018).

Sin embargo, en la actualidad, se desconoce si las células tumorales son capaces
de expresar a la irisina por si solas o si dicha expresion es resultado del aporte de los
tejidos circundantes al tumor y si factores como las diferencias en el IMC definen el

patron de su expresion en determinadas patologias.
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4. OBJETIVOS
Comparar la expresion de la irisina en el tejido tumoral mamario de mujeres
posmenopausicas, con diagndstico de CaM infiltrante no hereditario, que presentan
diferentes indices de masa corporal.
Determinar la expresion de la irisina in vitro, empleando las lineas celulares
pertenecientes a CaM con subtipo molecular: luminal A, luminal B, HER2 y triple

negativo.

5. HIPOTESIS
Las mujeres posmenopausicas con diagnostico de CaM infiltrante presentaran
diferentes perfiles de expresion de la irisina en el tejido tumoral mamario, los cuales se
relacionaran con los diferentes indices de masa corporal.
Las lineas celulares, correspondientes a los subtipos moleculares de CaM: luminal
A, luminal B, HER2 vy triple negativo, tendran la capacidad de expresar a la irisina con

un perfil de expresion diferente entre cada linea.
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6. DISENO METODOLOGICO
6.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional de casos y controles, transversal y analitico.

6.2. SUJETOS
Se incluy6 una poblacion total de 105 mujeres posmenopausicas con diagndstico
histoldgico de CaM infiltrante, pertenecientes al Instituto de Enfermedades de la Mama,
FUCAM A.C.
Criterios de inclusion:
1. Mujeres posmenopausicas mayores de 45 afios de edad y con al menos un afio
de amenorrea.
2. Diagnostico histopatoldgico de CaM infiltrante operable.
Criterios de exclusion:
1. Mujeres con CaM que hayan recibido previamente tratamiento con
guimioterapia, hormonoterapia y/o radioterapia.
2. Antecedente familiar de CaM.
3. Antecedente de cualquier otro tipo de neoplasia.
4. Mujeres histerectomizadas menores de 55 afios.
5. Procesos patoldgicos que condicionasen la obesidad como una enfermedad
secundaria: i.e. Sindrome de Prader Willi, Sindrome de Lawrence Moon,
Sindrome de Cushing, etc.
Criterios de eliminacion:
1. Que deseen retirar su muestra del estudio.
2. Que el tejido no cuente con la calidad para llevar a cabo el analisis

inmunohistoquimico.
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De todas las mujeres participantes, fueron solicitados y concentrados los

siguientes datos:

Edad al momento del diagndstico de CaM

Peso y talla al momento del diagnéstico de CaM
Antecedente de alcoholismo y/o tabaquismo

Edad de menarca y de menopausia

Numero de embarazos, partos, cesareas y/o abortos
Método empleado de planificacion familiar
Antecedente de histerectomia

Tratamiento de reemplazo hormonal
Comorbilidades y tratamientos actuales

De igual forma, se recopil6 el reporte histopatoldgico de los tumores, en el cual

se incluyo:

1
2
3.
4

Tamafio del tumor

Estadio ganglionar

Estadio clinico asignado

Perfil inmunohistoquimico: estado del receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HER2); asi como el estado de receptores hormonales
(RE/RP)

Todas las mujeres fueron clasificadas en 3 grupos de acuerdo con su IMC (el cual

fue determinado al momento del diagndstico de CaM):

Peso normal (IMC = 20-24.9 kg/m?)
Sobrepeso (IMC = 25.0-29.9 kg/m?)

Obesidad (IMC > 30 kg/m?)
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

Los procedimientos propuestos en este protocolo tienen su fundamento en las
normas éticas vigentes en nuestro pais, en el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud y en la Declaracién de Helsinki.

Para la realizacién de este estudio, se obtuvo la aprobacion de las Comisiones de
Investigacion y Etica del Instituto de Enfermedades de la Mama, FUCAM vy de la
Division de Investigacion de la Facultad de Medicina, de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

Se invitd a participar a mujeres que cumpliesen con los criterios de inclusion,
explicandoseles detalladamente el propésito y el fin del estudio. Las mujeres que
aceptaron participar leyeron en su totalidad el formato de consentimiento informado y
posteriormente, si estaban de acuerdo, firmaron una carta de consentimiento informado
(Anexo 1).

Los datos derivados de este proyecto han sido almacenados bajo llave en un
archivero exclusivo para los mismos, el cual es manejado solamente por los

investigadores responsables.
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8. DIAGRAMA METODOLOGICO

Pacientes que acuden al Instituto de
Enfermedades de la Mama, FUCAM

a
Seleccion de mujeres que cumplen con
los criterios de inclusion

=]
Explicacidn del estudio, invitacion a participar y lectura del
formato de consentimiento informado

Firma de la carta de consentimiento informado

Clasificacion

por IMC Obtencion de datos clinicos

Obtencidn de tejido tumoral Reporte
mamario fijado en parafina histopatoldgico

Procesamiento de muestras en Unidad Periférica de
Investigacion en Obesidad, Facultad de Medicina, UNAM

Analisis inmunohistogquimico e

Donacion de . . > :
lineas inmunocitoquimico, mediante el empleo del
anticuerpo especifico contra irisina (H-067-17
celulares

Phoenix Phamaceuticals)

Obtencidn y anélisis de imagenes
por software ImageJ

Andlisis estadistico
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9. METODOS

9.1. OBTENCION DE LA MUESTRA

De cada una de las mujeres participantes, se obtuvo una muestra de tejido tumoral
mamario fijado en parafina; la cual se recolecto tras la reseccion quirargica del tumor, en
el Instituto de Enfermedades de la Mama (FUCAM). La fase experimental del estudio se
llevd a cabo en la Unidad Periférica de Investigacion en Obesidad, perteneciente a la
Division de Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Dicha Unidad se encuentra ubicada en el Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.

