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RESUMEN

Introduccién. Las estadisticas mundiales sobre el cAncer muestran que el cAncer de mama
es el cancer diagnosticado con mayor frecuencia y la principal causa de muerte en mujeres,
representa el 15% de mortalidad por cancer. Objetivo. Evaluar la asociacion que presenta
la actividad de DDP4 con parametros clinicos en pacientes con cancer de mama.

Material y métodos. Ensayo clinico experimental, analitico observacional, realzado en el
Hospital de la mujer y analizado en el laboratorio de oncologia molecular en la seccién de
postgrado e investigacion de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico
nacional. Resultados. Se obtuvo una muestra de 20 pacientes 14 con cancer de mama, 6
con otra patologia mamaria. El grupo de pacientes sin cancer de mama fue
aproximadamente en promedio 27 afios mas joven. Referente al IMC el grupo con cancer
de mama se presentaron con obesidad grado 1, mientras que el grupo sin cancer de mama
fue normo peso. Con respecto al nimero de gestas, menarca y consumo de tabaco ambos
grupos fueron similares. Interesantemente, el 37% de las pacientes con cancer de mama
fueron diabéticas no observandose esta patologia en el grupo de pacientes sin cancer de
mama. Se observo mayor actividad de la enzima DPP4 en el grupo de cancer con mama.
Conclusion. En este trabajo se mostro la relacion de los factores de riesgo con el cancer
de mama, los parametros clinicos como el IMC y antecedentes metabdlicos como los que
presento el grupo con cancer de mama son de vital importancia para la evaluacion y
seguimiento de las pacientes con la patologia oncolégica. DPP4 al presentar mayor
actividad en el grupo de cancer y disminuir GLP-1 resta la actividad anticancerigena que
confiere esta, este estudio piloto mostro incremento de DPP4 en el grupo de pacientes con
cancer. Se necesita de un mayor niamero de pacientes para obtener mayor informacién
estadisticamente significativa asi como diferentes grupos histolégicos para saber mejor el

comportamiento de GLP-1y DPP4.

Palabras clave: Cancer de mama, indice de masa corporal, factores genéticos, factores
hormonales, DPP4, enzimas.



l. MARCO TEORICO

1.Introduccion

Las estadisticas mundiales sobre el cancer muestran que el cancer de mama es el cancer
diagnosticado con mayor frecuencia y la principal causa de muerte en mujeres. El cancer
de mama representa el 24.2% del total de los nuevos casos a nivel mundial, prevalencia
del 30.1% y el 15% de mortalidad por cancer.

Tan solo en Estados Unidos, 234,087 mujeres fueron diagnosticadas con cancer de mama
en el 2018, representando el 23.8% de todos los canceres en mujeres y generando 71,116
muertes por esta patologia (24.4% de todas las muertes por cancer en mujeres). Como se
puede observar el cancer de mama es un problema de salud publica en paises
desarrollados y es la causa principal de muerte por cancer en mujeres en paises
econémicamente en desarrollo?.

1.1 Epidemiologia

A nivel mundial, el cancer de mama es el tumor mas frecuente con una prevalencia del
30.1% del total de cancer en el mundo??® y es la causa de muerte mas comuin en mujeres
que fallecen por neoplasia maligna. Se estima que en el afio 2018 se diagnosticaron cerca
2,088,849 de nuevos casos a nivel mundial (24.2% de todos los canceres) y fallecieron
626,679 mujeres en el mundo (15% del total de muertes por cancer). Es importante hacer
notar que el 45% de todos los casos reportados de cancer de mama se presentan en paises
de bajos o de medianos recursos y el 55% del total de las muertes por esta patologia
también ocurren en estos paises®.

En América, el cancer de mama es el mas comun y es la segunda causa de muerte por
neoplasias. Tan solo, cada afio se detectan en la region mas de 462,000 casos nuevos y

cerca de 100,000 muertes por esta patologia.
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En las mujeres de América Latina y el Caribe, el cancer de mama supone el 25.2% de los
nuevos casos Y el 15.1% de las muertes por cancer como se observa en la figura 1. De
manera similar, en mujeres de Estados Unidos y Canad4, el 24% son nuevos casos y el
14% de las muertes por cancer son debidas a cancer de mama®

Incidencia Mortalidad

Otros
40.7%
Otros
37.6%
Mama
15.1%
Pulmén
8.5%
Colorrectal
8.2% Colorrectal
9.5%
LNH C 0 Tieoides '?;:oovm
20% VOV e dometrio 5.4% 45y, Cervico Pancreas
19% 5.2% uterino 6.3%

52%
Figural. Incidencia y de mortalidad por cancer de mama en las Américas.
GLOBAL CANCER OBSERVATORY 2018 — CANCER TODAY AMERICA gco.iarc.fr

Las estadisticas de esta enfermedad no son alentadoras ya que para el afio 2030 se espera
un aumento del cancer de mama en las Américas, con 572,000 nuevos casos y unas
130,000 muertes. Este aumento en los casos y las muertes en América Latina y el Caribe
seran el doble que en los Estados Unidos y Canada®.

En México, el cancer de mama ha tenido un incremento constante tanto en su incidencia
como mortalidad en las Ultimas tres décadas (Figura 2). Acorde al reporte del Departamento
de Epidemiologia de la Secretaria de Salud la incidencia se increment6 entre el afio 2000
y 2013 de 10.76 a 26.1 casos por 100,000 habitantes en mujeres mayores de 25 afos,

estimando un incremento de 23,873 nuevos casos en 2013%.

10
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Figura 2. Tendencia de la mortalidad y nimero de casos por cancer de mama en mexico,1955-
2007 y proyeccion 2008-2020. *Tasa cruda por 100,000 mujeres de 25 afios y mas.
Fuente: Bases de Datos OMS, INEGI, SSA. 1955-2007.

1.2 Factores de riesgo

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial donde un gran niumero de factores se
han relacionado con la ocurrencia de esta patologia®*?
Los factores de riesgo conocidos para el desarrollo del cancer de mama se mencionan a

continuacion.

