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1. GENERALIDADES

1.1 CANCER DE MAMA

El cancer de mama (CaM) es un conjunto de enfermedades de la gldandula mamaria
que se caracteriza por la adquisiciéon de los marcadores principales o hallmarks (Hanahan
y Weinberg, 2011) durante el proceso multipasos de la carcinogénesis —iniciacidn,
promocion, progresion, invasion y metastasis— en las células epiteliales o lobulillares de la
glandula mamaria, favoreciendo el establecimiento de un tumor maligno, el cual esta
compuesto por un grupo de células cancerosas que pueden crecer invadiendo los tejidos
circundantes de la gldndula o que pueden propagarse a areas distales del cuerpo (Colditz

y cols 2006; Yersal y cols, 2014).

En relacién a su etiologia, se ha estimado que los alelos de alta penetrancia en el
gen BRCA-1 y 2, colectivamente explican alrededor 25% del riesgo heredado para CaM en
humanos (Pharoah y cols, 2008). Dichos genes, han sido ampliamente estudiados y en la
actualidad son de apoyo para el asesoramiento genético en individuos con cancer familiar.
Por otra parte del 15-20% de los casos con este cancer, tienen antecedentes familiares,
pero hasta la fecha, no se ha identificado a los genes responsables (Mincey, 2003). El
mayor porcentaje de mujeres con este tipo de cancer, son casos no hereditarios (alrededor
del 80%), y actualmente se considera un padecimiento multifactorial —ya que no se puede
identificar una sola causa o razdén unica que desencadene su apariciéon y desarrollo
posterior—, en el cual la predisposicion genética y la exposicién a factores de riesgo
endogenos y exdgenos, el estilo de vida (menor actividad fisica, consumo de dietas altas en
calorias, etcétera), la obesidad, entre otros, desempefian un papel crucial en el desarrollo

de la enfermedad (World Health Organization, 2006; Hulka y Moorman, 2001).



1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El CaM es un problema de salud publica mundial, ya que ocupa el segundo lugar de las
neoplasias diagnosticadas en el mundo (1.38 millén, 10.9%), solamente detras del cancer
de pulmén (World Cancer Research Fund International). Ademas, es el tipo de cancer mas
comun entre las mujeres (es casi exclusiva en las mujeres, pero los hombres también la
pueden presentar) (Jemal y cols., 2011) en todo el mundo (tanto en las regiones mas y
menos desarrolladas), con un poco mas de casos en los paises menos desarrollados

(883,000) que en los mas desarrollados (794,000), (Globocan, 2012), (Figura 1).
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Figura 1. Tasas de incidenciay mortalidad de los diferentes tipos de cancer estimadas
por cada 100,000 mujeres en el mundo. El cancer de mama ocupa el primer lugar en
incidencia y mortalidad. (Tomado de GLOBOCAN, 2012).

De acuerdo con GLOBOCAN 2012, este cancer represent6 el 25% (1,67 millones) del
total de nuevos casos de cancer diagnosticados en 2012, (Figura 2). Cabe mencionar, que
aunque es la causa mas frecuente de muerte por cancer en mujeres en paises menos
desarrollados (324,000 muertes, 14,3% del total), es ahora la segunda causa de muerte

por cancer en las regiones mas desarrolladas (198,000 muertes, 15.4%) después del



cancer de pulmén. ElI CaM representa una importante causa de muerte prematura, ya que

60% de las mujeres que mueren tiene entre 30y 59 afios de edad (Knaul y cols., 2009b).
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Figura 2. Tasas de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer en mujeres de
todo el mundo. El cancer de mama ocupa la primera posiciéon tanto en incidencia como
mortalidad; 25.1% y 14.7% respectivamente, (Tomado de GLOBOCAN 2012).