9.2. TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Para llevar a cabo el analisis de expresion de la irisina, al tejido tumoral mamario
fijado en parafina se le realizaron cortes de 5um de grosor, mediante el empleo de un
micrétomo. Dichos cortes fueron colocados en laminillas precargadas con poli-lisina
(Kling-On HIER Slides, BioCare Medical, E.U.).

Las laminillas con el tejido de interés, se desparafinizaron empleandose calor seco
(60°C) por 20 minutos. Se procedié a completar la desparafinizacion e hidratacion de los
tejidos, sometiéndolos a xilol y alcohol a diferentes porcentajes por 5 minutos cada uno.
A continuacidn, se llevé a cabo el proceso de desenmascaramiento de antigenos; para
ello, las laminillas con los tejidos fueron colocadas en un amortiguador de citratos (20X
Immuno/DNA Retriever with citrate, BioSB, CA, E.U.) y sometidas a calor por 20
minutos. Se procedid con el bloqueo de la peroxidasa enddgena, utilizandose una solucion
de perdxido de hidrogeno al 9%, por un tiempo de 35 minutos, seguido del bloqueo de
uniones inespecificas (ImmunoDNA background blocker, BioSB, CA, E.U.) por 20

minutos. Se realizd la incubacién con el anticuerpo especifico contra irisina (Irisin 42-
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112, Phoenix Pharmaceuticals, CA, E.U.), a una dilucién de 1:600 por 2hrs (Anexo 2).
Con el fin de demostrar la presencia del antigeno (proteina irisina) en el tejido, se hizo
uso del sistema universal de deteccion secundario, basado en la utilizacion de
inmunoglobina anti-conejo biotinilada y estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano
(Mouse/Rabbit Immunodetector Label, BioSB, CA, E.U.), incubandose cada reactivo por
20 minutos. EIl revelado de los antigenos se llevd a cabo mediante el empleo de
diaminobencidina (DAB) (PolyDetector DAB, Brown Substrate Chromogen, BioSB, CA,
E.U.) que, al interaccionar con la peroxidasa de rabano, genera un producto que forma
una sefal visible color marrén, indicando el lugar de localizacion de nuestra proteina de
interés.

Entre cada paso de la técnica, se realizaron lavados de las laminillas con
amortiguador de fosfatos a pH de 7.0, evitando dafiar el tejido. Todas las laminillas fueron
contra tefiidas con hematoxilina. Una vez completada la tincion, las muestras fueron
deshidratadas y fijadas con resina para su adecuada conservacion y almacenamiento.

Como control positivo y para la normalizacion del protocolo, la expresion de la
proteina en estudio también se analiz6 en tejido muscular sano (Anexo 3). Como control
negativo se omitié un paso importante de la técnica, el cual fue la incorporacion del

anticuerpo contra irisina.

9.3. OBTENCION DE IMAGENES

De cada una de las laminillas fueron obtenidas 10 fotografias de areas
representativas del tumor . Para ello se emple6 un microscopio de campo claro (Olympus)
adaptado a una camara digital y con un objetivo de 20X. Las fotografias fueron guardadas
en formato TIF para su analisis posterior, manteniéndose las condiciones de luz y

contraste iguales para todas las muestras.
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9.4 ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO POR SOFTWARE

Para llevar a cabo el andlisis cualitativo de la expresion proteica por
inmunohistoquimica se emple6 el método de H-Score (Varghese y cols., 2014),
determinado a través del software IHC Profiler de ImageJ, el cual puede ser descargado

de la direccién electrénica: https://imagej.net.

El analisis se inicidé con la incorporacion de una fotografia del tumor en formato
TIF al software ImageJ, posteriormente se seleccion6 el comando IHC Profiler del mend,
especificando que la proteina de interés posee una localizacion citoplasmatica y que para
la tincion del tejido se emple6 DAB y hematoxilina. El software, a través de la
deconvolucion de los colores pertenecientes al espectro de DAB y de hematoxilina,
generd 3 iméagenes a partir de la misma fotografia, una correspondiente al espectro de
color para DAB, otra para el espectro de hematoxilina y la tercera como una imagen
residual. A partir de la imagen de DAB, se contabilizé el nimero total de pixeles en la
fotografia y se determind el porcentaje de los mismos correspondiente a cada una de las
zonas de intensidad de color (Anexo 4). Finalmente, para obtener el H-Score se utiliz6 la
formula algebraica H-Score = (nimero de pixeles en una zona x valor de la zona) /
(namero total de pixeles). El resultado de la férmula determina el valor de la expresion
de la proteina en el tejido: 0+ (negativo), 1+ (débil positivo), 2+ (positivo) y 3+ (alto
positivo).

El proceso anteriormente descrito, fue realizado individualmente para cada una de
las 10 fotografias por muestra, el H-Score de cada muestra fue el resultado del promedio

de las 10 areas representativas del tumor.
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9.5. LINEAS CELULARES

Se llevo a cabo el analisis in vitro, con la finalidad de evaluar cualitativamente la
expresion de esta proteina por la célula tumoral, sin que existiese interaccion o influencia
del microambiente que rodea a este tipo de células en los tejidos in vivo. Para ello, fueron
utilizadas las lineas celulares correspondientes a los subtipos moleculares de CaM:
luminal A (MCF-7), luminal B (BTB-474), HER2 (SKBR-3) y triple negativo (MDA-
MB-231). Dentro de este grupo se utiliz6 como muestra control a la linea celular MCF-

10A, derivada de una enfermedad mamaria benigna (mastopatia fibroquistica) (Tabla 4).

