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Resumen

Introduccion

La relacion entre cancer y obesidad es compleja, sin embargo se ha observado su efecto
en el desarrollo, progresion y prondstico del cancer de mama, a través de la secrecion de
multiples adipocinas como la leptina. La morbilidad y mortalidad por este cancer de mama
es mayor en las mujeres posmenopdusicas con obesidad, sin embargo no se cuenta con
marcadores prondsticos o predictivos que permitan identificar a estas pacientes asi como
ofrecerles un mejor tratamiento especifico.

Objetivo

Analizar la expresion de la leptina (LEP), y su receptor (LEPR), en tejido mamario
tumoral de mujeres con peso normal, sobrepeso u obesidad y asociarlos al prondstico del
cancer de mama no hereditario.

Sujetos y Métodos

Estudio de cohorte en mujeres posmenopausicas con diagnostico de cancer de mama y
diferentes indices de masa corporal, a quienes se les determind mediante inmunohistoquimica
la presencia de leptina y su receptor en tejido tumoral, asi como la supervivencia libre de
recurrencia (SLR) a 3 afios.

Resultados

La expresion proteica de LEP y LEPR fue mayor en mujeres con sobrepeso u obesidad,
en comparacion con mujeres con indice de masa corporal (IMC) normal (p= 0.032 y p=
0.013, respectivamente). Observamos una expresion significativamente mayor de LEPR en
células tumorales de mama de mujeres con obesidad (58.8%), en comparacién con mujeres
con IMC normal (32.7%) (p= 0.007). La tasa de supervivencia a 3 afios, en pacientes con
expresion positiva de LEPR fue del 88% y en mujeres con expresion negativa de LEPR del
98% [cociente de riesgo (HR) = 6.58; intervalo de confianza (IC) 95%: 1.22-35.43; p=
0.028].

Conclusiones

Las mujeres posmenopausicas con obesidad y cancer de mama presentan una mayor
expresion de LEP y LEPR en los tumores de mama en comparacion con las mujeres con IMC
normal. Las mujeres con tumores LEPR positivos tienen peor supervivencia libre de
recurrencia en comparacion con los tumores LEPR negativos, independientemente del IMC.
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Introduccion

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea causada por la acumulacion
progresiva de alteraciones genéticas (DeVita y cols., 2015). Es la principal causa de muerte
por cancer en mujeres a nivel mundial y en México (Bray y cols., 2018). Se ha descrito un
incremento progresivo de la mortalidad por cancer de mama en las mujeres mexicanas,
constituyéndolo en un problema de salud publica importante. Asi mismo, la transicion
demografica que se observa a través del territorio nacional da cuenta del incremento en las
tasas de obesidad en el pais, observando un aumento progresivo de la prevalencia de
sobrepeso y obesidad (Hernandez y cols., 2016).

La relacion entre cancer y obesidad es compleja, sin embargo se ha observado que esta
ultima tiene un efecto en el desarrollo, progresion y prondstico del cancer de mama. La
morbilidad y mortalidad secundaria a este cancer es mayor en las mujeres posmenopausicas
con obesidad, sin embargo no se cuenta con marcadores pronodsticos o predictivos que
permitan identificar a estas pacientes, asi como ofrecerles un mejor tratamiento especifico.
Las adipocinas producidas por el tejido adiposo y el propio tejido tumoral pueden
considerarse potenciales biomarcadores para este subgrupo de pacientes. La leptina (LEP) es
una de estas adipocinas, que actiia a través de su receptor (LEPR) activando diferentes vias
de sefializacion celular fundamentales para el proceso oncogénico.

En el siguiente trabajo describimos esta relacion entre obesidad y cancer de mama, la
funcion de la leptina y su receptor en la biologia de este cancer y su relacion con el indice de
masa corporal (IMC) de las mujeres con cancer de mama. Con base en lo anterior, el objetivo
de este estudio fue analizar la expresion de LRP y LEPR en el tejido tumoral mamario de
mujeres con peso normal, sobrepeso u obesidad y establecer la posible asociacion entre esta

expresion y el IMC, asi como determinar su posible valor pronostico



Marco Tedrico

Cancer de mama

El cancer de mama (CaM) es un problema de salud publica mundial ya que es el
cancer mas comun entre las mujeres adultas y también la principal causa de muerte por cancer
en las mismas, en todo el mundo. De acuerdo con GLOBOCAN 2018, se estimé que
existieron aproximadamente 2.1 millones de nuevos casos, es decir un 24.2% del total de
neoplasias diagnosticadas en mujeres a nivel mundial y aproximadamente el 15% (626,679)
del total de muertes relacionadas con céancer en el ano 2018 (Bray y cols., 2018).

En México, de acuerdo con la ultima estimacion realizada en el 2018 por el
GLOBOCAN, nuestro pais presento una tasa de incidencia de aproximadamente 42 mujeres
por cada 100,000 habitantes, de las cuales se documento6 la muerte de 10.5 mujeres por cada
100,000; lo que significa que alrededor de un 25% de los nuevos casos registrados,
fallecieron (Bray y cols., 2018). Asi mismo, de acuerdo con los ultimos reportes realizados
en el ano 2011, el CaM en M¢éxico ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad, de
neoplasias malignas en mujeres mayores de 25 afnos (Secretaria de Salud, Direccion General
de Epidemiologia Anuario de Morbilidad 1984 -2018).

Esta tendencia del CaM, desplaz6 al cancer cérvico uterino como la principal causa
de muerte por neoplasia maligna en mujeres mayores de 25 afnos. El CaM representa una
importante causa de muerte prematura, ya que 60% de las mujeres que mueren en el mundo,
tiene entre 30 y 59 anos de edad (Knaul y cols., 2009a). México no es la excepcion, ya que
en el afio 2006, este cancer se convirtid en la segunda causa de muerte mas comun en el grupo
de mujeres de 30 a 54 afos (Knaul y cols., n.d., 2009a; Knaul y cols., 2009b). Asimismo, se

ha descrito de que la edad promedio de inicio del CaM es menor en los paises en desarrollo



que en los paises mas desarrollados (Rodriguez-Cuevas y Garcia, 2006; Rodriguez-Cuevas
y cols., 2000)

En relacion con su etiologia, se ha estimado que los alelos de alta penetrancia
conocidos como BRCA-1 y 2, explican alrededor del 25% del CaM de tipo hereditario
(Pharoah y cols., 2008). Dichos genes, han sido ampliamente estudiados y en la actualidad
son de apoyo para el asesoramiento genético en mujeres con CaM familiar; sin embargo, el
mayor porcentaje de mujeres con este cancer se deben a mutaciones esporadicas. En la
actualidad se desconoce con precision su etiologia, pero se considera al CaM un
padecimiento multifactorial, en el cual la predisposicion genética, la exposicion a factores de
riesgo, como son los factores reproductivos, el estilo de vida (incluyendo una menor actividad
fisica, el consumo de dietas altas en calorias, etc.) y la obesidad, entre otros, podrian
desempefiar un rol crucial en el desarrollo de la enfermedad (Hulkay Moorman, 2008; World
Health Organization, 2006).

El diagnostico del cancer de mama se realiza ante la sospecha clinica o por estudios de
imagen de la presencia de una tumoracion maligna, estos cambios pueden incluir asimetrias
en la mama, cambios de coloracion en la piel, lesiones palpables y/o secrecion a través del
pezon, mientras que los estudios de imagen que apoyan el diagnostico incluyen el ultrasonido
y la mastografia (Cardenas-Sanchez y cols., 2019). Establecida la sospecha, el diagndstico
se confirma mediante biopsia y estudio histopatologico de la lesion, el cual debe estar
complementado con inmunohistoquimica (IHQ) para los receptores de estrogeno,
progesterona y factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2neu) (Cardenas-Sanchez
y cols., 2019). La determinacion por [HQ de estos receptores permite diferenciar 4 subtipos
de CaM, los que son receptores hormonales (RH) positivos con HER2neu negativo, aquellos

con RH positivos y HER2neu positivo, los que solo expresan HER2neu y son RH negativos



y los triples negativos [RH(-)/HER2neu(-)] (Goldhirsch y cols., 2013). Estos cuatro subtipos
se han correlacionado con los subtipos moleculares del CaM, que son determinados mediante
secuenciacion masiva, lo que permite definir con mayor precision su perfil de expresion
génica, sin embargo en la practica clinica no se realiza por su alto costo y se prefiere el uso
de IHQ (Bhargava y cols., 2009; Rakha y cols., 2007).

Una vez confirmado el diagnostico, se debe estadificar a la paciente, lo cual se realiza
acorde a la clasificacion de TNM que establece el American Joint Committee on Cancer
(AJCC) (AJCC, 2017). Esta clasificacion establece en general cuatro estadios del CaM (I, 11,
I y IV), dependiendo del tamafio del tumor primario (T), la presencia de metéstasis
ganglionares locorregionales (N) y metastasis a distancia (M). En su Gltima version también
incluye el grado histologico y la presencia de RH y HER2neu, con lo cual se ha incrementado
la complejidad de la estadificacion del CaM, pero en general se pueden resumir en etapas
tempranas (I/II), etapas localmente avanzadas (II/IIl) y avanzadas o metastasis (IV).