También existe cierta evidencia de que la edad promedio de inicio de la enfermedad
es menor en los paises en desarrollo que en los mas desarrollados (Rodriguez-Cuevas y
cols., 2000; Rodriguez-Cuevas y Capurso-Garcia, 2006). Cabe mencionar que de igual
forma existen diferencias en cuanto a la mortalidad, pues es en los paises de bajos ingresos
en donde ocurren la mayoria de los decesos, ya que generalmente el diagnostico se realiza

en fases avanzadas de la enfermedad, debido a la falta de acceso a servicios de salud y a la



poca sensibilizaciéon para la deteccion precoz (conocimiento de signos, de sintomas
iniciales y la autoexploracion mamaria). Datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS, 2015c) sefialan que cada afio se detectan 1.38 millones de casos nuevos y ocurren

458 mil muertes por esta enfermedad.

En México, la informaciéon epidemioldgica nacional mas actualizada referente a
morbilidad y/o mortalidad por CaM son las estadisticas del Instituto Nacional de
Estadistica e Informdtica (INEGI), en que se registran el nimero de defunciones y sus
causas.

En 2013, el CaM fue la principal causa de morbilidad hospitalaria entre los tumores
malignos para la poblacién mexicana de 20 afios y mas (18.7 por ciento); tres de cada 10
mujeres son hospitalizadas por dicha causa, y aunque en los varones apenas representa
0.7% de los ingresos hospitalarios por tumores malignos, desmitifica la creencia de que
esta enfermedad sea exclusiva de las mujeres.

En cuanto a la incidencia (nimero de casos nuevos por cada 100 mil personas de cada
sexo) de CaM para las mujeres, este aument6 en el intervalo de 2007 a 2014,
presentandose en el ano 2014 la mayor incidencia, con 28.75 casos nuevos por cada 100
mil mujeres de 20 afios y mas.

La incidencia por grupos de edad para 2014, se observa que hasta antes de los 64 afos
hay un aumento en los casos nuevos de tumores malignos de mama conforme se
incrementa la edad de la mujer, siendo en el grupo de 60 a 64 afios donde se concentra el
mayor numero de casos nuevos (68 por cada 100 mil mujeres de ese grupo de edad).
Asimismo, se destaca el incremento que se da a partir de los 45 afios, ya que la incidencia
pasa de 14.30 (por cada 100 mil mujeres de 25 a 44 afios) a 51.98 (en las del grupo de 45 a
49 afos), (Figura 3).
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Figura 3. Incidencia de cancer de mama en mujeres por grupo de edad. El grupo de 60 a 64
afos de edad es el que tiene una mayor incidencia (Tomado y modificado del INEGI, 2014).

Por otro lado, las estadisticas de mortalidad indican que la tasa de mortalidad por
CaM se incrementé durante el periodo 2002-2008 de 14.9 a 16.8 defunciones por cada 100
mil mujeres mayores de 25 afios (SSA México 2008a; SSA México 2008b). Esta tendencia
desplaz6 al cancer cérvico uterino como la principal causa de muerte por neoplasia
maligna en mujeres mayores de 25 afios.

La mayoria de los tipos de CaM comienza en las células que revisten a los conductos.
Las células cancerigenas pueden invadir y/o crecer hacia otros tejidos, algo que las células
normales no pueden hacer. Si éstas células se propagan a los ganglios o vasos linfaticos
(pueden comenzar a crecer en estos), por lo que existe una mayor probabilidad de que
hayan alcanzado el torrente sanguineo y se hayan propagado a otras partes del cuerpo
(metastasis).

El Fondo de Investigacion Mundial del Cancer ha estimado, que alrededor del 30-40%
de todos los tipos de cancer se pueden atribuir a factores como: una alimentacion
inadecuada, a la inactividad fisica, la presencia de incremento ponderal y a la obesidad

(Schelbert, 2009).



1.3 CLASIFICACION TNM DEL CANCER DE MAMA

La clasificacion general de los diferentes tipos de cancer generalmente se hace a
partir del sistema de estadificacion internacional TNM (Comité Americano Conjunto sobre
el Cancer; AJCC). Esta clasificacion considera aspectos como desarrollo del tumor,
diseminacion del cancer, el estadio del cancer, ademas de estimar el prondstico y

valoracidn de cada paciente (Tabla 1).

El sistema TNM ayuda a describir el estadio de los diferentes tumores en forma
detallada, enfocando el manejo clinico, decisién terapéutica (neoadyuvante o adyuvante),
evolucion tras tratamiento o prondstico, unificacién de criterios para proyectos de

investigacion y trasmision de datos entre centros.