TABLA 4
CARACTERISTICAS DE LAS LINEAS CELULARES

LINEA ENFERMEDAD CARACTERISTICAS
Organismo: Homo sapiens
MCF 10A* Mastopatia Fibroquistica Tejido: Glandula mamaria

Tipo Celular: Epitelial

Organismo: Homo sapiens
MCF 7 CaM Luminal A Tejido: Derrame pleural
Tipo Celular: Epitelial

Organismo: Homo sapiens
BT 474 CaM Luminal B Tejido: Glandula mamaria
Tipo Celular: Epitelial

Organismo: Homo sapiens
SKBR 3 CaM HER2 Tejido: Derrame pleural
Tipo Celular: Epitelial

Organismo: Homo sapiens
MDA MB 231 CaM Triple Negativo Tejido: Derrame pleural
Tipo Celular: Epitelial

*Linea celular no tumorigénica
Fuente: https://www.atcc.org
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9.6 CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares fueron donadas por la Unidad de Bioguimica “Dr. Guillermo
Soberon Acevedo” del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran”.

Mediante una técnica aséptica se coloco cada linea celular en una caja estéril de
100mm de diametro, con el medio de crecimiento correspondiente. Para la linea MCF-
10A se utiliz6 el medio Delbucco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, MA, E.U.) enriquecido y adicionado con glutamina 2mM,
hidrocortisona lug/mL, insulina 0.5U/mL y factor de crecimiento epidérmico (EGF)
20ng/mL. Para la linea MFC-7 se utiliz6 el medio DMEM (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, MA, E.U.) y para las lineas BT-474, SKBR-3 y MDA-MB-23 se utilizo el
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
MA, E.U.). Todos los medios de crecimiento incluyeron 10% de suero fetal bovino (SFB)
y se mantuvieron a un pH de 7. El proceso de cultivo celular se realiz6 en una campana
de flujo laminar y posteriormente las células se mantuvieron en una incubadora bajo las
condiciones de temperatura de 37°C y atmdsfera con CO; al 5%.

Se mantuvo un seguimiento de las caracteristicas de las células, utilizandose un
microscopio de campo claro invertido (Nikon Elipse TS100), con el fin de detectar
tempranamente contaminaciones (bacterias, hongos, levaduras) o cambios espontaneos
en el fenotipo de las células. Las células se mantuvieron por debajo del 80% de
confluencia, haciendo subdivisiones 2 0 3 veces por semana y llevandose a cabo cambios

de medio de crecimiento, asi como lavados con buffer de fosfatos.
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9.7. CULTIVO EN LAMINILLA

Con el fin de realizar marcaje por inmunocitoquimica, las lineas celulares fueron
transferidas a una laminilla para cultivo (Falcon Chambered Cell Culture Slides, E.U.).
El proceso se inicid con el desprendimiento de las células de las cajas de cultivo,
utilizando tripsina al 0.05% por 5 minutos. Posteriormente, se contabilizé el numero de
células obtenidas, mediante el empleo de una camara de Neubauer, realizdndose un
sembrado de aproximadamente 20-30 mil células por cm? en la laminilla, dependiendo
de la tasa de crecimiento particular de cada linea celular. Las laminillas se mantuvieron
bajo las mismas condiciones de temperatura y atmosfera antes mencionadas, con el medio
de crecimiento correspondiente para cada una de ellas y realizandose el seguimiento,
cambio de medio y lavado, hasta alcanzar una confluencia del 80%. Una vez alcanzada
la confluencia se aspir6 el medio de cultivo y se procedié a la fijacion de las células,

empleandose metanol por 5-10 minutos y dejandose secar completamente.

9.8. ANALISIS INMUNOCITOQUIMICO

La técnica de inmunocitoquimica se realiz6 utilizandose el anticuerpo contra
irisina (Irisin 42-112, Phoenix Pharmaceuticals, CA, E.U.) a una dilucion de 1:800. Esta
técnica es similar a la descrita anteriormente para los tejidos, omitiéndose el proceso de
desparafinizacion y desenmascaramiento antigénico. Asimismo, para el andlisis de la

expresion se empled el software IHC Profiler de ImageJ y el método de H-Score.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el calculo del tamafio de la muestra nos basamos en el Unico estudio
publicado hasta el momento, en relacién a la expresion de irisina en CaM (Kuloglu y
cols., 2016), tomandose en consideracion un nivel de confianza o seguridad del 95% igual
a 1.96, con un poder del 80%, con una diferencia media esperada en la expresion de irisina
entre el grupo de mujeres con un IMC clasificado como sobrepeso u obesidad igual a 0.23
y una desviacion estandar de 0.49. Con base en esos datos, se obtuvo una n= 34 mujeres
por grupo de IMC.

Se calcularon frecuencias relativas, medidas de tendencia central y de dispersién
para las diversas variables. Las comparaciones entre variables numéricas continuas se
analizaron mediante la prueba de ANOVA o Kruskal-Wallis, de acuerdo con su
distribucion.