El estadio del CaM determinara el tratamiento y el pronostico inicial de las pacientes.
En forma resumida, las etapas tempranas se manejan con cirugia, misma que puede ser
conservadora de la mama o mastectomia radical, con quimioterapia, hormonoterapia y/o
radioterapia adyuvante (subsecuente a la cirugia), los estadios localmente avanzadas aun
potencialmente curables pueden tratarse con una combinacion de quimioterapia
(neoadyuvante o adyuvante), cirugia, hormonoterapia y/o radioterapia, mientras que los
estadios metastdsicos, incurables, se manejan de forma paliativa principalmente con
tratamiento sistémico como quimioterapia u hormonoterapia, con uso de cirugia y
radioterapia de forma paliativa en casos selectos (Cardenas-Sanchez y cols., 2019).

El pronéstico de las mujeres con CaM depende principalmente del estadio al

diagnostico, describiéndose una supervivencia global a 5 afos para estadios I, II y III de
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98.2%, 91.8% y 74.5%, respectivamente. En forma similar, la supervivencia libre de
recurrencia de la enfermedad a 5 afios es de 95% para estadios I, 82.5% para estadios I y
55.4% para estadios III (Ibis y cols., 2018). Ademas del tamafio tumoral, la presencia de
metastasis ganglionares, grado histoldgico, la expresion de receptores hormonales o
HER2neu que en conjunto determinan el estadio de la enfermedad, otros factores pueden

tener un valor prondstico, dentro de los cuales se describe la obesidad.

Obesidad

La obesidad esta definida como una condicion donde existe un exceso en la grasa
corporal de un individuo y de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud se define,
con base a un IMC igual o mayor a 30 kg/m? (World Health Organization, 1998). La
prevalencia de obesidad en los adultos en México en el afio 2000 fue del 24%, lo que
representa un incremento del 2.5% a lo reportado una década antes (ENSANUT, 2000). Este
incremento se mantuvo de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon del afio
2012, donde la prevalencia de la obesidad en los adultos fue del 30%, con una prevalencia
mayor en mujeres (34.5%) que en hombres (24.2%) (ENSANUT, 2012), y esta tendencia de
aumento en la prevalencia se mantiene en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de
Medio Camino del afio 2016, con una prevalencia de 38.6% en mujeres mayores de 20 afios
de edad (ENSANUT MC, 2016).

Los cambios en la composicion y disponibilidad de ciertos tipos de alimentos, asi como
la disminucion en la actividad fisica observados en las ultimas décadas, han condicionado el
aumento en la prevalencia de la obesidad infantil y de los adultos durante un intervalo de

tiempo relativamente corto (Cohen, 2008; Wieting, 2008). De tal forma, que el exceso en la
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adiposidad corporal constituye uno de los mayores retos para la salud publica mundial en
este siglo.

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que la obesidad se asocia con un mayor
riesgo de morbilidad, discapacidad y mortalidad (Schelbert, 2009). Asimismo, se ha
establecido que el impacto de esta sobre la mortalidad es casi tan importante como el del
tabaquismo (Peeters y cols., 2003). La obesidad se ha asociado con una larga lista de
entidades patologicas, como la diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y algunos
tipos de neoplasias, entre otras (Guh y cols., 2009; Marchesini y cols., 2008; Reisin y Jack,
2009). Hay que considerar que la obesidad ocupa el segundo lugar, inmediatamente por
debajo del tabaquismo, como la causa evitable mas importante asociada con la aparicion de
neoplasias en el ser humano.

La obesidad por si misma y todas las comorbilidades con las que se asocia aumentan
la mortalidad de manera significativa, estimandose una reduccion de la esperanza de vida de
por lo menos cinco afios (Nagai y cols., 2012; Wyatt y cols., 2006). Por otro lado, se ha
considerado que el resultado de los costos anuales de atencion a la salud, derivados de la
obesidad y de las complicaciones asociadas, representa y sobre todo representara, costos
prohibitivos que crearan crisis financieras en los sistemas de salud en los afios futuros (Dee
y cols., 2014; Ryan, 2009).

En un estudio prospectivo se demostré que cuando el IMC rebasa los 35 kg/m?, la
obesidad puede favorecer el desarrollo de diversos tipos de neoplasias (Calle y cols., 2003).
El Fondo de Investigacion Mundial del Cancer, ha estimado desde hace muchos afios, que
alrededor del 30-40% de todos los canceres se pueden atribuir a una alimentacion inadecuada,
a la inactividad fisica y a la presencia de incremento ponderal (World Cancer Research Fund/

American Institute of Cancer Research (WCRF/AICR), 2007). En relacién con aquellos tipos
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de canceres en los cuales se ha postulado que la obesidad influye en su morbilidad y/o
mortalidad, el cancer de mama ocupa un lugar preponderante (Brown y Simpson, 2012;

Reddy y cols., 2013; Wang y cols., 2012).

Obesidad y Cancer de Mama

Se ha descrito el rol que poseen el sobrepeso y la obesidad en el desarrollo del cancer,
asi como en su progresion y pronostico (Clearyy Grossmann, 2009). El enfoque de diversos
estudios se ha encaminado hacia la relacion del peso corporal al momento del diagnostico
del cancer, observando que el sobrepeso/obesidad aumentan el riesgo de desarrollo de la
enfermedad neoplasica, ademas de como el estado del peso corporal impacta sobre el
pronostico con respecto a la sobrevida libre de enfermedad y/o mortalidad (World Cancer
Research Fund/ American Institute of Cancer Research (WCRF/AICR), 2007).

En un estudio de alrededor de 4,000 mujeres llevado a cabo en EE.UU., se determiné
que por cada aumento de 5 kg en peso después del diagndstico de CaM, aumentaba en 13%
la mortalidad especifica por este tipo de cancer (Nichols y cols., 2009). De igual forma, se
ha sugerido que las mujeres que presentan obesidad al momento del diagnostico de CaM
presentan un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad (Chlebowski y cols., 2002; Majed
y cols., 2008), muerte por este cancer (Dal Maso y cols., 2008; Rock y Demark-Wahnefried,
2002) y de mortalidad general (Carmichael, 2006; Dawood y cols., 2008; Ryu y cols., 2001).
Ryu y cols., (2001) llevaron a cabo un meta-andlisis, en donde incluyeron mas de 8,000
mujeres habiendo encontrado que la obesidad al momento del diagndstico se asocia con un
mal pronodstico, con una razén de momios de 1.56 (IC al 95% = 1.22-2.00) para todas las

causas de mortalidad.
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Sin embargo, la evidencia que vincula a la obesidad con el CaM es compleja y con
resultados inconsistentes (Cheraghi y cols., 2012). Algunos estudios refieren que la obesidad
durante la pre-menopausia estd inversamente relacionada con este cancer (Carmichael y
Bates, 2004; Palmer y cols., 2007) y otros estudios no encuentran asociaciéon o bien una
asociacion positiva (Cecchini y cols., 2012; Eng y cols., 2005; Ogundiran y cols., 2012). Por
otra parte, la relacion de la evaluacion del impacto del peso corporal, como un factor de riesgo
de CaM en mujeres posmenopdusicas, constituye un aspecto de esta enfermedad
ampliamente investigado (Washington, 2007) (World Cancer Research Fund/ American
Institute of Cancer Research (WCRF/AICR), 2007). Se ha descrito que la obesidad durante
la posmenopausia se relaciona positivamente con la incidencia de CaM (Carmichael y Bates,
2004; Cheraghi y cols., 2012; Lahmann y cols., 2004; Phipps y cols., 2012; Xu y cols., 2012);
asimismo se ha demostrado que la obesidad aumenta el riesgo de CaM en un 30% en las
mujeres posmenopausicas y se asocia con el 21% de todas las muertes por CaM en todo el
mundo (Carmichael, 2006; Danaei y cols., 2005; Rack y cols., 2010).

En las mujeres posmenopéusicas con obesidad, el tejido adiposo es la fuente principal
de la sintesis de estrogenos, siendo la exposicion a estrogenos uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de algunos tipos de CaM (Carmichael, 2006; Cleary y
Grossmann, 2009). Por otra parte, la obesidad conduce a la expresion alterada de otras
hormonas, factores de crecimiento, citocinas inflamatorias y adipocinas que promueven la
supervivencia, la metéstasis, la angiogénesis, y la disminucion de la apoptosis de células
cancerosas (Khan y cols., 2013).

Las adipocinas son pequeios péptidos que actian como factores de crecimiento
hormonal que son secretados principalmente por los adipocitos del tejido adiposo blanco. Se

ha descrito que las adipocinas desempefian un rol importante en la etiologia del CaM en
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mujeres con obesidad (Vona-Davis y Rose, 2007). Las dos adipocinas que se han asociado
en mayor grado con el desarrollo de este cancer son la leptina y adiponectina (Grossmann y

Cleary, 2012; Khan y cols., 2013).

Leptina, Cancer de Mama y Obesidad

La leptina (LEP) es una hormona polipeptidica multifuncional que desempena un rol
clave en la saciedad, en el gasto de energia, en la ingesta de alimentos, asi como en diversos
procesos reproductivos (Colslins y cols., 1996). El gen (OB) localizado en el cromosoma 7
codifica para la leptina, la cual estd constituida por 167 aminoacidos, con un peso molecular
de 16 kDa (Zhang y cols., 1994).