Tabla 1. Sistema de estadificacion del cancer TNM

T-> Tumor Tamafio y extensidn del tumor primario
o principal
N- Nédulo linfaticos Ausencia o presencia , asi como la

extension metastasis ganglionares en
los ganglios linfaticos de la zona

M-> Metastasis Ausencia o presencia de afectacion
neopléasica a distancia; diseminacién del
tumor primario a otras partes del
cuerpo

El sistema de clasificacion TNM proporciona una estrategia de agrupacion para
pacientes con respecto a la terapéutica y pronoéstico, que junto a cada componente se
utilizan indices numéricos para expresar la extension progresiva de la enfermedad (Tabla
2). Ademas el AJCC (por sus siglas en inglés) ha designado las etapas o los estadios de

acuerdo a la clasificacién TNM (Tabla 3).

Debido a que el cdncer de mama representa un estado patolégico heterogéneo, en el
cual se presentan muchas variaciones histolégicas, existen dos clasificaciones mas que son

de gran utilidad: histopatol6gica y molecular.



Tabla 2. Clasificacion de los tumores mamarios, sus nédulos y metastasis

T =Tumor primario

TX: El tumor primario no puede ser evaluado
TO: No hay evidencia de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ (carcinoma intraductal,
carcinoma lobular in situ o enfermedad de Paget de
pezon sin tumor que lo acompaiie)

T1: Tumor de 2.0 cm 0 menos en su mayor dimension

T1a: Tumor de mas de 0.1 cm pero no mas de 0.5 cm
en su mayor dimension
T1b: Tumor de mas de 0.5 cm pero no mas de 1.0 cm
en su mayor dimensiéon

T1c: Tumor de mas de 1.0 cm pero no mas de 2.0 cm
en su mayor dimension

T2: Tumor de mas de 2.0 cm pero no mas de 5.0 cm en
su mayor dimension

T3: Tumor mide mas de 5.0 cm en su mayor dimension
T4: Tumor de cualquier tamafio con extensién directa
a la pared toracica o la piel

T4a: Extension a la pared toracica

T4b: Edema "piel de naranja", ulceracion de la piel de
la mama o ndédulos satélites limitados a la misma

T4c: Ambos casos mencionados arriba (T4a y T4b)
T4d: Carcinoma inflamatorio

N= Ganglios linfaticos regionales

NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos
regionales

NO: No hay metastasis regional de los ganglios
linfaticos

N1: Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos axilares
ipsilaterales méviles

N2: Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos
ipsilaterales unidos entre si o a otras estructuras

N3: Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos
mamarios internos ipsilaterales

M= Metastasis distante

MX: No se puede evaluar la presencia de metastasis
distante

MO: No hay metastasis distante

M1: Presencia de metastasis distante (incluye
metastasis a los ganglios linfaticos supraclaviculares
ipsilaterales)

Tabla 3. Agrupamiento de estadios clinicos del cancer de mama.

ESTADIO T N M Descripcién
Carcinoma in situ (células
0 T1S NO MO anormales que no se han
diseminado a tejidos
cercanos)
1 T1 NO MO
I1A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
IIB T2 N1 MO Entre mas elevado es el
T3 NO MO estadio, mayor tamafo del
A TO N2 MO tumor, extension regional a
T1 N2 MO ganglios y/o érganos
T2 N2 MO cercanos al tumor primario
T3 N1,N2 MO
I1IB T4 Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
El cancer se ha diseminado a
1\% Cualquier T Cualquier N M1 otras partes del cuerpo




1.4 CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER DE MAMA

De acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-041-SSA2-2002 (primera seccion),
Para la prevencion, diagndstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiologica del
cancer de mama, establece que debe utilizarse el sistema de clasificacion de los carcinomas

mamarios de acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificaciéon histopatoldgica del cancer de mama (OMS)

NO INVASORES
(in situ) INVASORES O INFILTRANTES OTROS

Ductal Ductal Enfermedad de Paget del pezén
Lobulillar Lobulillar
Tubular (bien diferenciado)
Medular
Mucinoso
Secretor
Papilar
Adenoideo quistico
Metaplasico
Apécrino

* En caso de observarse histologias combinadas se debe especificar el porcentaje de cada una de ellas (un
solo tumor puede tener una combinacién entre un cancer invasivo e in situ).