1.2.1 latr6genos
Exposicion a radiacién ionizante terapéutica toracica, principalmente durante el

desarrollo o el crecimiento.

11
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1.2.2 Bioldgicos

v
v
v

v

Sexo femenino.

Edad (a mayor edad, mayor riesgo).

Historia personal o familiar de cancer de mama (en familiares de primer
grado).

Antecedentes de hiperplasia ductal atipica, imagen radial o

estrellada y carcinoma lobulillar in situ.

v

v
v

Vida menstrual mayor de 40 afios (menarquia antes de los 12 afios y
menopausia después de los 52 afios).
Densidad mamaria.

Ser portador/a de mutaciones en genes de susceptibilidad a

cancer de mama (BRCAL1/BRCA2, TP53 y CHEK2).
1.2.3 Reproductivos

v

v
v
v

Nuligesta.

No lactar.

Primer embarazo a término después de los 30 afios de edad.

Terapia hormonal con estrogeno y progesterona combinados en la

perimenopausia o postmenopausia por mas de cinco afios.

1.2.4 Relacionados con el estilo de vida

v

v
v
v

Obesidad.
Sedentarismo.
Consumo de alcohol.

Tabaquismo.

12
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1.3 Manifestaciones clinicas y diagnosticas

Las manifestaciones clinicas son variables y oscilan desde la enfermedad subclinica, solo
detectable por imagen, hasta la enfermedad avanzada, como el carcinoma inflamatorio. El
cancer de mama se puede presentar como un tumor palpable, no doloroso y hasta 30% se
asocia adenopatias metastasicas palpables. Los tumores localmente avanzados pueden
producir cambios en la piel como retraccion, piel de naranja y ulceracion; en estos casos
son mas frecuentes las adenopatias regionales y metéstasis.
El diagnostico suele establecerse mediante un interrogatorio exhaustivo, un examen fisico
minucioso, estudios de imagen y biopsia de la lesion.
Estudios de tamizaje*
v' Autoexamen mamario mensual a partir de los 18 afios (7 dias después de terminada
la menstruacion).
v' Examen clinico mamario anual a partir de los 25 afios.
v' Mastografia anual de tamizaje en mujer asintomatica a partir de los 40
anos.
v'El ultrasonido mamario (estudio de eleccién) en mujeres menores de 35 afios con
patologia mamaria.
v" Actualmente el uso de la mastografia de deteccién unida al ultrasonido en mujeres

con mama densa mejora la deteccion de lesiones tempranas de 61.5% a 83.5%

La mastografia es hasta ahora el mejor método de deteccion para el cancer mamario. Esta
prueba de tamizaje puede detectar tumores antes de que sean palpables. En mujeres
mayores de 50 afios, la mastografia con una exploracion fisica adecuada es efectiva para
detectar el cancer en estadio temprano, esto ha tomado relevancia debido a que este
procedimiento se ha asociado con una reduccién en la mortalidad de 15% al 23% y se
piensa que tiene una sensibilidad diagnostica del 70% a 75%; sin embargo, es importante
tener en cuenta que el 10% de los tumores pueden ser ocultos mastograficamente. La
sensibilidad de la mastografia esta relacionada con la densidad del tejido mamario: en
mamas grasas la sensibilidad alcanza 100% en contraste con mamas densas donde la
sensibilidad es solo de 45%. El ultrasonido se ha convertido en un complemento esencial,

no solo para diferenciar masas quisticas soélidas, sino también para caracterizar lesiones

13
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benignas de malignas. Asimismo, este método diagndstico resulta Gtil en la identificacion

de lesiones malignas de mamas densas, especialmente en mujeres menores de 40 afios?®.

1.4 Subtipos de cancer de mamay grado histolégico

Existen diferentes variedades de carcinoma invasor de la mama siendo el 85% carcinoma
ductal infiltrante sin patrén especifico y 5 al 10% carcinoma lobulillar infiltrante. Los
carcinomas histolégicamente reconocidos de buen prondstico son: el carcinoma tubular,
mucinoso, cribiforme, apocrino, secretor, papilar y adenoideo—quistico. El carcinoma
medular, pese a su alto grado histologico, presenta mejor comportamiento que el
carcinoma ductal infiltrante. El carcinoma lobulillar pleomérfico, metaplasico y micropapilar
son considerados tumores de alto grado con mal pronéstico®. Es importante hacer notar
que el grado histolégico y nuclear brinda informacién sobre el pronéstico. El grado nuclear
es establecido utilizando el sistema Scarff-Bloom-Richardson. Este sistema clasifica al
carcinoma ductal en tres categorias histologicas, dependiendo del grado de formacion
glandular/tubular, pleomorfismo celular y nimero de mitosis por campo en alto poder.
Cada una de estas categorias es asignada con un puntaje de 1-3 en donde 1 representa

los hallazgos mas favorables y 3 los menos favorables!*.

De acuerdo con la organizacion Mundial de la salud (OMS) los carcinomas mamarios

pueden ser clasificados histopatoldgicamente como se muestra en seguida (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de cancer de mama de acuerdo la OMS.
In Situ Invasor otros

- Ductal - Ductal - Enfermedad de

- Lobulillar - Lobulillar Paget
- Tubular
- Medular
- Mucinoso
- Secretor
- Papilar
- Adenoideo

14
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- Quistico
- Metaplasico
- Apdcrino

Es importante hacer notar, que en esta clasificacion en caso de observarse
histologias combinadas se debe especificar el porcentaje de cada una de ellas.
NOM — 041 — SSA2 — 2002

1.5 Caracterizacion molecular del cancer de mama y su correlacion
histopatoldgica

El cancer de mama es una de las neoplasias epitelial mas estudiada por técnicas
moleculares, lo cual ha permitido establecer una clasificacion por microarreglos de ADN.
Actualmente existen dos formas de ser evaluado, la primera es a través de la prueba
Oncotype Dx, que consiste en evaluar la expresion de 21 genes en blogues de parafina y
asignar un puntaje de riesgo4.