Las relaciones entre las variables cualitativas, como son la expresion de los
receptores hormonales y el HER2, asi como las caracteristicas clinico-patolégicas de las
mujeres con CaM (factores de riesgo para CaM, presencia de DM2, uso de metformina),
se determinaron mediante la prueba X2.

El analisis de la expresion de la irisina entre los diferentes grupos de estudio fue
determinado mediante la prueba X2y al encontrarse un resultado significativo (p=>0.05),
se empled el analisis de residuos ajustados de Haberman para clarificar la asociacion de
las variables.

Se utilizo el paquete estadistico XLSTAT (https://www.xlstat.com/es//).
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11. RESULTADOS

El presente estudio incorpor6 105 mujeres posmenopausicas con diagndéstico de
CaM infiltrante, 35 de ellas clasificadas con un IMC normal, 35 con sobrepeso y 35 con
obesidad.

En la Tabla 5, se muestran los datos clinicos de nuestra poblacién de estudio, los
cuales corresponden a factores de riesgo para CaM, con excepcién del uso de metformina
que representa un factor protector (Villianou y cols., 2013). Las caracteristicas
histopatoldgicas de los tumores de cada una de las mujeres se presentan en la Tabla 6.
Con el fin de determinar si existe diferencias significativas de las variables entre los
grupos de estudio, se emple6 la prueba de Kruskal-Wallis para las variables cuantitativas,
asi como X2 para las cualitativas.

TABLAS
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS MUJERES CON CAM

Peso normal Sobrepeso Obesidad
N(35) N(35) N(35) P

IMC (kg/m?) 23.2 (19.4-24.9)  29.8 (25-29.8) 45.2 (30.2-45.2)
Edad (afios) 60.4 (46-89) 58.1 (45-73) 61.5 (46-79) 0.3262
Menarca (afios) 13.2 (10-16) * 12.5 (9-18) 12.4 (10-16) 0.0145
Menopausia 48.8 (40-64) 47 (37-60) 47 (35-55) 0.2687
(afios)
Paridad (nam. de 3.2 (0-11) 3.1(0-13) 4 (0-9) 0.1029
hijos)

(%) pacientes (%) pacientes (%) pacientes
Uso de
anticonceptivos 48.5 51.4 40 0.6081
TRH 5.7 2.8 5.7 1.0000
Alcoholismo 2.8 5.7 2.8 0.7711
Tabaquismo 8.5 25.7 11.4 0.1017
Diabetes 17.1 17.1 34.2 0.1431
Metformina 11.4 114 34.2* 0.0228

Datos expresados en media y entre () maximos y minimos.
*p significativa por prueba de Kruskal-Wallis para la variable cuantitativa y X? para la variable cualitativa.
n total= 105 pacientes.
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TABLA 6
CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LOS TUMORES

Peso normal Sobrepeso Obesidad
N(35) N(35) N(35) P

Estirpe (%)
Ductal Infiltrante 88.6 85.7 88.6 0.6951
Lobulillar Infiltrante 8.6 8.6 114
Otro 2.8 5.7 0
Tamanfo tumoral (%
<2cm 54.3 40 45.7 0.4723
>2cm 45.7 60 54.3
Estadio (%)
I 31.4 28.6 28.6 0.9498
] 60 57.1 57.1
Il 8.6 14.3 14.3
R. Estrogeno (%)
Positivo 85.7 * 100 100 0.0052
Negativo 14.3 0 0
R. Progesterona (%)
Positivo 71.4* 91.4 91.4 0.0314
Negativo 28.6 8.6 8.6
HER2 (%)
Positivo 14.3 5.7 8.6 0.4154
Negativo 85.7 94.3 91.4
Subtipo Molecular (%0)
Luminal A 80 97.1 88.6 0.1863
Luminal B 5.7 2.9 8.6
HER2 2.9 0 0
Triple negativo 114 0 2.8

Datos expresados en porcentaje.
*p significativa por prueba de X? para las variables cualitativas.
n total= 105 pacientes.

Se encontro que las variables: edad de la menarca, uso de metformina y presencia
de receptores hormonales, tuvieron una diferencia significativa entre los grupos de
estudio. Con base en lo anterior, se realiz6 una prueba de X? para resolver si dichas
variables determinaban la expresion de la irisina, sin embargo no fue encontrada

diferencia significativa (p=0.9918).
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11.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA IRISINA EN TEJIDO TUMORAL
MAMARIO

Se procesaron y analizaron un total de 105 muestras de tejido tumoral mamario
fijado en parafina (Figura 1). En la Tabla 7, se presentan los resultados de H-Score
emitidos por el software IHC Profiler de ImageJ y se muestra el porcentaje de mujeres de
cada grupo de IMC correspondiente para cada valor de H-Score.

Se encontro que existe una diferencia significativa (p= 0.0273) en las mujeres con
CaM y un IMC de obesidad, indicando que este grupo presentan de forma predominante
una expresion positiva para la irisina en su tejido tumoral mamario. Asimismo, se observa
que en las mujeres con CaM y un IMC normal o de sobrepeso, se encuentra mayor
homogeneidad entre los resultados del H-Score; no siendo asi para el grupo de mujeres
con un IMC de obesidad, en donde se demuestra un aumento en el porcentaje de mujeres

conforme aumenta el valor de H-Score.