Estadisticas en paises donde el CaM se detecta principalmente por mamografias de
escrutinio indican que del 15 al 30% de las neoplasias malignas de mama corresponden a
carcinomas in situ, y el resto a carcinomas invasores o infiltrantes, de los cuales el 80% son

ductales y el 15% lobulillares (Sharmay cols, 2010).

La mayoria de los tipos de cancer de mama son carcinomas, ya que comienza en las
células epiteliales que revisten los 6rganos y tejidos de la glandula mamaria, sin embargo
cada tipo de carcinoma exhibe un amplio rango de fenotipos morfolégicos y tipos
histolégicos especificos que tienen unas caracteristicas clinicas y un prondéstico en

particular (Comité Americano Conjunto sobre el Cancer; AJCC).




1.5 SUBTIPOS DEL CANCER DE MAMA

El patrén morfolégico de los carcinomas no siempre revela su comportamiento, ya
que pacientes con el mismo tipo histoldogico pueden mostrar diferente curso de la
enfermedad, debido a que los tumores expresan distintos genes que les confieren
variabilidad biolégica. Es por ello, que la clasificacion histologica del cancer de mama
establecida por la OMS, se refuerza con la clasificacién molecular (Perou y cols, 2000),
debido que ésta, permite predecir el comportamiento clinico y biolégico para cada caso de
manera individual a través de los subtipos de CaM definidos mediante
inmunohistoquimica (IHC), de tal forma que se pueden identificar con certeza aquellos
casos que se pueden beneficiar con las diferentes terapias disponibles y también de las
terapias en desarrollo que contemplan como dianas terapéuticas aquellas relacionadas con
los diferentes vias de sefializacion intracelular (Dai y cols, 2015). Los subtipos de cancer

de mama definidos por IHC son: Luminal A, Luminal B, Basal y HER2+ (Tabla 5).

Tabla 5. Subtipos de CaM definidos por IHC (Modificada de Dai y cols, 2015)

Subtipo IHC Comportamiento

Luminal A RE (+) y/o RP (+); Subtipo mas comun (40%) y menos agresivo. Tumores
HER2 (-); %Ki67 (<14) bien diferenciados. Buen pronéstico. Respuesta
hormonal. Asociado a incremento de edad. Poco

beneficio de quimioterapia.

Luminal B RE (+) y/o RP (+); 20%; Tumores moderado o poco diferenciado. Similar
HER2 (+); %Ki67 al subtipo Luminal A. Mas frecuente RE(+)/RP(-).
(>14) Prondéstico intermedio o malo. Beneficio intermedio de
quimioterapia.
Basal RE (-) y/o RP (-); 15%; Tumores de alto grado histologico e indice
HER2 (-); EGFR (+); mitotico. Subtipo agresivo. Riesgo en edades menores
%Ki67 (>14) (<40 afios). Mal prondstico. Alta respuesta a
quimioterapia. Conocidos también como “triple
negativo”.
HER2+ RE (-) y/o RP (-); 10%; Menos comun. Tumores de alto grado histolégico.
HER2 (+); %Ki67 Subtipo agresivo. Riesgo en mujeres <40 afios. Mal
(>14) prondstico con buena respuesta a quimioterapia.
Susceptibles a tratamiento especifico contra el receptor
HER2.

RE= receptor de estrogenos; RP= receptor de progesterona; Ki67= factor de proliferacion
celular; EGFR= receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER2= receptor 2 de factor de
crecimiento epidérmico humano.