El segundo método es la prueba de Mamaprint, la cual evalta la expresion de 70 genes en
tejido fresco, y de acuerdo con su expresion, clasifica en dos grupos: bajo y alto riesgo y de
una manera independiente a la expresion hormonal. El primer grupo se beneficia s6lo de
terapia endocrina y el segundo de quimioterapia combinada con terapia endocrina.
Hablando de la caracterizacion del cancer de mama, podemos mencionar que existen
cuatro subtipos de cancer de mama que determinan el enfoque de tratamiento: tumores
triple negativos los cuales carecen de la expresion de receptores a estrogeno (RE(-)),
receptores a progesterona (PR(-)) y receptores al receptor del factor epidérmico humano
HER-2(-). La carencia de estos receptores determina la prescripcion de una quimioterapia.
Por otro lado, tumores HER2(+) independientemente del estado de RE, esta indicada una
inmunoterapia anti-HER2 en combinacion con quimioterapia.

Para los tipos de cancer de mama ER(+) el tratamiento se enfoca en la terapia endocrina,
de hecho, en muchos de estos pacientes se omite la quimioterapia.

La presencia de RE, PR y HER2 se determina por inmunohistoquimica (IHQ), ademas, los

tumores también son caracterizados por grado y fracciéon proliferativa (mas cominmente

15
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evaluada por Ki-67 por IHQ) factores que pueden afectar la recomendacion de la
guimioterapia en tumores ER positivos'®.

Dependiendo del estado de estos receptores los tumores a menudo se clasifican como
luminal A o luminal B. Los tumores luminal tipo A son tipicamente de bajo grado,
fuertemente RE/PR positivos, HER2 negativo y presentan baja fraccion proliferativa. Los
tumores luminal B son ER+ positivos, pero pueden tener grados variables de expresion de
RE/PR y presentan una mayor fraccion proliferativa. Estas clasificaciones estan basadas
en la rutina histopatoldgica clinicamente valiosa y que es empleada para decidir el
tratamiento adyuvante. Es importante resaltar que la clasificacion o Ki-67 se utiliza para
distinguir entre el luminal A y B4, Sin embargo, cuando esté disponible, la expresién génica
las pruebas son preferibles a la patologia estandar, sirviendo como marcadores de
pronéstico en el contexto del tratamiento adyuvante, terapia endocrina; en canceres de
mama con ganglios negativos con bajo riesgo, con un excelente prondstico que no justifica
la quimioterapia.

En poblacibn mexicana, la frecuencia promedio de subgrupos definidos por estos
marcadores es la siguiente: receptores hormonales positivos 60%, HER-2 positivos 20.4%
y triples negativos 23.1%. En la tabla 2 se muestran los subtipos moleculares de cancer de

mama y su aproximacién por IHQ seguln este consenso®.

Tabla 2. Subtipos moleculares de cancer de mama

Subtipo de acuerdo al
Consenso de Colima  Aproximacion por inmunohistoquimica
2015
Luminal A RE +, RP = 20%, Ki67 < 20% GH* 1 0 2,
y HER-2 -
. RE +, RP < 20%, Ki67 > 20% GH* 3 y
Luminal B HER-2 4 0 —
HER-2 HER-2 +, REy RP -
Triple negativo RE -, RP -y HER-2 -

“GH grado histolagico
Fuente: Consenso Mexicano sobre diagnoéstico y tratamiento del cancer mamario- Estudio

histopatoldgico. Octava revision Colima 2019.
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1.6 Estadificacion

El sistema de estadificacion del American Joint Committee on Cancer (AJCC) establece
una estrategia para agrupar a los pacientes segun el prondstico. Las decisiones
terapéuticas se formulan, de acuerdo con las categorias de clasificacion, pero
principalmente de acuerdo con las siguientes caracteristicas: T (tumor), N (estado
ganglionar), M (metéstasis) (Tabla3), se deberan también incluir factores biolégicos
determinados por inmunohistoquimica (RE, RP y HER2) y los resultados de pruebas
genomicas (Oncotype Dx u otras) para categorizar con mayor precision los grupos de
riesgo. Es importante mencionar que se eliminé el carcinoma lobulillar in situ, debido a que

no corresponde a una lesién maligna y sélo es un marcador de riesgo?*®.

Tabla 3. Clasificacion TNM

Estadificacion
Estadio T N M
0 Tis NO MO
1A T1 (incluye T1 mi) NO MO
B TO N1mi MO
T1 (incluye T1 mi) N1mi MO
[IA TO N1 MO
T1 (incluye T1 mi) N1 MO
T2 NO MO
B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 (incluye T1 mi) N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
[[[5] T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
nec Cualqguier T N3 MO
(Y Cualguier T Cualguier N M1

17
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1.7 Tratamiento de cancer de mama

El tratamiento del cancer mamario requiere de un equipo multidisciplinario, que incluye
cirujanos oncdlogos, radiooncologos, oncélogos médicos, cirujanos plasticos,
imagenodlogos, psicooncoélogos, patélogos y un grupo de apoyo para ofrecer un tratamiento
optimo. En México, el tratamiento de pacientes con cancer de mama es dificil debido a que
la demanda es mucha y la mayoria de las veces los pacientes se encuentran en estadios
clinicos avanzados de la enfermedad. La terapéutica del paciente esta determinada
dependiendo de la etapa clinica del cancer, las etapas del cancer de mama se dividen en
enfermedad temprana, localmente avanzada y metastasica. De manera general, la
enfermedad temprana incluye los estadios | y . Si bien, esta es una clasificacion arbitraria,
es de gran utilidad para establecer el tratamiento. El tratamiento de la enfermedad temprana
es cirugia abordando la escision de todo el tejido involucrado con margenes adecuados y
el manejo de la axila®. De manera general podemos mencionar que la secuencia
recomendada del tratamiento de esta patologia es cirugia, quimioterapia adyuvante,

terapias blanco, radioterapia y terapia endocrina.