Las acciones moleculares de esta hormona son mediadas a través de su receptor de
superficie celular transmembrana, LEPR, que pertenece a la familia de receptores de
citocinas y que se encuentra presente en diversos tejidos (Ahima y Osei, 2004; Tartaglia,
1997). Se han descrito diversas isoformas del receptor de la leptina con diferentes dominios
citoplasmaticos C-terminal (Barr y cols., 1999; Hynes y Jones, 2001). La LEPRI, es la
isoforma larga del receptor de la leptina, ya que contiene un dominio extracelular,
transmembranal e intracelular largo, que consta de aproximadamente 306 aminoacidos
(Tartaglia, 1997). Otras isoformas conocidas como cortas (LEPRs) son mas abundantes en
los tejidos periféricos y contienen un dominio intracelular corto de 23 aminoacidos (Hynes y
Jones, 2001). Solo la isoforma larga (LEPRI) tiene un potencial de sefializacién completa, ya
que las isoformas cortas (LEPRs) carecen o tienen abolida esta actividad de sefializacion

(Zabeau y cols., 2003).
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El tejido adiposo es la fuente principal de secrecion de la leptina; en forma interesante,
¢ésta también puede ser secretada a partir de tejido normal y de tejido maligno de mama,
placenta, estbmago y musculo esquelético. Se ha descrito que las concentraciones de la
leptina aumentan en forma proporcional al indice de masa corporal; es decir, los individuos
con obesidad presentan concentraciones en suero de esta hormona més altos, debido a un
aumento en la liberacion de la leptina por parte de los adipocitos (Hamilton y cols., 1995).

Existen diversas evidencias tanto in vitro como in vivo que relacionan la leptina y su
receptor con el CaM. Estudios in vivo llevados a cabo en ratones hembra obesas nulas tanto
para la leptina (Lepob/Lepob) como para su receptor (Leprdb/Leprdb), no desarrollaron
tumores mamarios, lo que da evidencia que la leptina y su receptor estd implicados en la
tumorogénesis de mama (Cleary y cols., 2004, 2003). Por otra parte, se ha descrito que tanto
la leptina como su receptor esta sobre-expresados en los tumores de mama y estan asociados
con metastasis a distancia (Garofalo y cols., 2006; Ishikawa y cols., 2004). En relacién con
el receptor de la leptina, se ha demostrado que se expresa de forma frecuente en tejidos de
CaM (~80% de los casos) y se sobre-expresa en células epiteliales de cancer de mama en
comparacion con las células epiteliales de tejido mamario no maligno (Fiorio y cols., 2008;
Garofalo y cols., 2006; Otvos y Surmacz, 2011). De igual forma, Laud y cols., (2002)
describieron que las isoformas LEPRI y LEPRs se expresan tanto en muestras de tumores
primarios de mama como en lineas celulares humanas de CaM.

El mecanismo de accion de la leptina es diverso, se ha caracterizado que la isoforma
larga del receptor de la leptina actia a través de la activacion de las vias Janus cinasa 2
(JAK?2)/ Transductor de sefal y activador de transcripcion 3 (STAT3) y proteina cinasas
activadas por mitogenos (MAPK), induciendo la expresion del proto-oncogen myc (c-MYC)

y consecuentemente induce un aumento en la proliferacion y supervivencia celular (Bjerbaek
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y cols., 1997; Yin y cols., 2004). Por otro lado, la isoforma corta del receptor de leptina que
inicialmente se creia que no era funcional, recientemente se ha descrito que activa
principalmente la via de las MAPK, y aparentemente es la responsable de la actividad
mitogénica (Bjerbaek y cols., 1997). En un estudio reciente (Park y cols., 2012), se demostro
que la leptina podria estar involucrada en la regulacion de la proliferacion celular endotelial
y en la promocion de la angiogénesis, ya que al tratar a células de CaM de raton con leptina,
se observd un aumento de la expresion de los genes del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y de su receptor-2 (VEGF-R2); proponiendo que la leptina puede promover
la angiogénesis a través de VEGF.

Otro mecanismo asociado a CaM en el que participa la leptina, es a través de la sintesis
de estrogenos por incremento en la actividad de la enzima aromatasa, enzima miembro de la
superfamilia de citocromo P450 encarga de la sintesis de estrogenos a partir de la
aromatizacion de androgenos (Kitawaki y cols., 1999), dando lugar a un aumento de la
viabilidad y la proliferacion celular. Estudios in vitro llevados a cabo en lineas celulares de
CaM humano, han demostrado que la expresion de LEPR y su sefializacion se correlacionan
con la presencia del receptor de estrogenos 1 (ESR1) (Fusco y cols., 2010); asimismo, los
estudios realizados en lineas celulares de carcinoma mamario primario, demostraron que la
expresion del LEPR se correlaciona positivamente con la expresion del ESR1, sugiriendo
una asociacion positiva entre los estrogenos, la leptina y el desarrollo de CaM en humanos.

En un estudio en mujeres con CaM, la concentracion sérica de leptina se encontrd que
era mayor en mujeres tratadas con tamoxifeno en comparacion con lo encontrado en mujeres
controles (Ozet y cols., 2001). Los autores sugieren que la uniéon de tamoxifeno al ESR1
reduce la expresion de dicho receptor, lo que se traduce en una disminucién concomitante en

la expresion del receptor de la leptina y en ultima instancia un aumento de las concentraciones
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plasmaticas de la leptina. Miyoshi y cols. (2006), llevaron a cabo un estudio en 91 mujeres
con CaM demostrando que los tumores de mama con altas concentraciones intratumorales
del RNAm del receptor de la leptina se asociaron con un mal prondstico, particularmente en
el subconjunto de pacientes con leptina sérica alta o con alto nivel intratumoral de RNAm de
la leptina. Mas recientemente, Kim y cols. (2009) realizaron tincién de LEP y LEPR en tejido
tumoral de 517 pacientes con cancer de mama, encontrando que el ser positivo a esta
adipocina brindaba un mejor prondstico, con una reduccion del riesgo de recurrencia de un
80% a pesar de estar asociada con factores clinico patoldgicos de mal prondstico como
tamafio tumoral, metastasis ganglionares, ki67, etc. Sin embargo, no encontraron una
asociacion con el receptor de leptina. De forma similar, Khabaz y cols. (2017) describen un
efecto protector de la leptina, ya que los tumores leptina negativos presentan una peor
supervivencia, sin embargo, no tomaron en consideracion el IMC ni el estado menopausico
de las pacientes.

Finalmente, se ha sugerido que la leptina podria aumentar o disminuir el riesgo de CaM
en funcion de la etapa reproductiva de la mujer; ya que las concentraciones plasmaticas de
¢sta aumentan el riesgo de CaM en mujeres posmenopdusicas, mientras que sus
concentraciones estdn inversamente relacionadas con el riesgo de este cancer en mujeres

premenopausicas (Harris y cols., 2011).
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Planteamiento del Problema

En México, la prevalencia de obesidad y la incidencia de CaM se incrementan afio con
afo; la asociacion de la obesidad a un mayor riesgo de recurrencia de este cancer, asi como
a un mal pronostico hacen imperioso el desarrollo de nuevas estrategias. Actualmente se
carece de biomarcadores prondsticos para pacientes con CaM y sobrepeso u obesidad, por
lo que no es posible ofrecer un plan terapéutico y pronoéstico especifico para este particular

grupo de pacientes.

Con base en lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:
(La expresion de la leptina/LEPR en tejido tumoral mamario, puede ser un marcador

prondstico en CaM no hereditario en mujeres con sobrepeso u obesidad?
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El CaM es la principal causa de muerte entre las mujeres en diversos paises del
mundo, incluyendo a México. Se ha estimado que en nuestro pais, solo el 10% de los casos
son diagnosticados en estadio I, lo que se traduce en incremento importante de los costos de
atencion promedio por afio-paciente. Aunado a lo anterior, el aumento en la prevalencia de
la obesidad y que las mujeres con obesidad al momento del diagndstico de CaM presenta un
mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad, hace imperioso el identificar marcadores de
predisposicion y de progresion de la enfermedad.

Diversos estudios tanto in vitro como in vivo han evidenciado una participacion
importante de la leptina asi como de sus receptores en el desarrollo y prondstico del CaM no
hereditario, especialmente en mujeres con obesidad, ya que el tejido adiposo es la principal
fuente de secrecion de leptina. Por un lado, el sistema leptina/receptor de leptina puede
estimular la proliferacion y la invasion de células de CaM directamente o estan involucrados
en la angiogénesis, que es esencial para el desarrollo y la progresion de este tipo de cancer.

Por lo tanto, estos marcadores pudieran ser ttiles en el pronostico de las pacientes.

Hipaotesis
Las mujeres con sobrepeso u obesidad con CaM no hereditario, presentan un perfil
diferente de expresion de LEP y/o LEPR en tejido tumoral mamario que esté relacionado con

el prondstico de este cancer, en comparacion con las mujeres de peso normal.



20

Objetivos

Objetivo General

Analizar la expresion de LEP y LEPR en tejido mamario tumoral de mujeres con peso

normal, sobrepeso u obesidad y asociarlos al pronostico del CaM no hereditario.