El subtipo Luminal A es el mas frecuente y el de mejor prondstico. Corresponde al
40% de los tumores aproximadamente, y posee alta expresion de genes relacionados con
los receptores hormonales y baja expresion de genes relacionados con la proliferacion
celular, lo que permite su manejo con hormonoterapia. Aunque el subtipo Luminal B
presenta una expresion disminuida de RE en comparacion al Luminal A, y una expresion
aumentada de genes de proliferacion, también tiene un mejor prondstico en comparaciéon
con el subtipo HER2+, ya que éste ultimo, a pesar de tener una mejor respuesta a la
quimioterapia y que cerca del 50% responde al tratamiento con trastuzumab, el
prondstico en general es malo (Rita Nahta, 2012). El subtipo basal se caracteriza por la
sobreexpresion de citoqueratinas (CK5/6, CK17), mutaciones en p53, sobreexpresion de
EGFR, ausencia de la expresion de RE y HER2. Este subtipo, ademas, se asocia a la
mutacion BRCA1 (cadncer de mama 1) y presenta el comportamiento mas agresivo a pesar
de su alta sensibilidad a la quimioterapia (Haupt B y cols., 2010; Lavasani MA y cols.,,
2014). Por ultimo, los subtipos bajos en claudina son usualmente triple negativos, la tasa
de supervivencia de esta subclasificaciéon es intermedia entre los subtipos luminal y tipo
basal (Yersal Oy cols., 2014).

Se ha descrito que los tumores RE positivo tienen una menor respuesta a la
quimioterapia comparado con los que carecen de estos receptores (Ring AE y cols., 2004).
Los tumores luminales tienen un 6% de respuesta completa a quimioterapia
preoperatoria, basada en paclitaxel seguida de 5-fluoracilo, doxorrubicina vy
ciclosfosfamida en comparacion a 45% en los subtipos basal y HER2 (Rouzier R y cols,,

2005).

Los subtipos moleculares muestran diferencias significativas en la prediccion de la
supervivencia global y libre de enfermedad. El subtipo triple-negativo (RE(-)/RP(-)/
Her2(-)) tiene el pronodstico mas desfavorable dentro de la clasificacion molecular

(Soutiriou Cy cols., 2009).

La clasificacion molecular es posible realizarla de acuerdo a la caracterizacion
molecular por inmunohistoquimica (IHC), la cual consiste en una técnica de inmunotincién
mediante el uso de anticuerpos monoclonales marcados que reaccionan ante una variedad

de antigenos especificos. Esta técnica se basa en la capacidad que poseen estos anticuerpos
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marcados, que al unirse especificamente con su antigeno reacciona absorbiendo o
emitiendo luz o produciendo una reaccidn colorimétrica (Pérez-Sanchez VM y cols., 2008;
Candanedo G. F y cols., 2012; Rakha EA y cols., 2010). De esta manera se determina en el
caso de CaM, la presencia (positividad) o ausencia (negatividad) de antigenos a receptores
hormonales de estrégeno y progesterona, sobreexpresion de HER2 y del indice de
proliferacién celular (Ki67), los cuales se determinan con el objetivo de individualizar
o6ptimamente el tratamiento. Por ejemplo, el uso de tamoxifeno (que es un modulador
selectivo de los receptores a estrogeno) o inhibidores de la aromatasa para pacientes con
RE (+)/RP (+) y el trastuzumab (anticuerpo monoclonal IgG contra el receptor de HER2) o
lapatinib (inhibidor de la tirosina quinasa) para pacientes con HER2 (+), (Hammon ME y

cols., 2010).

Los genes usados como marcadores moleculares sirven como factor pronoéstico de
evolucion y tratamiento del CaM; y es por ello que dentro de los marcadores mas
utilizados para el establecimiento del tratamiento se encuentran principalmente los RE,

RP, HER2 y Ki67.
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1.6 FACTORES DE RIESGO

Debido a que el cdncer de mama es considerado un padecimiento multifactorial, la
Norma Oficial Mexicana NOM-041-SSA2-2011 (segunda seccidn), establece que los
factores de riesgo se clasifican en cuatro grupos: 1) bioldgicos, 2) iatrogénicos o
ambientales, 3) de historia reproductiva, 4) de estilos de vida (estos son modificables, por

lo que se puede disminuir el riesgo).

Los primeros no son modificables, mientras que los segundos escapan al control de la
poblacidn, los del tercer grupo se asocian a beneficios en la salud reproductiva mayores
que las posibles desventajas, y los del cuarto grupo son modificables y se enfocan a

promover las conductas favorables a la salud que disminuyan el riesgo de desarrollar CaM.