Hablando de la quimioterapia la podemos definir como el uso de agentes farmacologicos
contra células neoplasicas que afectan procesos celulares importantes favoreciendo una
induccién de la muerte celular. Esta modalidad de tratamiento es de manera sistémicay se
han disefiado diversos agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de diversos tipos de
canceres. Estos agentes terapéuticos presentan diversos mecanismos de accion citotoxica
y con efectos citostaticos que estan dirigidos para dafiar el ADN durante su sintesis en
distintas fases del ciclo celular. Es de resaltar que estos agentes quimioterapéuticos han
logrado cambiar la historia natural del cancer, ya que su uso, ha logrado cirugias menos
radicales e incrementar las tasas de reseccidon completa generando un beneficio en la
supervivencia global, supervivencia libore de enfermedad y supervivencia libre de

progresion®.

Actualmente existen 2 tipos de quimioterapia: La quimioterapia neoadyuvante que
consiste su administracion antes de realizar un control local (tratamiento radical con cirugia

o radioterapia). Su empleo se ha justificado en el tratamiento de pacientes potencial o
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marginalmente operables, con la finalidad de disminuir el tamafio tumoral y aumentar la
tasa de reseccion, e incluso lograr la preservacion del 6rgano afectado, ademas permite
evaluar la sensibilidad in vivo del tumor a la quimioterapia y tener un control de la

micrometastasis de forma temprana.

Quimioterapia adyuvante: Este tratamiento sistémico se administra después del control
local, es decir, cuando existe una reseccién completa del tumor o se ha dado radioterapia
y no hay evidencia de enfermedad local o sistémica. La finalidad de este tratamiento es
eliminar la posible micrometéastasis y reforzar el control local reduciendo el riesgo de
recurrencia. El beneficio de la adyuvancia se establece en la tasa de supervivencia libre de

recurrencia y en la tasa de supervivencia global.

A continuacién, se menciona los medicamentos mas comunes usados para la quimioterapia

adyuvante y neoadyuvante:

¢ Antraciclinas, como la doxorrubicina y la epirrubicina

e Taxanos, como el paclitaxel y el docetaxel

e 5-fluorouracilo * Ciclofosfamida

e Carboplatino

e Con frecuencia, se usan combinaciones de dos o tres de estos medicamentos.
Por ejemplo, en el tratamiento sistémico adyuvante en etapas operables el oncélogo clinico
debera contar con una informacion completa de las caracteristicas del tumor, (la expresion
o no de los blancos terapéuticos receptores hormonales y el HER-2 neu), lo cual es de
importancia trascendental para brindar el tratamiento individualizado. El tratamiento
sistémico adyuvante (hormonoterapia + quimioterapia + trastuzumab) es valorado y
administrado por un oncélogo médico. El tratamiento sistémico considera factores del tumor
(tamafio, grado de diferenciacion, estado de receptores hormonales y sobreexpresiéon de
HER2, estado ganglionar, entre otros) y factores relacionados con la paciente (edad,
comorbilidades, estado funcional). En el Tratamiento adyuvante con hormonoterapia se
recomienda tamoxifeno (20 mg/dia) con tiempo de duracién variable. El tratamiento
adyuvante con terapias blanco (trastuzumab) se realiza en pacientes con tumores que
presentan sobreexpresion de HER-2 neu +++ por inmunohistoquimica o FISH +, el uso del

anticuerpo monoclonal trastuzumab en combinacion con la quimioterapia adyuvante ha
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permitido la obtencién de beneficio tanto en la sobrevida libre de recaida (HR 0.62) como

en la supervivencia global (HR 0.66) radioterapia adyuvante*.

En general podemos decir que el tratamiento con quimioterapia es muy amplio,
multifactorial y que depende de la etapa clinica, si es una etapa clinica operable o
inoperable, si requiere de hormonoterapia, de la respuesta que presente durante el
tratamiento, si es un cancer de mama metastasico y el subtipo de cancer de mama y la

expresion o no de receptores hormonales y HER-2 neu.

1.8 Cancer de mamay péptido similar a glucagén (GLP-1)

Hoy en dia, se sabe que el cancer de mama es una enfermedad multifactorial, donde las
alteraciones genéticas y metabdlicas juegan un papel importante. De hecho, alteraciones
metabdlicas como obesidad y diabetes mellitus tipo 2 se han asociado con un incremento
en el riesgo de desarrollar cancer de mamaté. Tanto en obesidad como en diabetes mellitus
tipo 2 se propone que una regulacion alterada de hormonas sexuales endégenas y la
activacion de vias de sefializacion de insulina y del factor crecimiento similar a insulina estan
involucrados con el mayor riesgo a desarrollar cancer de mamat’2t, Otra de las moléculas
gue se han detectado que estimulan la proliferacion celular y que pudieran estar
relacionadas con el desarrollo de cancer es el péptido similar a glucagén o GLP-1 (por sus
siglas en ingles). GLP-1 forma parte del sistema de incretinas, que es una red de hormonas
secretadas del tracto gastrointestinal en una respuesta a la ingestion de alimentos. GLP-1
es secretado por células L del intestino y ejerce su accion a través de su receptor (GLP1R).
GLP-1R es un receptor acoplado a una proteina G que se expresa en células pancreaticas
y otros tejidos incluyendo cerebro, corazén y musculo liso?2.

Debido a que GLP-1 induce proliferacién celular, inhibe apoptosis en células pancreaticas,
induce la secrecion de insulina e incrementa la sensibilidad a la insulina en tejidos
periféricos se ha propuesto como una molécula para el tratamiento de diabetes mellitus tipo
22324 De hecho, la FDA ha aprobado a la exenatida (un analogo de GLP-1) para el

tratamiento de esta patologia®>-2°.
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Es importante resaltar que si bien GLP-1 muestran un potencial terapéutico para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, las evidencias que muestran su capacidad para
incrementar la proliferacion de células 3-pancreaticas y la habilidad de sus analogos para
promover tumorogénesis, ha despertado una preocupacion e interés en su estudio?.
Interesantemente, Ligumsky en el 2012 investig6 el efecto de GLP-1 o exenatida 4 sobre
células de cancer de mama, demostrando que ambas moléculas generan una disminucion
de la viabilidad celular e inducen apoptosis. Ademas, puso de manifiesto que exenatida 4
atenua la formacién de tumores por células de cancer de mama en ratones atimicos?. Si
bien, el efecto anticancerigeno de exenatida 4 también se ha reportado en células de cancer
de préstata?®, su mecanismo de accién, asi como la existencia del receptor a GLP-1 en

células tumorales es controversial.