Objetivos Especificos

1.

Analizar la expresion de LEP en tejido mamario tumoral de mujeres con peso normal,
sobrepeso u obesidad con CaM.

Analizar la expresion del LEPR en tejido mamario tumoral de mujeres con peso
normal, sobrepeso u obesidad con CaM.

Comparar la expresion de esta adipocina y su receptor observados en tejido tumoral de
mujeres con CaM con los diferentes IMC (correspondientes a peso normal, sobrepeso
u obesidad).

Analizar si la expresion de esta adipocina y su receptor en el tejido tumoral de mujeres
con CaM no hereditario con diferentes IMC (correspondientes a peso normal,
sobrepeso u obesidad) se asocian con el comportamiento clinico del CaM, mediante el
seguimiento de la evolucion del mismo.

Analizar si la expresion de esta adipocina y su receptor en el tejido tumoral de mujeres
con CaM no hereditario con diferentes IMC (correspondientes a peso normal,
sobrepeso u obesidad) se asocian con la presencia de receptores de estrogenos, de
progesterona, HER2neu y Ki67 y correlacionarlos con el pronostico del CaM, mediante

el seguimiento de la evolucion del mismo.
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6. Analizar las concentraciones plasmaticas de leptina en mujeres con peso normal,
sobrepeso u obesidad con CaM.

7. Estimar en las mujeres con peso normal, sobrepeso u obesidad la supervivencia libre
de recurrencia y comparar las diferencias en la supervivencia libre de recurrencia.

8. Comparar las tasas de supervivencia libre de recidiva de las mujeres con peso normal,

sobrepeso u obesidad de acuerdo con las concentraciones de la adipocina y su receptor.

Sujetos v Métodos

Sujetos

Se trata de un estudio observacional, longitudinal, prolectivo y analitico (estudio de
cohorte).

Este estudio fue realizado en mujeres derechohabientes del Instituto de Enfermedades
de la Mama FUCAM A.C., con diagnoéstico de cancer de mama. Las participantes del estudio,
firmaron una carta de consentimiento informado (Anexo I), y se procedio6 a la toma de 5 mL
de sangre periférica (para la cuantificacion de la leptina sérica); asimismo, se obtuvo el tejido
tumoral fijado en parafina y se les realiz6 la determinacion de peso y talla para obtener el

IMC.

Las mujeres fueron divididas en tres grupos:
e Pacientes de peso normal (IMC <25 kg/m?).
e Pacientes con sobrepeso (IMC 25-30 kg/m?).

e Pacientes con obesidad (IMC>30 kg/m?).
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De igual forma, a todas las participantes se les realizd una entrevista, en la cual se
documentaron las caracteristicas demograficas, antecedentes médicos personales y
familiares, consumo de alcohol, antecedentes de tabaquismo, terapia de reemplazo hormonal
y la edad de la menarquia y la menopausia. Asimismo, se documentaron los resultados del

panel inmunohistoquimico, asi como el tratamiento y evolucion.

Criterios de inclusion.
1. Pacientes mujeres con diagnostico histopatologico de CaM operable.
2. Mujeres posmenopausicas con diagnostico de menopausia definido como ausencia de
menstruacién por mas de un afio.
3. Estado funcional por la escala de la Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
de 0-2.

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

Criterios de exclusion.
1. Mujeres con CaM que hayan recibido previamente tratamiento con quimioterapia.
2. Antecedente de cualquier tipo de neoplasia.
3. Procesos patoldgicos que condicionasen la obesidad como una enfermedad
secundaria: i.e. Sindrome de Prader Willi, Sindrome de Lawrence Moon, Sindrome

de Cushing, etc.
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Criterios de eliminacion.
1. Deseen retirar su muestra del estudio.
2. Que el tejido fijado no sea de calidad para llevar a cabo el estudio

inmunohistoquimico.

Métodos
Tamaio de la muestra

Los antecedentes en la literatura de la asociacion de esta adipocina en mujeres con CaM
se ha limitado tnicamente a LEP y a su receptor, pero no se estudia la interrelacion existente
con el IMC, de tal forma que consideramos este proyecto un estudio exploratorio, sin
embargo, estimamos un tamafio de la muestra de 142 pacientes para un poder del 80% y un
riesgo alfa de 0.05, para detectar un coeficiente de regresion de 0.4055 en un modelo de
regresion de riesgos proporcionales de Cox, ajustado a una razén de eventos de 0.3 y una R?
estimada para la regresion multiple de las variables de interés con las otras covariables en la

regresion de Cox, usando el programa Power and Sample Size (PASS), 2008 (Utah, EE.UU.).

Variable Independiente

Estado de expresion de LEP y LEPR en tejido tumoral mamario.

Variable Dependiente

Recurrencia temprana de cancer de mama.
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Definicion operacional de las Variables

Ver anexo 11

Procedimientos

En todas las mujeres participantes (previa firma de la carta de consentimiento

informado) se recopilaron los siguientes factores prondsticos:

1.

2.

Edad de la paciente.

Tamaio del tumor: TX (no se puede valorar la presencia de tumor primario), TO (no
hay evidencia de tumor primario), T1 (tumor pequefio), T2, T3 (tumor de tamafio
mediano), T4 (tumor grande).

Estado ganglionar (+ 0 -): NX (no se pueden valorar nddulos linfaticos regionales), NO
(no hay implicacion de nodulos linfaticos regionales), N1, N2, N3 (implicacion en
incremento de noédulos linfaticos regionales).

Grado histologico: GX no es posible asignar un grado (Grado indeterminado), G1 bien
diferenciado (Grado bajo), G2 moderadamente diferenciado (Grado intermedio), G3
Mal diferenciado (Grado alto) y G4 Indiferenciado (Grado alto).

Panel inmunohistoquimico: Estado del receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2neu positivo o negativo); Estado de receptores hormonales (Receptor
de Estrogenos y Receptor de Progesterona positivos o negativos), asi como del factor
de proliferacion Ki67.

Posteriormente se procedié a la toma tnica de una muestra de 5 ml de sangre de una

vena periférica para la posterior cuantificacion plasmatica de la leptina; asimismo, se obtuvo
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tejido tumoral fijado en parafina, para la realizacion de la inmunohistoquimica de la leptina
y su receptor. A todas las mujeres con CaM se les dio un seguimiento con en revisiones
médicas cada 3 meses. Ademds de la revision clinica, se solicitaron pruebas de funcion
hepatica cada 3 meses y mastografia cada 6 o 12 meses dependiendo las caracteristicas del
tejido mamario o los hallazgos; de igual forma, se solicitaron los estudios de extension
dependiendo los sintomas que presente o en caso de pruebas de funcion hepatica alterados
(en caso de ser asintomatica solo se solicitaron laboratorios y mastografia). Cabe mencionar
que los estudios de laboratorio, mastografia y la cuantificaciéon de receptores hormonales
(estrogenos y progestagenos), de HER2neu y de Ki67, se realizan de rutina en el proceso de

diagnéstico y seguimiento de las pacientes con cancer de mama.

Evaluacion de los factores clinico-patoldgicos del cancer de mama

Ademas del estadio y del grado histologico se analizaron los siguientes factores clinico-
patologicos y pronosticos del CaM: modalidades de tratamiento adyuvante (tratamiento de
hormonas y anti-HER2-terapia), subtipo de tumor y los resultados de la inmunohistoquimica
de los cuatro factores bioldgicos diferentes (receptor de estrogeno, receptor de progesterona,

HER2neu y Ki-67).

Concentraciones plasmaticas de la leptina
Se realizd de la toma de una muestra de sangre (5 ml) a las mujeres con CaM, se
centrifugd para almacenar a -80 °C el plasma hasta su analisis posterior. Las concentraciones

plasmaticas de la leptina se cuantificaran utilizando un estuche comercial Quantikine ELISA
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humano (R y D Systems, Minneapolis, MN) siguiendo las indicaciones del proveedor; la

absorbancia se determind en un lector de placas (Biotech Instruments Inc., Winooski, VT).

Analisis inmunohistoquimico
El analisis inmunohistoquimico de LEP y LEPR se realiz6 utilizando secciones de
tejido consecutivas de 5 pm obtenidas de muestras de tejido tumoral. Estas secciones se
desparafinaron en xileno y se rehidrataron en alcoholes graduados. Después de recuperacion
antigénica y eliminar la peroxidasa endogena, se bloqued la unidn inespecifica incubando los
portaobjetos durante 1 hora con el bloqueador de fondo ImmunoDNA (BioSB, Santa
Barbara, CA, EE. UU.). Estas secciones se incubaron con los anticuerpos primarios; Se
utilizaron los siguientes anticuerpos para IHC:
e LEP, leptina policlonal de conejo (57-92) H-003-02 (Phoenix Pharmaceuticals, CA,
EE. UU.) a una dilucion de 1: 600
e LEPR, receptor de leptina policlonal de conejo (10-30) ab60042 (Abcam, Cambridge,
Reino Unido) a una dilucién de 1: 200.