1. 6.1 FACTORES DE RIESGO BIOLOGICO

Sexo: ser mujer (el CaM es mas frecuente en mujeres que en los hombres), debido a
que en las mujeres existe una exposicion a ciclos hormonales de estrégeno y
progesterona, y estos tienen una implicaciéon importante en la promocién del crecimiento
de las células cancerosas en la glandula mamaria. Menos del 1% de los casos con CaM, sera

del sexo masculino.

Edad: ser mujer mayor de 40 afios. La probabilidad de desarrollar CaM aumenta con

la edad, por lo que hay un mayor riesgo.

Historia personal o familiar: antecedentes familiares de primera linea con cancer de

mama (madre, hijas o hermanas).

Hiperplasia ductal atipica: hallazgos por imagen radial o estrellada, asi como
también de carcinoma lobulillar in situ por biopsia. La hiperplasia atipica es la
proliferacién de mas de dos células por encima de la membrana basal en el conducto o el
lobulillo con alteraciones citologicas y/o estructurales. Cabe mencionar que los
antecedentes de patologias benignas de mama tienen 4-5 veces mas riesgo de desarrollar
cancer de mama que las mujeres que no muestran cambios proliferativos en su glandula

mamaria.

12



Menarca: vida menstrual de mas de 40 afos (menarca antes de los 12 afios y

menopausia después de los 52 afos).

Densidad mamaria: la glandula mamaria esta constituida principalmente por tejido
adiposo, por lo que aquellas mujeres que muestren una mayor densidad de este tejido,
podrian ser mas susceptibles al desarrollo de CaM en conjuncién con otros factores,
debido a que los adipocitos pueden secretar adipocinas, citocinas inflamatorias y factores

de crecimiento.

BRCA1 o BRCAZ2: ser portador conocido de mutaciones en estos genes, ya que son la
causa mas comun de CaM hereditario. Estos genes producen proteinas que se encragan de

la supresion tumoral e inhiben la proliferacion celular (Murfhy y cols., 2010).

Otros factores genéticos: de los genes mas estudiados con una alta implicacién en el
desarrollo de cancer de mama hereditario estan TP53, PTEN1, STK11/LKB1 y CDH1
(Kuusisto y cols., 2011). Ademas de estos, también se consideran otros genes relevantes
que se asocian a un elevado riesgo en esta enfermedad como ATM, CHEK2, BRIP1 y PALB2
(Karamiy y cols., 2013). Las mujeres con mutaciones en estos genes tiene un mayor riesgo
de CaM, no obstante, solamente representan una pequefia parte del total de casos

(alrededor del 5%).

-TP53: es un gen supresor de tumores que desempefia un importante papel en la
activacion de la apoptosis, el control del ciclo celular, la activacion de enzimas de
reparacion del ADN. Sintetiza una proteina llamada p53 que inhibe el crecimiento de las
células cancerigenas. Un gen TP53 defectuoso podria permitir que las células anormales
proliferen y contribuyan en el desarrollo de cancer (alrededor de un 50 % de todos los

tumores humanos contienen mutaciones en dicho gen).

-PTEN1: es un gen supresor de tumores, implicado en la regulacién del ciclo celular.
Antagoniza la ruta de sefializacion PI3K-AKT/PKB defosforilando los fosfoinositidos y por

tanto modulando la progresion del ciclo celular y la supervivencia de la célula.

-STK11: este gen funciona como supresor de tumores. Defectos en este gen pueden
generar un mayor riesgo de padecer diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer de

mama (Ripperger y cols., 2009)

13



—-CDH1: es un gen supresor de tumores. La proteina CDH1 es una cadherina implicada
en el proceso de adhesidon célula-célula. La pérdida de funcidon parece contribuir a la

progresion del cancer por un incremento en la proliferacion celular, invasion y metastasis.

-CHEK?2: este gen regula los puntos de control del ciclo celular y la apoptosis en
respuesta al dafio en el ADN (Narod y cols., 2006). Ademas, también regula al supresor

tumoral TP53 a través de la fosforilacién de Thr-18 y Ser-20.