1.9 GLP-1y Dipeptidil Peptiasa 4 (DPP-4)

Como hemos mencionado GLP-1 ha mostrado una actividad anticancerigena en células de
cancer de mama, por lo tanto, su regulacion o niveles de expresion podrian ser un factor
importante en pacientes con cancer. A este respecto, podemos mencionar que los niveles
de GLP-1 son regulados por la Dipeptidil Peptiasa 4 (DPP4), una amino peptidasa presente
en la superficie celular.

En este contexto, podemos postular que los niveles reducidos GLP-1 por una mayor
actividad de DPP4 podria estar relacionado con el crecimiento tumoral, ya que DPP4
presenta la capacidad de degradar péptidos activos involucrados en la proliferacion y
diferenciacion celular, lo cual la coloca como un regulador clave de la homeostasis celular3®
31, Actualmente, las evidencias muestran la existencia de un patrén de expresion alterados
y/o de funcion catalitica de DPP-4, lo cual podria generan una alteracién de la homeostasis

celular, transformacién neoplasica o progresion del tumor®2,
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2. Antecedentes

El incremento en las tasas de incidencia y en las tasas anuales de mortalidad por cancer
de mama ponen de manifiesto la vital importancia de un diagnéstico y tratamiento oportuno
de esta patologia®3.

La importancia de nuevas moléculas que nos permitan un diagnostico mas oportuno son de
importancia clinica asi como todas aquellas que interaccionan con la genesis del cancer
como Ligumsky que en el 2012 investigando el efecto de GLP-1 o exenatida 4 sobre células
de cancer de mama demostré opuestamente a lo que se pensaba, que ambas moléculas
disminuyen la viabilidad e inducen apoptosis, ademas puso de manifiesto que exenatida 4
atenta la formacién de tumores por células de cancer de mama en ratones atimicos®. Si
bien, el efecto anticancerigeno de exenatida 4 también se ha reportado en células de cancer
de prostata?®, la existencia de GLP-1R en células tumorales es controversial.
Independiente del efecto reductor de la glucosa del tratamiento con GLP-1, y a pesar de
gue varios informes han examinado el efecto de la accibn GLP-1 en varios tipos de
canceres®, el efecto preciso y Mecanismo de accién del GLP-1 sobre el cancer de mama

es poco claro.

En cancer de mama se no esta clara la presencia e implicacion GLP1-R asi como de
DPP43%37hay poca evidencia al respecto, un estudio DPP4, promovid la transformacién de
células epiteliales inducidas por factor de crecimiento endotelial (EGF) y la tumorogénesis
mamaria mediante la induccién de la expresion de NIMA-interacting 1 (PIN1)%; existe
algunos estudios en cancer renal y en ratones.

Un estudio de Japodn, el cual examind si la accién de GLP-1 podria atenuar el cancer de
mama, Y la expresion del Receptor GLP-1 en tejido canceroso de mama humana y en las
lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y KPL-1. Encontraron que el agonista exendin-4 (Ex-
4) disminuy6 significativamente el nimero de células de cancer de mama de una manera
dependiente de la dosis®®. Aunque, el agonista exendin-4 (Ex4) no indujo la apoptosis,
atenud significativamente la proliferacion celular del cancer de mama. Sin embargo, el
inhibidor de dipeptidil peptidasa-4 linagliptina, no afecto la proliferacion celular del cancer
de mama; menciona que cuando las células MCF-7 se trasplantaron a ratones atimicos, el

agonista exendin-4 (Ex-4) disminuyé el tamafio del tumor in vivo de MCF-7. Estos
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resultados sugieren que el GLP-1 podria atenuar proliferaciéon celular de cancer de mama
mediante la activacion de GLP-1R y la subsiguiente inhibiciébn de activacion inhibidor del
factor nuclear (NF-kB), ademés se descubrié que la expresion de GLP-1R esta localizada
exclusivamente a la membrana celular del cAncer de mama, y no al citosol o nucleo esto
podria confirmar que se expresa exclusivamente en la membrana celular®.

Actualmente no se cuenta con estudios en GLP-1R en tejido mamario ni de la actividad de
DPP4 en pacientes latinoamericanas con cancer de mama.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad de DPP4 suero de pacientes

con cancer de mama.
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I PLANTEMIENTO DE PROBLEMA

En México, el cancer de mama es un problema de salud publica donde se estima que 12
mujeres mueren diariamente a causa de esta enfermedad. De hecho, la sobrevida de la
mujer mexicana con este cancer es aln corta en comparacién con mujeres con este
padecimiento en otros paises. Se ha descrito que el diagndstico temprano y una eleccion
adecuada del tratamiento incrementan notablemente la sobrevivencia del paciente con esta
patologia. Sin embargo, la poca existencia de marcadores con significancia clinica que
ayuden al diagndéstico y seguimiento del paciente con cancer de mama complican la lucha
contra esta neoplasia. En este estudio, se plantea determinar la significancia clinica de la
actividad de DPP4 en pacientes con cancer de mama. Este estudio dara la pauta para iniciar
un estudio con un numero importante de pacientes para emplear esta actividad como un
posible marcador pronéstico de esta enfermedad. Ademas, permitird el establecimiento de
una asociacion de estas moléculas con parametros clinico-patolégicos del paciente, lo cual,

podria sugerir su uso en el monitoreo de la paciente con cancer de mama y su seguimiento.
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. JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial y en México es la
primera causa de mortalidad por neoplasias en mujeres mayores de 25 afios. La falta de un
diagnostico oportuno es una problematica de esta enfermedad, ya que, en nuestro pais se
estima que solo el 10% de los casos de cancer de mama son diagnosticados en etapa I. Si
bien, el diagnéstico de esta patologia consta de la suma de varias pruebas como son el
examen clinico de la paciente, la obtencién de una imagen del tejido mamario (mamografia
y/o ultrasonido) y el examen histolégico de una biopsia, el contar con nuevos métodos de
diagnostico y moléculas con significancia clinica toman una gran relevancia.