Para revelar las reacciones de antigeno-anticuerpo se utilizé el complejo avidina-
biotinperoxidasa (BioSB, Santa Barbara, CA, EE. UU.). Todos los portaobjetos se
contratifieron con hematoxilina. Las muestras de mama previamente clasificadas como
positivas para la expresion de los marcadores estudiados se utilizaron como control positivo;
para los controles negativos, se omitieron los anticuerpos primarios.

Para llevar a cabo una evaluacion cualitativa y cuantitativa de la expresion de proteinas
por IHC, se obtuvieron imagenes digitales en una Olympus BX51 (Olympus Co.Modelo

BX51RF, Tokio, Japon). Se tomaron diez imagenes para cada laminilla y las imagenes se
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analizaron utilizando un software de andlisis de imdagenes digitales (Imagel, Instituto
Nacional de Salud de EE. UU., Bethesda, Maryland, EE. UU., Https://imagej.net). Este
software utilizo la deconvolucion de colsor, perteneciente al espectro de DAB y
hematoxilina, determinando las zonas de intensidad de colsor y posteriormente para el
puntaje H utilizamos la formula algebraica H-Score = (niimero de pixeles en una zona x valor
del area) / (numero total de pixeles); El resultado obtenido se califico como H-Score de 0 a
<1 (0, negativo), igual o mayor a 1 pero <2 (1+, débil positivo), igual o mayor a 2 pero menor
a 3 (2+, positivo) e igual o mayor a 3 (3+, alto positivo). Las muestras con puntajes 0 y 1+

se consideraron negativas y aquellas con puntaje 2+ y 3+ se consideraron positivas.

Analisis estadistico

Los datos de la poblacion general de pacientes se resumieron como media = DE en el
caso de variables cuantitativas, y como frecuencias absolutas y relativas para variables
cualitativas. Las variables continuas y categoricas se compararon entre los grupos de IMC
utilizando un analisis de varianza unidireccional (prueba de Kruskal Wallis cuando fue
apropiado) y la prueba de y2, respectivamente. La edad en la menarquia, el IMC, el nimero
de embarazos, la edad de la menopausia, la diabetes, los anticonceptivos orales, la terapia de
reemplazo de estrégenos, los habitos de fumar, la ingesta de alcohol y el subtipo de tumor se
incluyeron para identificar covariables significativas.

El analisis de supervivencia de Kaplan-Meier y la estadistica de log-rank se usaron para
estimar la supervivencia libre de recurrencia (SLR) definida como recurrencia local,
contralateral y distante de la enfermedad, asi como la presencia de tumores primarios

secundarios o muerte a 3 afios de seguimiento. Para evaluar las categorias de IMC, LEP y
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LEPR como factores prondsticos para la supervivencia libre de la enfermedad, se realizaron
analisis multivariados utilizando modelos de regresion de riesgos proporcionales de Cox
ajustados por factores pronosticos previamente conocidos que incluyen la edad, el tamafio
del tumor, el numero de ganglios linfaticos positivos a metastasis confirmados
histopatologicamente, grado histologico (bajo o alto), estado del receptor hormonal (positivo
0 negativo) y tratamiento (radioterapia, quimioterapia), con peso normal como categoria de
referencia. El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando STATA 14.0® (Texas, EE. UU.).

Un valor de p <0.05 fue aceptado como estadisticamente significativo.
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Consideraciones Eticas

Para la realizacion de este estudio se obtuvo la aprobacion del Instituto de
Enfermedades de la Mama, FUCAM, asi como del Comité de Investigacion Cientifica y de
Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM con namero de registro 037/2014.

Todas las participantes en el estudio firmaron consentimiento informado (Anexo I).
Las tablas de resultados que se derivaron de este proyecto fueron almacenadas bajo llave en
un archivero exclusivo para este proyecto, el cual fue manejado por los investigadores
responsables. Este protocolo ha sido disefiado en base en los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos, en base al reglamento de la Ley General de Salud
en materia de investigacion para la salud, que se encuentra en vigencia actualmente en el
territorio de los Estados Unidos Mexicanos. Titulo segundo: De los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos. Capitulo 1, disposiciones generales. En los articulos 13 al
27. Titulo tercero: De la investigacion de nuevos recursos profilacticos, diagndsticos,
terapéuticos, y de rehabilitacion. Capitulo I: Disposiciones comunes, contenido en los
articulos 61 al 64. Capitulo III: De la investigacion de otros nuevos recursos, contenido en
los articulos 72 al 74. Titulo sexto: De la ejecucion de la investigacion en las instituciones de
atencion a la salud. Capitulo tnico, contenido en los articulos 113 al 120. Asi mismo por las
disposiciones internacionales adoptadas por la 18* Asamblea Médica Mundial Helsinki,
Finlandia en junio de 1964 y enmendadas por la 29* Asamblea Médica Mundial en Tokio,
Japon en octubre 1975; 35" Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia en octubre de 1983;
41* Asamblea Médica Mundial de Hong Kong en septiembre de 1989; 48* Asamblea General
Somerset West, Sudafrica en octubre de 1996 y la 52* Asamblea General de Edinburgo,

Escocia en octubre de 2000. Nota de clarificacion del parrafo 29, agregada por la Asamblea
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General de la AMM Washington 2002, nota de clarificacion del parrafo 30, agregada por la

Asamblea General de la AMM, Tokio 2004.
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Resultados

Inicialmente se reclutaron 160 mujeres posmenopausicas con cancer de mama del
Instituto de enfermedades de la Mama FUCAM entre 2015 y 2019; sin embargo, se
eliminaron del estudio a 6 mujeres debido a que el tejido tumoral mamario obtenido no era
de calidad adecuada. Por lo tanto, se analizaron 154 mujeres posmenopausicas, 52 con IMC
normal, 51 con sobrepeso y 51 pacientes con obesidad.

En cuanto a las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes, se observo que a
pesar de que predomind la expresion de receptores hormonales en los tres grupos de mujeres
posmenopausicas, el porcentaje de receptores hormonales positivos fue mayor en mujeres
con sobrepeso (96.1%) o con obesidad (90.2%) comparado con las mujeres con IMC normal
(73.1%). En relacion con el porcentaje de cancer de mama triple negativo, encontramos que
fue mayor en las pacientes con IMC normal, y solo este grupo de mujeres presentd expresion
positiva de HER2neu.

En forma congruente, al ser mayor el porcentaje de las pacientes con cancer de mama
con sobrepeso u obesidad y receptores hormonales positivos, éstas recibieron
hormonoterapia en una mayor proporcion respecto a las pacientes con IMC normal (100% y
90.2% comparado con 73.1%, respectivamente). En la tabla 1 se resumen las caracteristicas

clinico-patologicas de las pacientes.
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TABLA 1

Caracteristicas clinico-patoldgicas de mujeres posmenopausicas con cancer de mama

y diferentes indices de masa corporal

. . Mujeres

Variable Mujeres con  Mujeres con con
IMC normal  sobrepeso . D
(n=52) (n=51) obesidad
(n=51)

Edad, (afios)* 57.5 (43-89) 55 (41-76) 59 (44-79)  0.211
Tamafio tumoral, n (%)
<2cm 21 (40.4) 28 (54.9) 23 (45.1) 0.322
>2cm 31 (59.6) 23 (45.1) 28 (54.9) '
Metastasis ganglionares, n (%) 16 (30.8) 22 (43.1) 18 (35.3) 0.419
Estadio, n (%)
Temprano 39 (75.0) 37 (72.5) 38 (74.5) 0.956
Localmente avanzado 13 (25.0) 14 (27.4) 13 (25.5) ’
Subtipo (%)
Receptores hormonales (+) / HER2 (-) 38 (73.1)*° 49 (96.1)* 46 (90.2)°
Receptores hormonales (+) / HER2 (+) 3(5.8) 2(3.9) 3(5.9) 0.003
HER2 (+) 2 (3.8) 0 (0.0) 0 (0.0) '
Triple negativo 9(17.3)° 0 (0.0) 2 (3.9
Ki67%, mediana (rango) 10 (1-75) 5 (3-78) 5(1-70)  0.093
Cirugia, n (%)

Conservadora 16 (30.8) 14 (27.4) 10 (19.6) 0416
Mastectomia 36 (69.2) 37 (72.5) 41 (80.4) '
Hormonoterapia 38 (73.1)*° 51 (100)* 46 (90.2)>  0.001
Quimioterapia 30 (57.7) 28 (54.9) 29 (56.9)  0.721
Radioterapia 25 (48.1) 30 (58.8) 29 (56.9) 0.410

IMC= Indice de masa corporal; n= nimero de mujeres; HER2= Factor de crecimiento
epidérmico humano 2. *Edad expresada como mediana y rango. #P<0.05 vs mujeres con
sobrepeso. PP<0.05 vs mujeres con obesidad

En la figura 1 y 2 se muestran imagenes representativas de la IHQ para LEP y LEPR

respectivamente, observando una distribucion citoplasmatica de la tincion y en el caso del

receptor también perinuclear. Las pacientes con mayor IMC eran mas frecuentemente

positivas a tincidn tanto para el ligando como para su receptor (ver tabla 2).



Figura 1: Ejemplos representativos de la determinacion de LEP por inmunohistoquimica en
mujeres posmenopausicas con cancer de mama y diferentes indices de masa corporal. A)
Intensidad de tincion 0+; B) Intensidad de tincion 1+; C) Intensidad de tincioén 2+; D)
Intensidad de tincion 3+. Tincion de LEP aparece en el citoplasma de las células tumorales.
La barra de escala representa 50 micrometros.