-PALB2: este gen codifica una proteina que interacciona con la proteina del gen
BRCA2 para reparar el dafio en el ADN, ademdas de mantener la tasa de crecimiento y

divisién celular (Rahman y cols., 2006).

1. 6.2 FACTORES DE RIESGO IATROGENICOS O AMBIENTALES

Radiaciones ionizantes o tratamiento con radioterapia en torax: exposiciones
principalmente durante el desarrollo embrionario y/o crecimiento (in Utero y/o durante
la adolescencia). Esto se debe a que la radiacién ionizante (incluye la radiacion ultravioleta
(UV), radédn, rayos X y otras formas de radiacion de alta energia), tiene suficiente energia
para causar dafio en el ADN, ademas que puede afectar el funcionamiento de érganos y
tejidos. Las dosis bajas de radiacion ionizante pueden aumentar el riesgo de efectos a largo

plazo, tales como el CaM (American Cancer Society).

1. 6.3 FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON LA HISTORIA REPRODUCTIVA

Nuligesta o primer embarazo a término después de los 30 afios de edad: las
mujeres nuligestas son aquellas que nunca se embarazaron o no tuvieron hijos. De acuerdo
a la American Cancer Society los embarazos multiples y quedar embarazada a una edad
temprana reducen el riesgo del CaM en general, debido a que las células de la glandula
mamaria alcanzan su maduracion completa durante el embarazo y la lactancia (Russo | y
cols, 2005). Y es por ello que estos factores estan asociados con una disminucion del riesgo
de CaM, ya que reducen el nimero de ciclos menstruales en la mujer y, por lo tanto,

reducen su exposicion a hormonas endogenas (que pudiera haberse acumulado). Sin
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embargo, para el subtipo de CaM triple negativo se ha visto que el embarazo puede

aumentar el riesgo (Russo y cols, 2005).

Los factores de la reproduccién que aumentan la duracién y los grados de exposicion a
hormonas (estrégenos y progesterona), estimulan el crecimiento celular, y han sido

asociados con un aumento del riesgo de CaM (Colditz GA y cols., 2006).

Terapia hormonal en la peri o postmenopausia por mas de cinco afos: las
mujeres candidatas a recibir esta terapia (exposicion prolongada de estrégenos) deberan
tener una evaluacion clinica completa y ser informadas sobre el riesgo mayor de padecer
CaM, asi como contar con estudio mamografico basal (previo al inicio de la terapia y un
control posterior a los 6 meses de iniciada la terapia) para evaluar los cambios de la

densidad mamaria (American Cancer Society).

1. 6.4 FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON ESTILOS DE VIDA

Alimentacion rica en carbohidratos y baja en fibra: estudios sugieren que la fibra
en los alimentos esta relacionada con un menor riesgo para ciertos tipos de cancer (World

Cancer Research Fund).

Dieta rica en grasas tanto animales como acidos grasos trans: algunos estudios
han observado que las personas que viven en paises cuya alimentacién contiene un nivel

mas elevado de grasa presentan tasas mayores de CaM (American Cancer Society).

Obesidad: debido a que es un estado de inflamacién crénica de bajo impacto se ha
descrito que esta condicion esta involucrada en la activacion de cascadas de sefializacion
como PI3K/Akt/mTOR, las cuales favorecen la proliferacion celular, la angiogénesis, la

evasion de la apoptosis y el incremento de metastasis (Sundaram 2013).

Sedentarismo: en un estudio de Women’s Health Initiative, sugiere que con tal solo
1.25 a 2.5 horas a la semana de caminata rapida o a paso ligero se reduce el riesgo de CaM
en un 18% (American Cancer Society, 2014). También, la Sociedad Americana Contra el

Cancer, recomienda una actividad fisica de intensidad moderada de al menos 150 minutos
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o de 75 minutos de intensidad vigorosa por semana (o la combinacién de ambas), para

reducir el riesgo de CaM.