El cancer de mama es una patologia oncolégica multifactorial que involucra el
microambiente con factores individuales que predisponen su desarrollo. La deteccién como
el tratamiento oportuno son puntos importantes para combatir esta enfermedad. Es por ello,
gue el contar con marcadores de diagndéstico, prondsticos y de seguimiento toman una gran
relevancia. Actualmente no existen marcadores séricos que puedan ser empleados en el
diagndstico de cancer de mama y son pocas las moléculas empleadas en el monitoreo del
paciente. Por tal motivo, en este estudio pretendemos determinar, si la actividad de DPP4
presentan una significancia clinica en pacientes con cancer de mama. De establecer esta
significancia clinica, la actividad de DPP4 podria ser postulada como un posible marcador
que pudiera ser empleada en el diagndstico y como una herramienta predictiva en el
prondstico del paciente con cancer de mama. Por otra parte, es importante mencionar que
la actividad de DDP4 generaran conocimiento basico que contribuira al mejor entendimiento
de los mecanismos moleculares implicados en el cancer de mama. Ademas, podria abrir el
panorama al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, empleando estos marcadores

como blancos moleculares en esta patologia.
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IV. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL:

- Evaluar la asociacion que presenta la actividad de DDP4 con parametros clinicos en

pacientes con cancer de mama.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

- Determinar la actividad de DPP4 en suero de pacientes con cancer de mamay

establecer su relacion con parametros clinicos de la enfermedad.

- Determinar la asociacion existente entre la actividad de DPP4 en suero de

pacientes con cancer de mamay las caracteristicas histopatolégicas del tumor.
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V. HIPOTESIS

La mayor actividad de DPP4 esta asociada con parametros clinicos en pacientes con

cancer de mama.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1. Tipo de Estudio:

Ensayo clinico experimental, analitico observacional.

6.2. Ubicacion Temporal y Espacial:
Este estudio se realiz6 en el Hospital de la Mujer de la ciudad de México y en laboratorio
de oncologia molecular y estrés oxidativo de la seccion de estudios de posgrado de la

escuela superior de medicina del IPN.

6.3. Criterios de Seleccion de la Muestra

Criterios de Inclusién

- Que acepten participar en el estudio y firmen una carta de consentimiento
informado.

- Mayores de 18 afios, o0 mayores de 17 afios con el consentimiento de su tutor o
responsable.

- Mujeres con sospecha de cancer de mama

- Pacientes con cancer de mama etapas clinicas etapas I, Il y Ill.

- Pacientes virgenes a tratamiento.

Criterios de Exclusién
- Mujeres embarazadas con cancer de mama.

- Pacientes que se encuentren recibiendo anticoagulacion

Criterios de Eliminacion

- Mujeres embarazadas con cancer de mama.

Pacientes tratadas ya sea con cirugia, quimioterapia, hormonoterapia o
radioterapia.

Pacientes en quienes no haya sido posible determinar la actividad de DPP4 en
plasma.

Pacientes que retiren su consentimiento informado.
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Consideraciones éticas.

Esta investigacion ha sido disefiada con base en los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos, adoptadas por la 182 Asamblea Médica
Mundial Helsinky, Finlandia en junio de 1964 y enmendadas por la 292 Asamblea Médica
Mundial en Tokio, Japén en octubre 1975; 352 Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia
en octubre de 1983; 412 Asamblea Médica Mundial de Hong Kong en septiembre de 1989;
482 Asamblea General Somerset West, Sudafrica en octubre de 1996 y la 522 Asamblea
General de Edimburgo, Escocia en octubre de 2000. Nota de clarificacion del parrafo 29,
agregada por la asamblea general de la AMM Washington 2002, nota de clarificacién del
parrafo 30, agregada por la asamblea general de la AMM, Tokio 2004.

Esta investigacion por ser de tipo cuasi experimental y debido a que no se administrara
ninguna medida terapéutica y Unicamente se realizaran medidas diagndsticas, con toma de
sangre venosa y medidas antropométricas, conlleva un riesgo minimo de acuerdo a la Ley
General de Salud contenida en la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos
en materia de investigacion para la salud en seres humanos, Titulo Segundo, Capitulo I,
Articulo 17, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el dia 3 de Febrero de 1983.

La toma de sangre periférica (5 ml), no provoca descompensacion hemodinamica o
incrementa el deterioro del paciente. Se apega a las normas establecidas en el Instructivo
de Investigacién Médica del IMSS, contenidas en el Manual de Organizacion de la Direccién
de Prestaciones Médicas y Coordinacion de Investigacion Médica de 1996.

En cada caso se obtendra una firma del consentimiento informado que contendrd los
propdsitos y objetivos de la investigacion, los beneficios y posibles riesgos como las
molestias e inconvenientes de la participacion del paciente, asi como también el derecho
de retirarse en cualquier momento y por cualquier motivo de la investigacion, sin detrimento
en su atencion médica. La identidad y los datos de los pacientes, asi como los resultados

de la investigacién son confidenciales.
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6.4 Muestras Biologicas

Las muestras biolégicas de sangre de pacientes con cancer de mama se recolectaron en
el &rea de oncologia ginecoldgica del hospital de la mujer previa firma de consentimiento
informado y previa autorizacién del comité de ética e investigacion de esta institucion. Esto
se realiz6 de acuerdo a la Norma oficial mexicana NOM -087 ECOL- SSA1-2002, proteccion
ambiental — salud ambiental — Residuos peligrosos bioldgico — infecciosos — clasificacion y
especificaciones de manejo Fraccion 3.10. Se incluyeron 20 pacientes, 14 diagnosticados
con cancer de mama y 6 con otra patologia mamaria.