Figura 2: Ejemplos representativos de la determinacién de LEPR por inmunohistoquimica
en mujeres posmenopausicas con cancer de mama y diferentes indices de masa corporal. A)
Intensidad de tincién 0+; B) Intensidad de tincion 1+; C) Intensidad de tincion 2+; D)
Intensidad de tincion 3+. Tincion de LEPR aparece en el citoplasma de las células tumorales.
La barra de escala representa 50 micrometros.
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TABLA 2
Expresion de LEP o LEPR en tejido de cancer de mama en mujeres posmenopausicas
con diferentes indices de masa corporal

Mujeres con Mujeres con Mujeres con
Variable IMC normal sobrepeso obesidad P
(n=52) (n=51) (n=51)
Leptina, n(%)
Negativo 43 (82.7) 32 (62.7) 31 (60.8) 0.029
Positivo 9 (17.3)*° 19 (37.3)* 20 (39.2)°
Receptor de leptina, n (%)
Negativo 35(67.3) 27 (52.9) 21 (41.2) 0.029
Positivo 17 (32.7)° 24 (47.1) 30 (58.8)°

LEP= Leptina; LEPR= receptor de leptina; IMC= Indice de masa corporal; n= niimero de
mujeres. 2p<0.05 vs mujeres con sobrepeso. *p<0.05 vs mujeres con obesidad

Las pacientes con obesidad mostraron una razon de momios de 3.1 para la expresion
de leptina (IC al 95% 1.2 - 7.7) y 2.9 para LEPR (IC al 95% 1.3 — 6.6) comparado con las
pacientes con IMC normal, siendo estadisticamente significativo (p<0.05 en ambos casos), y
esta diferencia se mantuvo atn después de ajustar por variables de confusion como son la
edad, estadio clinico y subtipo molecular (p<0.01).

Con respecto a los resultados de la concordancia entre la expresion de leptina y su
receptor, observamos que el 86.8% de los casos fueron negativos tanto para LEP como para
LEPR, el 52.1% de las mujeres fueron positivos para ambos, el 13.2% fueron positivos para
LEP pero negativos para su receptor y el 47.9% de las mujeres fueron negativas para LEP
pero positivas para LEPR. Por otra parte, al evaluar la concordancia de esta adipocina con su
receptor agrupadas por IMC, encontramos que el 63.5% de las pacientes con IMC normal
son negativas para ambas proteinas comparado con el 33.3% de las pacientes con obesidad

(p=0.019) (tabla 3).
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TABLA 3
Expresion de LEP y LEPR en tejido de cancer de mama en mujeres posmenopausicas
con diferentes indices de masa corporal

. Mugjeres con IMC Mugjeres con Mujeres con
Variable .
normal sobrepeso obesidad D
(n=52) (n=51) (n=51)
LEP(-)/LEPR(-) 33 (63.5)° 22 (43.1)* 17 (33.3)°
LEP(+)/LEPR(-) 2(3.8) 5(9.8) 4(7.8) 0.078
LEP(-)/LEPR(+) 10 (19.2) 10 (19.6) 14 (27.5) '
LEP(+)/LEPR(+) 7(13.5)*° 14 (27.5)* 16 (31.4)°

LEP= Leptina; LEPR= receptor de leptina; IMC= Indice de masa corporal; n= niimero de
mujeres. 2p<0.05 vs mujeres con sobrepeso. *p<0.05 vs mujeres con obesidad

Con respecto al analisis de la supervivencia libre de recurrencia (SLR) de las
pacientes agrupadas por IMC, después de una mediana de seguimiento de 41.3 meses (rango
5.6 a 94.4 meses); no observamos diferencias significativas en ésta a 36 meses, que es el
periodo para recurrencias tempranas (Grafica 1); sin embargo, encontramos que presentaron
recurrencia de la enfermedad 6 pacientes del grupo con sobrepeso y 5 en el grupo con

obesidad, comparado con 2 pacientes en el grupo con IMC normal.
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GRAFICA 1
Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia libre de recurrencia de mujeres
posmenopausicas con cancer de mama y diferentes indices de masa corporal
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De igual forma, no encontramos diferencias significativas en la supervivencia con
base a la expresion de LEP, observando una supervivencia libre de recurrencia a 3 afios del
91% para las mujeres con LEP positiva y 94.8% para el grupo de mujeres con LEP negativa

(Gréfica 2).
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GRAFICA 2
Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia libre de recurrencia acorde a presencia
leptina en mujeres posmenopausica con cancer de mama
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En forma interesante, encontramos que las pacientes con cancer de mama LEPR
positivo presentaron una supervivencia libre de enfermedad a 3 afos significativamente

menor comparado con las pacientes con tumores LEPR negativos (Grafica 3).
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GRAFICA 3
Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia libre de recurrencia acorde a presencia
del receptor de leptina en mujeres posmenopausica con cancer de mama
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En el modelo proporcional de Cox pudimos observar que la presencia de LEPR en el
tejido tumoral mamario incrementa el riesgo de recurrencia HR= 3.74; 1.C. al 95%= 1.04-
13.51; p=0.044) y esta diferencia se mantuvo atn después de ajustar por variables de
confusion, como son edad, tamafio tumoral, metastasis ganglionares, ki67, la presencia de
receptores hormonales y el IMC. En la tabla 4 se presenta el analisis multivariado para los

factores pronosticos para SLR.
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TABLA 4

Modelo proporcional de Cox: factores prondsticos independientes para supervivencia

libre de recurrencia en mujeres posmenopausicas

Analisis Univariado

Analisis multivariado

Intervalo Intervalo
Variable de de
HR Confianza P HR Confianza p
959 959

Edad (continua) 102 097-1.08 0407 103  0.96-1.09 O'SO
IMC (continua) LI 101-122 0039 111 0.99-1.23 0'35
IMC (Normal vs Sobrepeso)  , ,c g6 0100 0075 454 0.62-33.54 0'813
IMC (Normalvs Obesidad) o3 (571519 0200 8.06 0.40-161.34 0'217
IMC (Sobrepeso vs ) ) 0.69
Obesitat 079 025249 0685 076 019300 %
Tamafo tumoral (2emvs | o9 (37318 0872 084 023303 077
>2cm) 6
Metastasis Ganglionares 35 47386 0579 123 035431 O/
(ausentes vs presentes) 9
Ki67 (continua) 102 099-1.04 0111 102  0.99-1.05 0'85
Receptores hormonales 053 011242 0412 025 004174 1
(negativo vs positivo) 2
Leptina (negativo vs 108 037317 088 050 01418 2
positivo) 3
Receptor de leptina 0.02
(negativo vs positivo) 374 1041351 0044 658 1223543 U

HR= cociente de riesgos (del inglés “hazard ratio”) IMC= indice de masa corporal.

Finalmente, evaluamos la supervivencia de las posibles combinaciones entre ligando y

receptor, encontrando que los grupos de pacientes con peor porcentaje de supervivencia a 3

afios fueron aquellos con tumores LEP(-)/LEPR(+) y LEP(+)/LEPR(+) ambos con 88%
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comparado con los grupos LEP(-)/LEPR(-) y LEP(+)/LEPR(-) con 97.7% y 100%

respectivamente (Grafica 4).

GRAFICA 4
Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia libre de recurrencia acorde a presencia
de leptina y su receptor de leptina en mujeres posmenopausica con cancer de mama
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Discusion

Tomando en consideracion que el cancer de mama es la principal causa de muerte entre
las mujeres en el mundo, incluyendo a México, y que la presencia de obesidad al momento
del diagnostico de CaM representa un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad, asi
como de la participacion de la leptina y de su receptor en el desarrollo y pronostico de este
cancer; el objetivo de este estudio fue el analizar la expresion de LEP y LEPR en tejido
mamario tumoral de mujeres con peso normal, sobrepeso u obesidad y asociarlos al
pronostico del CaM no hereditario.

Ishikawa y cols., (2004) describieron que la expresion de LEP y LEPR, mediante IHC,
en tejido tumoral mamario era de 92% y 83% respectivamente, mientras que en tejido
mamario normal era nula para ambas. Asimismo, Garafalo y cols., (2006) encontraron que
la expresion de LEP y LEPR era mas frecuente en tejido tumoral mamario y en metéstasis
ganglionares comparado con tejido mamario de pacientes sin cancer. Sin embargo, es
importante referir que estos dos estudios previos no evaltan si hay diferencia por indice de
masa corporal y no describen si las pacientes son premenopausicas o posmenopausicas.