Figura 1 Expresion de la irisina en tejido tumoral mamario

Figura 1. Imagenes tomadas con microscopio de campo claro. Coloracion rojo-café indica marcaje del
anticuerpo. A: tejido tumoral mamario con marcaje negativo para irisina. B: tejido tumoral mamario con
marcaje débil positivo para irisina. C: tejido tumoral mamario con marcaje positivo para irisina
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TABLA 7
H-SCORE PARA LA EXPRESION DE LA IRISINA EN EL TEJIDO
TUMORAL MAMARIO

Negativo Débil positivo Positivo
(0+) (1+) (2+) P
Peso normal 34.3 34.3 31.4 0.0273

n=35
Sobrepeso 22.8 51.5 25.7

n=35
Obesidad 57* 45.7 48.6

n=35

Datos expresados en porcentaje.
*p significativa por analisis de X?, ajustada por la prueba de residuos de Haberman.
n total= 105 pacientes.

11.2. ANALISIS DE EXPRESION DE IRISINA EN LINEAS CELULARES

El estudio in vitro se llevd a cabo empleandose las lineas celulares
correspondientes a los diferentes subtipos moleculares de CaM (Figura 2).

Las lineas celulares mostraron el crecimiento morfolédgico caracteristico de cada
una de ellas y el marcaje inmunocitoquimico se observé a nivel citoplasmatico. Mediante
el uso del software IHC Profiler de ImageJ, se determind el H-Score de cada linea celular
(Tabla 8).

Todas las lineas celulares de CaM presentaron un marcaje positivo para la
expresion de la irisina; sin embargo, la intensidad de dicho marcaje vario entre cada una
de ellas, obteniendo la linea BT-474, correspondiente a un tipo de CaM con subtipo

molecular luminal B, la intensidad mas alta en el marcaje de esta proteina



Figura 2 Expresion de la irisina en lineas celulares de CaM

Linea MCF-10A

A

Linea MCF-7

Linea BT-474

Linea SKBR-3

Figura 2: Imagenes tomadas con microscopio de campo claro. Coloracion rojo-café indica marcaje del
anticuerpo. Columna A: crecimiento celular (100um). B: inmunocitoquimica (20um). C: andlisis de intensidad

de marcaje por deconvolucion (20pm).
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TABLA 8
H-SCORE PARA LA EXPRESION DE LA IRISINA EN CULTIVO CELULAR

H-Score
MCF1-0A 1+ Débil positivo
MCEF-7 2+ Positivo
BT-474 3+ Alto Positivo
SKBR-3 2+ Positivo
MDA-MB-231 1+ Débil positivo

44
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12. DISCUSION

Es ampliamente conocido que el aumento desproporcionado de peso conlleva al
desarrollo de entidades patoldgicas, entre las que destacan las neoplasias malignas (World
Cancer Research Fund International, 2017; Dhalwani y cols., 2018; Namazi y cols., 2018;
Ulaganathan y cols., 2018). Es importante sefialar que en nuestro pais, la prevalencia méas
alta de obesidad, se encuentra en el grupo de mujeres de 50 a 59 afios y que dentro de ésta
misma poblacion, el CaM es la principal causa de muerte por neoplasia (ENSANUT
2012; INEGI, 2016).

Es en la posmenopausia cuando la obesidad desempefia un papel importante como
factor de riesgo para el desarrollo de CaM (Enginy cols., 2017; American Cancer Society,
2018; Chlebowski y cols., 2018). En las mujeres posmenopausicas con obesidad se
presenta un desequilibrio en la expresion y secrecién de diversas adipocinas por parte del
tejido adiposo, lo que promueve el establecimiento de un estado proinflamatorio cronico
y de estrés oxidativo; ambos fenémenos implicados en la carcinogénesis (Divella y cols.,
2016; Agnoli y cols., 2017; Blucher y cols., 2017). Una vez establecido el tumor, el tejido
adiposo adyacente a la mama, mantiene una comunicacion con la célula tumoral,
ayudando al mantenimiento y desarrollo de la misma (Chamberlin y cols., 2017; Nickel
y cols., 2017).

Se ha observado que las mujeres posmenopausicas con obesidad tienen un peor
prondstico en cuanto a sobrevida libre de enfermedad y recurrencia de este cancer, en
comparacion con las mujeres posmenopausicas de peso normal (Gravena y cols., 2018;
Sun y cols., 2018). Es por ello, que el desarrollar estudios sobre la relacion subyacente
entre estas dos patologias (obesidad y CaM en la mujer posmenopdusica), permite
comprender mejor los mecanismos por los cuales, el aumento en la adiposidad influye en

el desarrollo y prondstico de esta enfermedad.
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La irisina, al ser una adipocina descrita y estudiada en el contexto de gasto
energético y metabolismo, ha demostrado ejercer efectos antiinflamatorios al reducir las
concentraciones de interleucina 6 (IL-6) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en
un modelo in vitro de esteatosis hepatica (Park y cols., 2015). Ademas, presenta efectos
antioxidativos, al aumentar la expresion de enzimas antioxidantes como la stper 6xido
dismutasa (SOD) y la glutatién peroxidasa (GPX) en un modelo animal de DM2 (Zhu y
cols., 2015).

En cuanto a la inflamacion se refiere, Mazur-Bialy en 2017, evalu6 la influencia
que la administracion de irisina exdgena tiene sobre la actividad de los macrofagos
empleando para ello la linea celular RAW 264.7, demostrando que la irisina regula la
actividad de estas células al reducir la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs), lo que sugiere un efecto antiinflamatorio. Por otro lado, Mazur y cols., en 2017,
evaluaron de igual forma los efectos que la administracion exogena de irisina tiene sobre
la inflamacion inducida por lipopolisacarido (LPS) en la linea celular 3T3 L1 de
adipocitos, concluyéndose que el aumento de la expresion de citocinas proinflamatorias
(TNFa, IL6, leptina) inducido por el LPS fue contrarrestado por la irisina.