La obtencién de la muestra sanguinea se obtuvo de sangre venosa periférica, utilizando

tubos con heparina sédica (86 unidades USP), previa asepsia y antisepsia de la region a

puncionar.

Métodos de laboratorio

6.5 Medicion de Actividad de Dipeptidil Peptiasa 4 (DPP4)

La actividad de DPP4 fue medida en plasma de paciente con cancer de mama empleando
un ensayo colorimétrico adquirido de Sigma, St. Louis, MO, USA y un lector de placas. En
este ensayo, DPP4 rompe H-Gly-Pro-AMC para liberar un producto fluorescente 7-amino-
4-methylcoumarin (AMC), el cual es medido espectrofotométricamente de manera continua
por 35 min a 460 nm. Definiendo una unidad de actividad como la cantidad de enzima que

puede hidrolizar el sustrato de DPP4 para dar 1.0 ymol of AMC por min a 37 °C*°,
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6.6 Variables
Nombre de la | Definicion Definicién Tipo de Escala de | Unidad de
Variable Conceptual Operativa Variable Medicion Medicién
Receptor Cantidad del Negativo
Receptor para el | receptor en la | Cualitativa | Ordinal y
péptido membrana Positivo
GLP-1 similar a | celular
glucagon
Actividad de | Cantidad de
Actividad la enzima | AMC nmol/min/m
de DPP4  que | generado por g de
DPP4 rompe Gly- [ la actividad | Cuantitativ | Continua | proteina
Pro-AMC de a
para liberar el | DPP4
producto 7-4-
metilcoumari
na (AMC).
T: tamafio
del tumor.
Etapa Clasificaciéon | N: ganglios Cualitativa | Ordinal Ly IV
Internacional | palpables.
Clinica que evalla lo | M: metéastasis
avanzado del a distancia
cancer
Caracteristicas | Recomendac | Variedad
histopatoldgica | i6bn consenso | histoldgica Grado 111,11/
S de colima (SBR), grado bajo grado,
de Cuantitativ grado
diferenciacié | a / intermedio y
n, Cualitativa alto grado
permeacion Continuo / | /positivo
vascular / Ordinal negativo
Receptor
estrogenos,
receptor
progesterona
y HER-2
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Descripcion Operativa del Estudio

Los pacientes fueron evaluados en la consulta externa de primera vez en el consultorio de
oncologia quirdrgica, en caso de reunir los criterios de inclusion se procedi6 a invitar al
paciente al estudio. Se explico el motivo del estudio y de estar de acuerdo se le solicit6 la
firma del consentimiento informado.

Se tom6 una muestra de sangre (5 ml) la cual se procesé en el area de laboratorio de
Oncologia molecular y estrés oxidativo de la Escuela Superior de Medicina del Instituto
Politécnico Nacional donde se realizé la determinacion de la actividad de DPP4. La
caracterizacion patoldgica de la biposia tumoral fue realizada en el laboratorio de patologia
del hospital de la mujer.Los resultados del estudio histolégico fueron realizados como rutina
para el diagnostico de cancer de mama en el paciente. Los valores de actividad de DDP4
se determinaron espectrofotométricamente y se compararon con un grupo de pacientes que

presentaron una patologia mamaria diferente a cancer de mama.

32



33

VII. RESULTADOS

El estudio se inici6 reclutando pacientes con cancer de mama y pacientes con otra
patologia mamaria siguiendo los criterios de inclusion. En la figura 3 se muestra el
total de pacientes (14 pacientes con cancer de mama y 6 con otra patologia

mamaria).

Muestra de 20 pacientes

—

= Pacientes con cancer = Mastitis aguda y cronica inespecifica,
= Fibroadenoma Hiperplasia ductal atipica
= Papiloma intraductal = Absceso por TB

» Fibroadenoma

Figura 3. Grupos de estudio: pacientes con cancer de mamay pacientes sin cancer de mama

(otras patologias mamarias).

En la Tabla 3 se describe las participantes reclutadas en cada grupo de estudio. Como se
puede observar el grupo de pacientes con cancer de mama se encontré en la edad
caracteristica de diagnostico de esta patologia (Tabla 3). El grupo de pacientes sin cancer

de mama fue aproximadamente en promedio 27 afios mas joven.
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Referente al IMC el grupo con cancer de mama se presentaron con obesidad grado
1, mientras que el grupo sin cancer de mama fue normopeso. Con respecto al
namero de gestas, menarca y consumo de tabaco ambos grupos fueron similares.
Interesantemente, el 37% de las pacientes con cancer de mama fueron diabéticas

no observandose esta patologia en el grupo de pacientes sin cancer de mama.

Tabla 3. Caracteristicas de los grupos de estudio

Caracteristica Pacientes con Pacientes con otra
cancer patologia
Promedio Promedio
Edad 58 + 12 afnos 31 + 13 afnos
IMC 32+10 26 +4
Numero de gestas 2.07 1.33
Menarca 12.3 afos 11.5 afos
Tabaquismo 0 0
Antecedentes de 21.4% 50%
Cancer
Diabéticas tipo 2 37.1% 0

El estudio histopatolégico de las biopsias del grupo con cancer de mama mostro el tipo de
cancer luminal A como el mayoritario y 2 pacientes de los cuales no se pudo obtener esta

informacion (Tabla 4).

34



Tabla 4. Clasificacion molecular de pacientes con cancer de mama.

Subtipo molecular de Numero de
cancer de mama pacientes

Luminal A

Luminal B 2
Her-2 1
Triple negativo 1
Sin Reporte 2

Establecida una caracterizacion de los grupos de estudio se procedi6 a determinar la
actividad de DDP4 en ambos grupos. Esta determinacion se realiz6 como se indica en
material y métodos.
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En la figura 4 se muestra las actividades obtenidas en ambos grupos, como se puede
observar una mayor actividad de DPP4 fue observada en el grupo de pacientes con

cancer de mama.