En el presente trabajo observamos que las pacientes con cancer de mama y sobrepeso
u obesidad presentaron una expresion aumentada tanto de leptina como de su receptor en el
tejido tumoral en comparaciéon con las mujeres con un indice de masa corporal normal;
nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Hosney y cols. (2017). Estos autores
compararon la expresion de LEP y LEPR, tanto a nivel de proteina mediante IHC como a
nivel de mRNA mediante PCR, en 24 mujeres sanas comparadas con 44 mujeres con CaM y
que presentaban sobrepeso u obesidad, y de igual forma tomaron en consideracion si eran

premenopausicas o posmenopausicas. Este estudio tuvo como objetivo investigar la
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asociacion de leptina con la progresion del cancer de mama y las vias de sefializacion celular
implicadas, utilizando la reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa de transcripcion
inversa (RT-qPCR) e inmunohistoquimica para determinar la expresion de leptina en la
mama tejidos cancerosos a nivel de genes y proteinas. Sus resultados mostraron que la
expresion de LEP y LEPR fue mayor en pacientes con obesidad independientemente de su
estado menopdausico, y que este incremento se asocia a una mayor progresion del CaM al
inducir una activacion de JAK/STAT3, ERK1/2 y la via de estrégenos en pacientes con CaM
y sobrepeso u obesidad. Sin embargo, no evaluaron el impacto en parametros de interés
clinico como la supervivencia de las pacientes.

Es importante referir que en contraste con estudios previos, nosotros encontramos que
el porcentaje de expresion de LEP en el tejido tumoral mamario fue menor; sin embargo,
estos resultados pudieran ser secundarios al punto de corte que establecimos; es decir,
mientras que Ishikawa y cols., (2004) y Garafalo y cols., (2006) consideraron la expresion
de LEP positiva cualquier grado de tincion, nosotros consideramos positivos solo aquellos
tejidos con una tincidon moderada o fuerte (>2+), esto con base a como se interpretan otros
marcadores en la practica clinica, como es el HER2neu (Mass y cols., 2001; Vogel y cols.,
2003). Respecto a LEPR, el porcentaje de expresion en nuestra cohorte es menor a lo
reportado por los japoneses, pero mayor a lo reportado en occidente, lo cual puede ser por
las diferencias étnicas en las poblaciones o por diferencias en las técnicas de IHQ (Ishikawa
y col., 2004; Garofalo y col., 2006); esto es importante a tener en consideracion en estudios
posteriores, ya sea para evaluar las diferencias genéticas y sociodemograficas que pudieran
contribuir a estas diferencias en la expresion de LEP y LEPR, o para estandarizar la técnica

de IHQ para la determinacion de estas proteinas.
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La funcién de leptina y su receptor en el tejido tumoral de pacientes con cancer de
mama ha sido ampliamente estudiada (Bjerbaek y cols., 1997; Fusco y cols., 2010; Kitawaki
y cols., 1999; Park y cols., 2012; Yin y cols., 2004). La activacion del receptor de leptina ya
sea por union a su ligando o de forma constitutiva, a través de vias como JAK, PI3K o STAT
lleva a la transcripcion de genes relacionados con proliferacion celular, angiogénesis y
transicion epitelio mesenquimal, lo cual mantiene y estimula la progresion del cancer de
mama, y esto a su vez impacta en las pacientes con una mayor probabilidad de recurrencia
de la enfermedad.

Por otra parte, el receptor de leptina incrementa la actividad de la enzima aromatasa,
con el subsecuente incremento en los niveles de estrogenos que actiian sobre el receptor de
estrogenos ESR1 para activar genes relacionados con el proceso oncogénico y la progresion
del CaM (Fusco y cols., 2010; Kitawaki y cols., 1999). Este mecanismo es de particular
importancia considerando que la mayoria de las pacientes en nuestra cohorte de mujeres
posmenopausicas con CaM expresan receptores hormonales para estrogeno y progesterona,
y es en este subtipo de pacientes donde el estimulo hormonal producido por los estrogenos
sintetizados en el tejido adiposo por la aromatasa, son el principal factor en el desarrollo y
progresion de este cancer, lo cual impactara en la supervivencia de las pacientes.

El efecto de la obesidad en la supervivencia de mujeres premenopdausicas con cancer
de mama es controversial, mientras que en mujeres posmenopausicas hay mayor consenso
que la obesidad disminuye la supervivencia de las pacientes (Azrady Demark-Wahnefried,
2014; Chan y cols., 2014; Kamineni y cols., 2013); por lo tanto, aun cuando ambos grupos
de mujeres (pre y posmenopausicas) con obesidad pueden tener mayor expresion de LEP y
LEPR, es en el grupo de mujeres posmenopdusicas en las que encontramos un valor

pronostico.
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En nuestra cohorte, no pudimos observar una diferencia significativa en la
supervivencia libre de recurrencia de las pacientes con sobrepeso y obesidad comparado con
las pacientes con IMC normal, aun cuando el IMC como variable continua se asocid con un
mayor riesgo de recurrencia (HR= 1.11; I.C. al 95%= 1.01-1.22; p=0.039). Sin embargo,
encontramos que la presencia de LEPR en el tejido tumoral mamario de mujeres
posmenopdausicas con cancer de mama incrementaba hasta 6.5 veces el riesgo de recurrencia
temprana (p=0.028). Interesante, es que este incremento se observo incluso en pacientes con
tumores negativos para LEP, aunque no fue significativo por el tamafio de la muestra (HR=
6.4; 1.C. al 95%=0.66-61.6; p=0.108), lo que sugiere una activacion constitutiva del receptor
como se ha descrito para otros receptores, como HER2 y ESRI, donde la presencia de
mutaciones lleva a una activacion constitutiva de receptor para mantener activa su via de
sefalizacion (Bose y cols., 2013; Toy y cols., 2017).

Estudios previos han evaluado a LEP y LEPR como biomarcadores prondsticos y
predictivos. Kim y cols. (2009) mostraron que leptina, mas no su receptor, se asocia con un
mejor prondstico de supervivencia en una cohorte de 517 pacientes con cancer de mama, esto
a pesar de encontrar una correlacion positiva entre LEP y ki67, ya que un mayor indice de
proliferacion por lo general se asocia a un peor pronostico. En forma similar, en otro estudio
realizado por Khabaz y cols. (2017), en donde solo analizaron la expresion de LEP,
encontraron que las pacientes con CaM y expresion negativa de LEP, presentaban un peor
prondstico. En estos dos estudios, se incluyeron una proporcién importante de mujeres
premenopausicas y respecto al IMC, en el primer estudio el 76% tenia un IMC menor a 25
kg/m?, mientras que en el segundo no se reportd, haciendo a las dos poblaciones distintas a

la de nuestro estudio, lo cual pudiera explicar los resultados contradictorios.
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En un estudio reciente de Kong y cols. (2019), en donde 325 pacientes con cancer de
mama que recibieron quimioterapia neoadyuvante, evaluaron la expresion de LEP y LEPR
como biomarcadores predictivos para la respuesta patologica después del tratamiento. La
respuesta patoldgica completa se asocidé con una mayor expresion inmunohistoquimica de
LEP y LEPR. Aunque no hubo andlisis de supervivencia, las respuestas patologicas
completas después de la quimioterapia neoadyuvante para el tratamiento del cancer de mama
se asocian a mayor supervivencia, lo que sugiere que los tumores LEP y LEPR positivos
podrian tener una mejor supervivencia. Es importante sefialar, que el tener una mejor
respuesta a tratamiento neoadyuvante y una mejor supervivencia no implica un
comportamiento biolégico menos agresivo, un ejemplo de esto es el CaM con sobrexpresion
de HER2neu los cuales son mas agresivos por la activacion de la via de sefalizacion del
factor de crecimiento epidérmico humano, sin embargo con el desarrollo de terapias dirigidas
contra HER2neu como es trastuzumab, las tasas de respuesta a tratamiento neoadyuvante y
la supervivencia de estas pacientes han mejorado notablemente (Gianni y cols., 2010).

Adicionalmente, LEP y LEPR podrian ser el blanco de futuras terapias. La inhibicion
de la sefializacion de la leptina por los antagonistas de la leptina inhibe la progresion tumoral,
como lo demuestran los estudios en cultivos celulares y modelos de xenoinjerto. Gonzalez y
cols. (2009), utilizaron el antagonista 2 del receptor de péptido de leptina pegilado en
modelos de xenoinjerto de cancer de mama negativos y positivos para el receptor de
estrogeno, lo que resultd en una reduccidn del crecimiento tumoral y la expresion de factores
angiogénicos y proliferativos. En otro estudio, Catalano y cols. (2015), mediante modelos in
vitro e in vivo de CaM receptores hormonales negativo y positivo, demostraron que
antagonizar al LEPR resulta en una reduccion de la fosforilacion de JAK2 / STAT3 / AKT /

MAPK vy la consecuente disminucion del crecimiento y migracion de las células tumorales.
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Adicionalmente, el uso de antagonistas de LEPR mejora la eficacia del tamoxifeno sobre las
células de cancer de mama, como lo demuestran Qian y cols. (2015) En conjunto, LEPR
podria ser importante no solo como un biomarcador prondstico, sino también para el
desarrollo de terapias dirigidas para este subgrupo de pacientes.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones: no tuvimos acceso a tejido tumoral fresco
o tejido adyacente al tumor, para determinar la expresion de LEP y su receptor por PCR o
alguna otra técnica distinta a inmunihistoquimica. No alcanzamos suficiente poder para
detectar diferencias en supervivencia de acuerdo con el estado LEP y LEPR en los diferentes
grupos de indice de masa corporal. También es importante mencionar que la seleccion de los
pacientes no fue en base a la expresion de LEP y LEPR. Asi mismo, no existe un estandar
para la determinacién mediante inmunihistoquimica de leptina y su receptor, por lo que es
dificil comparar los resultados de nuestro estudio con otros en la literatura. A pesar de estas
limitaciones, las fortalezas del estudio son el disefio que es un estudio de cohorte prospectivo;
el poder de detectar una asociacion de expresion LEP y LEPR en mujeres posmenopausicas
con cancer de mama y obesidad; asi como, para detectar que la expresion LEPR positiva se

asocid con una peor supervivencia libre de recurrencia.
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Conclusiones