Actualmente, son pocos los estudios de CaM e irisina, en ellos se ha concluido
que a nivel sérico, la irisina presenta una menor concentracion en mujeres que padecen
CaM, en relacion a mujeres sanas (Provatopoulou y cols., 2015) y a nivel tisular se ha
observado que la irisina es expresada por los diferentes tipos histoldgicos de CaM
(Kuloglu y cols., 2016). En un estudio llevado a cabo con cultivos celulares, la
administracion exdgena de irisina se asocié con una menor proliferacién y migracion de
las células cancerosas (Gannon y cols., 2015). Sin embargo, estos estudios no han sido

del todo concluyentes en cuanto a la relacion de irisina y CaM, ademas de que en ninguno
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de ellos se delimitd a nuestra poblacién de interés, que es la mujer posmenopausica y la
presencia o ausencia de obesidad en ella.

Es por ello, que en el presente estudio evaluamos la expresion de la irisina en el
tejido tumoral mamario de mujeres posmenopausicas con diagnostico de CaM infiltrante
no hereditario, de acuerdo con su IMC. Nuestros resultados mostraron, que la expresion
de la irisina fue significativamente mayor en el tejido tumoral mamario de mujeres con
obesidad (p= 0.0273), en relacion con las que presentan peso normal o sobrepeso. El
aumento de la irisina en mujeres con CaM y obesidad, ha sido recientemente descrito por
Zhang y cols. (2018) en una cohorte de 148 mujeres mayores de 50 afos; a diferencia de
nuestro estudio, dicho incremento fue determinado a nivel sérico y se relacioné con la
ausencia de metastasis espinal en dicha poblacion. Se ha sefialado, que los niveles séricos
de irisina son el resultado de la sintesis y secrecion de esta proteina por los diferentes
depdsitos de tejido adiposo, asi como por el tejido muscular (Varelay cols., 2016); es por
ello, que en patologias como el CaM, el estudio de su expresion a nivel local aporta
informacion mas precisa sobre su papel en el desarrollo y progresion de la neoplasia. A
nivel de tejido tumoral, la sobreexpresion de la irisina ha sido documentada en céancer
gastrointestinal y hepatocarcinoma (Aydin y cols., 2014; Gaggini y cols., 2017). Es
relevante sefialar que, para el caso de hepatocarcinoma, el estudio de Gaggini y cols.
(2017) evalu6 a sujetos con un IMC superior a 30 kg/m? y la sobreexpresién de la irisina
en el tejido tumoral, se acompafié de un incremento en la expresion de los factores de
inflamacién TNFo e IL6 en estos individuos. Lo anterior, propone que el aumento en la
expresion de la irisina a nivel local podria encontrarse desempefiando un papel protector
ante el estimulo proinflamatorio de la obesidad, en ciertas patologias como el

hepatocarcinoma y el CaM (Ma y cols., 2017).
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Por otra parte, Zugel y cols. (2016) mediante el empleo de un modelo animal de
ratas hembra, evaluaron el efecto que la gonadectomia presenta sobre la expresion de la
irisina. En dicho estudio, se simul6 la disminucion de las hormonas sexuales relacionada
con la edad durante la menopausia, y se confirmé que tras la ovariectomia aumenté el
peso corporal y el contenido de grasa en estos animales. En dicho trabajo, se demostrd
que los niveles séricos de irisina fueron mayores en las ratas ovariectomizadas al
compararse con las controles, sugiriéndose que el aumento en la adiposidad, secundario
a la disminucion de hormonas sexuales, estimula asimismo la elevacion de la irisina
sérica. Posteriormente, tras ser evaluados los secretomas de los diferentes depositos de
grasa en el animal, se encontrd que fue el tejido adiposo subcutaneo, el que expreso de
forma mayor a la proteina.

Con base en estos antecedentes, se podria inferir que el aumento observado en la
expresion de la irisina en el tejido tumoral mamario de mujeres posmenopausicas, es
mayor en aquellas que presentan obesidad ya que el tejido adiposo subcutaneo de la mama
en estas mujeres, ejerce un efecto paracrino o un estimulo para la expresion de la irisina
por el tumor mismo, el cual podria encontrarse desempefiando un efecto compensatorio
ante el estado proinflamatorio caracteristico en la asociacion de obesidad y CaM. Nuestro
estudio, es el primero en demostrar el incremento local de la expresion de la irisina en el
tejido tumoral de CaM, en una poblacion determinada, que es la mujer posmenopausica
y la asociacion de obesidad en ella.

En cuanto a la presencia de comorbilidades de la obesidad, en el estudio realizado
por El-Lebedy y cols. (2017), se demostrd que en sujetos con DM2, las concentraciones
séricas de irisina son menores en comparacion con sujetos no diabéticos; asimismo, esta
menor expresion de la irisina se asocié con un mayor riesgo de dafio cardiovascular en

los sujetos diabéticos. La relacion inversa entre la expresion de la irisina y la presencia
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de DM2 ha sido ya ampliamente documentada (Duran y cols., 2015; Zhu y cols., 2015;
Panati y cols., 2016; El-Lebedy y cols., 2017). Contrario a esto, en nuestra poblacion de
mujeres posmenopausicas con CaM, no se encontrd diferencia significativa (p= 0.7233)
en cuanto a la expresion de la irisina en el tejido tumoral mamario, al ser estratificada la
poblacién de acuerdo con la presencia o ausencia de DM2.