Actividad de DDP4 (U/L)

Figura 4. Actividad de DDP4 en paciente sin y con cancer de mama. Una unidad de actividad (U)
se define como la cantidad de enzima que libera 1 umol de pNA del substrato por minuto. El
ensayo fue realizado en duplicado de cada muestra.
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VIII. DISCUSION

El cancer de mama continua siendo la primera causa de mortalidad por cancer en
las mujeres a nivel mundial y en México, se saben de métodos de imagen para su
diagndéstico y seguimiento asi como el impacto que tienen los factores de riesgo
sobre la enfermedad en donde los factores genéticos y metabdlicos tienen un
importante papel 416,

Se puede observar como se reporta en a la literatura que a mayor edad mayor
riesgo para cancer de mama, también el IMC el cual fue mayor en las pacientes
con cancer ademas de que el grupo con cancer presento el antecedente de ser
diabética, siendo esta una de las teorias para el génesis de la patologia proponiendo
una regulacioén alterada de las hormonas sexuales endogenas'’?! . En este estudio
se midié la actividad de DPP4 observando una mayor actividad en el grupo de
pacientes con cancer de mama, siendo DPP4 quien regula la actividad o nivel de
expresion de GLP-1 quien ha mostrado actividad anticancerigena en células de
cancer de mama , de las 14 pacientes la enzima DDP4 al presentar mayor actividad
redujo los niveles de GLP-1 generando una modificacion en la transformacién
neoplasica o progresion del tumor en esas pacientes. 303132 Tal como se pudo
observar en un estudio en Japén (2017) donde la accién agonista de GLP-1

disminuyo el nimero de células de cancer de mama®®.
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Xl. CONCLUSIONES

Los pardmetros clinicos como el IMC y antecedentes metabdlicos como los que presento
el grupo con cancer de mama son de vital importancia para la evaluacion y seguimiento de

las pacientes con la patologia oncoldgica .

DPP4 al presentar mayor actividad en el grupo de cancer disminuye GLP-1 restando la
actividad anticancerigena que confiere esta, interesantemente en este estudio piloto mostro
incremento de DPP4 en el grupo de pacientes con cancer; se necesitara de un mayor
namero de pacientes para obtener mayor informacion estadisticamente significativa asi

como diferentes grupos histolégicos para saber mejor el comportamiento de GLP-1y DPP4,
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XI. ANEXOS

11.1 RECOMENDACIONES PARA EL REPORTE HISTOPATOLOGICO DEL
CARCINOMA MAMARIO INFILTRANTE

Este Consenso recomienda el protocolo de la AJCC para el examen de
especimenes de pacientes con cancer de mama.

A continuacién, se mencionan los parametros del diagnéstico que consideramos

imprescindibles en el reporte histopatoldgico.

l. Tipo de procedimiento realizado: diagndstico o terapéutico y localizacion
anatémica.

Il. Il. Pardmetros macroscopicos:
a) Peso y tamafio del tumor en sus tres dimensiones.
b) Tipo de bordes: infiltrantes y no infiltrantes.
c¢) Distancia del tumor con los bordes y el lecho quirargico, referidos por el
cirujano.

Il. Parametros microscépicos:

a) Tipo histolégico: el diagnéstico del tipo histoldgico debe apegarse a los criterios de

b)

la 42 edicion de la Clasificacion de los Tumores de la Mama segun la OMS*®2,

En caso de observar diferentes patrones, especificar el porcentaje de cada uno de
ellos.

Grado histoldgico: el carcinoma canalicular infiltrante y todas sus variantes, con
excepcién del carcinoma medular, deberan graduarse con el esquema de Scarff-
Bloom-Richardson (SBR) descrito a continuacion:

. Formacion de tubulos:

— Calificacion de 1: 75% o més del tumor compuesto por tubulos.

— Calificacion de 2: de 10 a 75% del tumor compuesto por tubulos.

— Calificacion de 3: menos de 10% del tumor compuesto por tlbulos.

. Grado nuclear:
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— Calificacion de 1: nacleo pequefio, uniforme, cromatina densa.

— Calificacion de 2: nacleo con moderada variacion en tamafio y forma; puede
observarse nucléolo poco aparente

. — Calificacién de 3: nacleo con marcado incremento en tamafo, forma y

contornos irregulares, 2 o mas nucléolos prominentes, cromatina gruesa.

. Numero de mitosis:
— Calificacion de 1: igual o menor a 3 mitosis por mmz2.
— Calificacion de 2: 4 a 7 mitosis por mm2.

— Calificacion de 3: igual o mayor a 8 mitosis por mmz2.

*Consultar tabla de conversion de objetivo en referencia 3.

También se recomienda agregar el nimero de mitosis por 10 campos de gran
aumento (400x).

Se deberan reportar por separado los tres parametros mencionados y el
puntaje final para determinar el grado histoldgico, el cual sera como sigue:
— Grado I: 3 a5 puntos.

— Grado II: 6 a 7 puntos.

— Grado lll: 8 a 9 puntos.

El carcinoma lobulillar debe evaluarse con la escala de SBR modificada®:.

Il Ante la presencia de carcinoma canalicular in situ o neoplasia
intralobulillar, mencionar el tipo y porcentaje.

V. IV. Permeacion linfovascular valorada en el tejido peritumoral.

V. Infiltracion a piel, pezén y areola (dermis papilar, reticular, ulcerada), y
musculo.

VI. La evaluacion del infiltrado linfocitico tumoral (TILS) se realizaré siguiendo

las recomendaciones del International TILs Working Group 2014.5 Los

porcentajes se reportan en tres grupos: 1-19% bajo, 20-49% intermedio y =
50% alto.

VII. Reportar la presencia de microcalcificaciones en biopsias con aguja de

corte, biopsias por estereotaxia y productos de cirugias conservadoras.

44



VIII.

IX.

45

Otras entidades asociadas (hiperplasia, células columnares, adenosis
microglandular, etc.).

Diseccioén axilar: a) Especificar el total de ganglios disecados. b) NUmero
de ganglios con metéstasis. c) Tamafio de los ganglios disecados. d)
Ruptura capsular e infiltracién por células neopléasicas en los tejidos
blandos periganglionares.
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