Nuestros resultados confirman que las mujeres posmenopausicas con cancer de mama
y obesidad tienen con mayor frecuencia tumores positivos para LEP y LEPR comparado con
aquellas con un IMC normal. Ademaés, la presencia mediante IHQ de LEPR en el tejido
tumoral de las pacientes con cancer de mama es un biomarcador prondstico de supervivencia
libre de recurrencia a 3 afos. Aun cuando nuestros resultados sugieren que las pacientes con
cancer de mama y un mayor IMC tienen una mayor probabilidad de recurrencia temprana
debido a que tienen mas frecuentemente tumores LEPR positivos, los mecanismos que
regulan este proceso son diversos ya que no es exclusivo de pacientes con obesidad y no

siempre requiere la presencia de LEP.
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ANEXOS

Anexo I — Consentimiento informado

IR bt T8

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA

Titulo del protocolo: “ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA LEPTINA, DE LA ADIPONECTINA ¥
DE SUS RECEPTORES EN TEJIDO TUMORAL MAMARIO Y SU YALOR COMO MARCADOR

PRONOSTICO EN MUJERES CON SOBREPESO U OBESIDAD QUE PRESENTAN CANCER DE
MAMA NO HEREDITARIO™

Investigador principal: Dra. lleana Patricia Canto Cetina

Sede donde se realizard el estudio: Clinica de Obesidad; Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn
"Salvador Zubiran"

MNombre del paciente:

No Expediente

A usted se le est4 invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Este proceso se conoce Como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude
2 aclarar sus dudas al respecto, Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces
se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregar una copia firmada y fechada.

El objetivo de este estudio es analizar la expresién de la leptina, su receptor, adiponectina y su receptor en

tejido mamario tumoral de mujeres con peso normal, sobrepeso u obesided y asociarlos a la agresividad del
CaM.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Con este estudio, mediante el trabajo con el tejido tumoral para detectar la presencia de esos marcadores, se

podré conocer por qué las mujeres que presentan’ sobrepeso u obesidad desarrellan tumores de mama mis
agresivos que aquellos gue se observan en mujeres de peso normal.

Este estudio permitira que en un futuro otras pacientes pucdan beneficiarse del conocimiento obtenido, ya que
a mujeres jovenes se les podria hacer el estudio de si la leptina, su receptor, 1a adiponectina y su receptor

estin presentes en el tejido tumoral, saber-si pueden desarrollar un céncer més agresive y tomar medidas
preventivas.

RIESGOS Y MOLESTIAS

a) Por la toma de sangre: podria presentar malestar y/o dolor, form:

acién de hematoma o morete en el sitio del
piquete de la vena.

b) Para la obtencion de un bloque de parafina: ninguno.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDRIO

Para este estudio e le tomard una muestra de sangre de 5 mililitros en una sola ocasibn para ver sus
concentraciones ¢n sangre de la leptina y adiponectina y también se analizardn estos marcadores y sus
receptores en &l tejido mamario btenido después de la cirugia (Bloque de parafina).

Yo, he leido y comprendido la informacion anlerior y
mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria, por lo tanto convengo en _pum'mpnr en csle
sstcme S investigwcitn por 1o cunl owonind da toma de mucstra de sangre, ¥ 12 donacién del blogque de
parafina para su estudio. Entiendo que conservo el derecho de retirai. ! estudio en cualquier monmremta o
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que lo considere conveniente, sin que-ello afecte 1a atencién médica que recibo en el Instituto. Asimismo, se
me ha informadn que esta muestra ademés podria ser utilizada en otros estudios relacionados con cdncer con
¢l fin de esclarecer los posibles mecanismos que generan esas enfarmedades.

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 llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier
otre asunto relacionado con la investigacidn o con el tratamiento, La informacién obtenida en este estudio,
utilizada para Ia identificacién de cada paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Del mismo modo, no tendré que hacer gasto alguno durante el estudi 0, ni recibiré pago por su participacin,
Datos del investigador a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas relacionadas con el
estudio: Dr, Juan Alberto Tenofio Torres; télefono de contacto: 5678 0600 ext.194 en tumo vespertino,
Institmo de Enfermedades de 1a Mama FUCAM: Calle Dordo N° 100, Col. Ejido de Santa Ursula Coapa.

Firma y Fecha del participante . Investigador Responsable

Testigo 1 Testigo 2
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Anexo II - Definicion de las variables

Variable a

estudiar

Definicion conceptual

Definicion operacional

Tipo de

variable

Indicadores

Edad

Tiempo que ha vivido
una persona en afios

desde su nacimiento

En base a ficha de
identificacion del paciente

en el expediente.

Cuantitativa

Continua.

Numero de anos

Estado funcional

Capacidad de los
pacientes con cancer

para realizar tareas

rutinarias.

En base a escala de

ECOG.

Cualitativa

ordinal.

ECOG 0: paciente
asintomatico y es capaz
de realizar actividades
normales de la vida
diaria.

ECOG 1: paciente con
sintomas que le impiden
realizar trabajos arduos,
aunque desempeiia
normalmente sus
actividades  cotidianas.
Permanece en cama
durante las horas de
suefio nocturno.

ECOG 2: No es capaz de
desempefiar ningin
trabajo, tiene sintomas
que le obligan a

permanecer en la cama <

50% de dia.

Indice de masa

corporal

Indicador simple de la

relacion entre el peso y

Se calcula dividiendo el

peso de una persona en

Cuantitativa

continua

kg/m?
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la talla que se utiliza
frecuentemente  para
identificar el sobrepeso
y la obesidad en los

adultos. Es indicador de

masa corporal.

peso en kg sobre el
cuadrado de su talla en

metros (kg/m2).

Quimioterapia Tratamiento sistémico | Obtenida de las hojas de | Nominal Nombre del farmaco
que se administra como | tratamiento del paciente
primera linea con una | en el expediente clinico
combinacion de
farmaco
Hormonoterapia Tratamiento sistémico | Obtenida de las hojas de | Nominal Nombre del farmaco
que se administra de | tratamiento del paciente
forma adyuvante en el expediente clinico
Estadio clinico Extension de la En base a TNM del Cualitativa 1.- Estadio 0.
enfermedad obtenida de | AJCC. ordinal 2.- Estadio 1.
los estudios 3.- Estadio II.
diagndsticos 4.- Estadio III.
5.- Estadio IV.
Recurrencia Regreso del cancer de | Evaluacion clinica por | Cualitativa 1.-Si
temprana mama después del | médico especialista | Dicotomica | 2.- No
tratamiento y después | oncologo

de un periodo de tiempo
menor de 3 afios durante

el cual no era detectable
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Tiempo a la | Tiempo medido en | Evaluacion clinica por | Cuantitativa | Tiempo en meses
recurrencia meses entre el ingreso al | médico especialista | Continua
estudio y recurrencia de | oncélogo
la enfermedad
Leptina sérica Niveles en sangre de la | ELISA Cuantitativa | pg/ml
hormona leptina Continua
Expresion de | porcentaje medio de | Inmunohistoquimica Porcentaje 0, <10% de células
receptores de | células tumorales que positivas; 1 +, de 10 a
leptina presentan tincion 50% de células positivas
positiva con tincion débil; 2 +, >
50% de células positivas
con tincidén débil; 3 +, >
50% de células positivas
con tincion fuerte
Supervivencia Tiempo medido en | Evaluaciéon clinica por | Cuantitativa | Tiempo en meses
libre de | meses entre el ingreso al | médico especialista | Continua
recurrencia estudio y recurrencia | oncoélogo
temprana temprana de la paciente
Expresion de | porcentaje medio de | Inmunohistoquimica Porcentaje 0, <10% de células
receptores de | células tumorales que positivas; 1 +, de 10 a
estrogenos presentan tincion 50% de células positivas
positiva con tincioén débil; 2 +, >
50% de células positivas
con tincidén débil; 3 +, >
50% de células positivas
con tincion fuerte
Expresion de | porcentaje medio de | Inmunohistoquimica Porcentaje 0, <10% de células
receptores de | células tumorales que positivas; 1 +, de 10 a

progesterona

50% de células positivas
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presentan tincion

positiva

con tincion débil; 2 +, >
50% de células positivas
con tincion débil; 3 +, >
50% de células positivas

con tincion fuerte

Expresion de | porcentaje medio de | Inmunohistoquimica Porcentaje 0, <10% de células
HER2 células tumorales que positivas; 1 +, de 10 a
presentan tincion 50% de células positivas
positiva con tincidén débil; 2 +, >
50% de células positivas
con tincion débil; 3 +, >
50% de células positivas
con tincion fuerte
Expresion de ki67 | porcentaje medio de | Inmunohistoquimica Porcentaje 0a 100%

células tumorales que
presentan tincion

positiva
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