Como complemento de este estudio, se propuso analizar la expresion de la irisina
en las lineas celulares MCF-7 (CaM luminal A), BT-474 (CaM luminal B), SKBR-3
(CaM HER2+), MDA-MB-231 (CaM triple negativo) y en una linea no tumorigénica:
MCF-10A (mastopatia fibroquistica). El objetivo del estudio in vitro fue esclarecer si la
célula cancerosa es capaz de expresar a la irisina sin la influencia del medio que la rodea
en los tejidos. Los resultados obtenidos mostraron que la expresion de la irisina se
encuentra presente en todas las lineas celulares con las que se trabajé, siendo altamente
positiva para la linea de CaM luminal B (BT-474), positiva para las lineas CaM luminal
A (MCF-7) y HER2 (SKBR-3) y débilmente positiva para CaM con subtipo triple
negativo (MDA-MB-231) y para la linea celular correspondiente a una enfermedad
benigna (MCF-10A). Los hallazgos de la expresién débilmente positiva para la linea
MCF-10A concuerdan con los resultados del estudio realizado por Kuloglu y cols. (2016),
en el cual la expresion de irisina en el tejido mamario sano fue nula en relacion con el
tejido tumoral. Estos resultados nos indican que las células tumorales tienen la capacidad
de sintetizar y expresar a la irisina sin ser necesarios los estimulos extracelulares; sin
embargo, dichos estimulos ejercen influencia sobre la regularizacién de la expresion de
la proteina. La diversidad en cuanto a las caracteristicas moleculares particulares de cada
linea celular confiere un patron distinto de expresion de la irisina entre ellas.

La expresion de la irisina en las lineas celulares pertenecientes a los distintos

subtipos moleculares de CaM, no se relacion6 con la expresion en nuestra poblacion al
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evaluarse de acuerdo con el subtipo molecular diagnosticado para cada mujer. Lo anterior
se debe a que el CaM es una enfermedad heterogénea que puede presentar no solo
diferentes clonas de células en un mismo tumor, sino también que diversos estimulos
(como la expresion de adipocinas, hormonas, factores de crecimiento y citocinas
proinflamatorias, entre otros) influyen en su desarrollo y progresion, otorgandole a cada
tumor caracteristicas moleculares Unicas (Weigelt y cols., 2009).

Es importante sefialar también que nuestro estudio es el primero en evaluar la
expresion de la irisina en el tejido tumoral de CaM de mujeres posmenopausicas, a través
del empleo del software IHC Profiler para Imagel, permitiéndose un anélisis
estandarizado para todas las muestras, un menor consumo de tiempo y la disminucion del
sesgo ocasionado por las variaciones inter observador.

Los resultados obtenidos de nuestro estudio abren el camino en la investigacion
de la irisina en el contexto de CaM en la mujer posmenopausica, por lo que el siguiente
paso seria el de realizar un seguimiento de estas mujeres, para evaluar si los valores de
irisina son posibles marcadores para una mayor supervivencia libre de enfermedad o una
recurrencia de este cancer.

Dentro de las perspectivas para esta linea de investigacion, un punto de gran
importancia es la via de accion de la irisina, la cual no ha sido del todo dilucidada.
Bostrom y cols., en 2012, fueron los primeros en describir que esta proteina ejercia su
principal funcién en células del tejido adiposo, induciendo la expresion de genes
relacionados con la termogénesis, entre los que se destaca el de la UCP1, con lo que a
nivel mitocondrial se promovia la pérdida de energia en forma de calor. Sin embargo, en
la actualidad se desconoce el receptor de irisina y la via involucrada en este proceso.

Otros estudios han relacionado a la irisina con la activacion de vias como

p38/MAPK (Askari y cols.,, 2018), AMPK-eNOS (Zhang y cols.,, 2015), para
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contrarrestar la inflamacion y el estrés oxidativo. El papel que podria desempefiar la
irisina en la célula cancerosa de mama en un ambiente de obesidad es un tema aun por
esclarecer y que puede aportar valiosa informacion para la prevencion y tratamiento de

esta patologia.
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13. CONCLUSIONES

Este estudio, ha sido el primero en determinar la expresion, a nivel de proteina, de
la irisina en el tejido tumoral mamario de mujeres posmenopausicas con cancer de mama
infiltrante no hereditario, al comparar dicha expresion entre los diferentes grupos de peso
y al determinar la influencia que la obesidad posee sobre la expresidn de esta proteina en
el cancer de mama in vivo.

Por otro lado, se demostrd la capacidad que poseen las células tumorales de
cancer de mama, para expresar a la irisina in vitro de manera independiente a los
estimulos externos.

El empleo de un software para llevar a cabo el andlisis cualitativo de la expresion
de la irisina, representd un método estandarizado y con un menor sesgo inter observador

para la realizacién de este tipo de ensayos.
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ANEXO 1. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

L AMUNDMA

. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR
EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

o Titulo del protocolo:

I:b I UDIO DE EXPRESION DE LA IRISINA, EN CANCER DE M/
INFILTRANTE NO HEREDITARIO, EN MUJERES POSMENOPAUSICAS
CON INDICES DIFERENTES DE MASA CORPORAL”

Investigadores participantes:

Instituto de Enfermedades de la Mama FUCAM: Dr. Juan Alberto Tenorio Torres.
Unidad de Investigacién en Obesidad, Facultad de Medicina, UNAM: Dr. Juan Pablo
Méndez Blanco.

Sede donde se tomara la muestra para el estudio: Instituto de Enfermedades de la Mama
FUCAM

Sede donde se realizard el procesamiento de la muestra: Unidad de Investigacion en
Obesidad, Facultad de Medicina, UNAM.

Nombre de la paciente:
No. de expediente:
A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Este
proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto. Una vez
que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que
firme este consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada y fechada.

El objetivo de éste estudio es comparar la expresion de la proteina de irisina en el tejido
tumoral mamario, con la expresion en el tejido mamario adyacente, en mujeres
posmenopausicas con diferentes indices de masa corporal.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente; sin embargo, en estudios
realizados anteriormente por otros investigadores se ha observado que la presencia de
algunas proteinas o sustancias encontradas en los tejidos pueden asociarse a la agresividad
de algunas enfermedades.

Con éste estudio, mediante el trabajo con el tejido tumoral mamario y con el tejido
mamario adyacente, se podra conocer el porqué las mujeres que presentan sobrepeso u
obesidad desarrollan tumores de mama mas agresivos que aquellos que se observan en
mujeres de peso normal.

Este estudio permitirda que en un futuro otras pacientes puedan beneficiarse del
conocimiento obtenido y tomarse medidas preventivas.

RIESGOS Y MOLESTIAS
Para la obtencion del blogque de parafina, ninguno.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
Para este estudio se le pedird acceso a su tejido tumoral mamario y tejido mamario
adyacente fijado en parafina para el analisis de marcadores.
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Yo, he leido y comprendido la
informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria, por
lo que convengo en participar en este estudio de investigacion y autorizo la donacion de
mi bloque de parafina para su estudio.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento
en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en
el Instituto.

Asimismo, se me ha informado que ésta muestra podra ser utilizada en otros estudios
relacionados con cancer, con el fin de esclarecer los posibles mecanismo que generan
esas enfermedades.

El investigador se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi
como a responder cualquier pregunta y aclarar las dudas que le plantee acerca de los
procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado a la investigacion o el tratamiento. La informacidn obtenida en éste estudio,
utilizada para la identificacion de cada paciente, serd& mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores.

Del mismo modo, no tendré que hacer gasto alguno durante el estudio, ni recibiré pago
por mi participacion.

Datos del investigador con quien pueda comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio: Dr. Juan Alberto Tenorio Torres; teléfono de contacto: 5678
0600 ext 120. Instituto de Enfermedades de la Mama FUCAM: Calle Bordo no. 100, Col.
Ejido de Santa Ursula Coapa.

Fechay firma del participante Investigador responsable

Testigo Testigo
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ANEXO 2. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE
INMUNOHISTOQUIMICA
Con el fin de establecer un marcaje adecuado para los tejidos de nuestro estudio,
se llevo a cabo una curva de dilucion del anticuerpo primario (Irisin H-067-17, Phoenix
Phamaceuticals), empledndose las diluciones (1:100, 1:300 y 1:600) en una muestra de
tejido tumoral mamario de una mujer posmenopausica con diagnéstico de CaM infiltrante
no hereditario y con un IMC de peso normal (Figura 3). La dilucion 1:600 presentd
adecuada intensidad de marcaje sin que se presentase interferencia de uniones
inespecificas que pudieran aportar resultados falsos positivos, por lo que se eligié como

Optima para llevar a cabo nuestro estudio.

Figura 3 Estandarizacién del anticuerpo primario
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Figura 3: Imagenes tomadas con microscopio de campo claro en objetivo 20X. Coloracién rojo-café indica
marcaje del anticuerpo. A: control negativo. B: dilucion 1:100. C: dilucion 1:300. D: dilucion 1:600.
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ANEXO 3. CONTROL POSITIVO PARA ANALISIS
INMUNOHISTOQUIMICO
La irisina es una proteina expresada y secretada principalmente por el tejido
muscular en respuesta a la actividad fisica (Bostrom y cols., 2012), por lo que como
control positivo se empled tejido muscular sano, incubandose de igual forma con el

anticuerpo contra irisina H-067-17 (42-112) a una dilucion de 1:600.

Figura 4 Expresion de la irisina en tejido muscular sano
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Figura 4: Imagenes tomadas con microscopio de campo claro. Coloracidn rojo-café indica marcaje del
anticuerpo. A: expresion en tejido muscular 20X. B: expresion en tejido muscular 10X.
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ANEXO 4. SCORE HISTOLOGICO POR INTENSIDAD DE MARCAJE

De acuerdo al método descrito por Varghese y cols. (2014), fueron determinados
los valores de intensidad de color de los pixeles, a partir del analisis de imagenes digitales;
los valores de intensidad de pixel para cualquier rango de color se establecieron de 0 a
255, en donde 0 representa el tono mas oscuro del color y 255 representan el tono méas
claro. Lo anterior permitid establecer las 4 zonas asignadas para el H-Score: alta positiva,
positiva, débil positiva y negativa (Imagen X). Se encontrd que el rango de intensidad
para la zona positiva oscilaba entre 61y 120; 121 a 180 para la zona positiva baja; y 181
a 235 para la zona negativa. Se determin6 que los pixeles con valores de intensidad que
oscilan entre 235 y 255 representan predominantemente tejidos grasos que
ocasionalmente estan presentes pero que tipicamente no contribuyen a la puntuacion
patoldgica y, por lo tanto, se excluyeron de las zonas de determinacion de puntuacion.
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Figura 5: A: zona alta positiva. B: zona positiva. C: zona débil positiva. D: zona negativa
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