Consumo de alcohol (mayor a 15 g/dia): multiples estudios han demostrado una
clara asociacion entre el consumo de alcohol y un aumento del riesgo de CaM. Entre los
mecanismos implicados que pueden contribuir en el proceso carcinogénico esta la
descomposicion del etanol (mediante la enzima alcohol deshidrogenasa) en acetaldehido
y la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales pueden ocasionar dafio
tanto en el ADN, las proteinas y lipidos. Ademas las bebidas alcohdlicas pueden contener
también una variedad de contaminantes cancerigenos que se introducen durante la
fermentacion, como son las nitrosaminas, fibras de asbesto, fenoles e hidrocarburos

(Instituto Nacional del Cancer).

Tabaquismo: existe evidencia de la asociaciéon del tabaco con el desarrollo de
diferentes tipos de cancer (entre ellos el CaM), ya que de las sustancias quimicas
contenidas en el humo del cigarro (al menos alrededor de 250) se saben que son téxicas o
son considerados potenciales cancerigenos (sustancias que causan cancer), p. e. el
benzopireno, formaldehido, hidrocarburos aromaticos policiclicos, nitrosaminas, benceno,
etcétera, pueden generar dafios en el ADN, en proteinas y lipidos. La Agencia de
Protecciéon Ambiental de EE. UU., el Programa Nacional de Toxicologia de EE. UU.,, y la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer han clasificado al humo de tabaco en el

ambiente como cancerigeno humano conocido.

Dichos factores de riesgo en combinacidn con variables ambientales, estilo de vida y
genéticas, como la herencia de las mutaciones genéticas BRCA1l, BRCAZ (en
aproximadamente una de cada mil mujeres), P53 y polimorfismo genéticos asociado a la
sintesis de estrogenos y su metabolismo, son las que determinan la prevalencia del cancer
de mama (IMSS, 2015; OMS, 2015a). No obstante, los factores pronosticos y predictivos
(TNM, RE, RP, HERZ, y Ki67) utilizados clasicamente en CaM permiten disefiar estrategias

de tratamiento para conocer mejor el prondstico de cada paciente.
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1.7 OBESIDAD

La obesidad se define como la presencia de una acumulaciéon anormal o excesiva de
tejido adiposo en un individuo (almacenada en forma de grasa). El indice de masa corporal
(IMC) es un indicador de la relacién entre el peso y la talla que se utiliza para identificar el
sobrepeso y obesidad en adultos, siendo de este modo, un IMC mayor o igual 30kg/m? el

que determina la obesidad (Tabla 6), (Organizacion Mundial de la Salud; OMS).

Tabla 6. Clasificacion del indice de masa corporal en adultos

Insuficiencia ponderal <18.5
Sobrepeso > 25.0
Pre-obesidad 25.0-29.9

(Tomado y modificado de la OMS, 2016).

Se ha demostrado que cuando el IMC llega a niveles superiores a 35kg/m?2, la obesidad
puede favorecer el desarrollo de diversos tipos de neoplasias, ademas de que puede estar
relacionada en multiples patologias tales como diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares, hipertension arterial, dislipidemias, padecimientos cerebrovasculares,

osteoarticulares, entre muchos otros (Cohen, 2008).

Por lo tanto, es considerada como un problema de salud publica, debido a su magnitud
y trascendencia. Las consecuencias de las enfermedades cronicas asociadas a la obesidad
van mas alla de la salud, impactando en la productividad y desarrollo econémico del pais,
aumentando con ello los costos directos e indirectos al tratar dicha enfermedad (Schelbert,

2009).
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1.8 EPIDEMIOLOGIA DE LA OBESIDAD

En 2014 mas de 1900 millones de adultos de 18 afos o mas tenian sobrepeso
(correspondiente al 39% de la poblacién mundial; 38% hombres y 40% mujeres), de los
cuales mas de 600 millones eran obesos (lo que corresponde al 13% de la poblacién adulta
mundial; 11% hombres y 15% mujeres). En 2013, alrededor de 42 millones de nifios

menores de cinco afios de edad tenian sobrepeso (Organizaciéon Mundial de la Salud; OMS).

En México, de acuerdo a la informacién proporcionada por la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricién 2016 (ENSANUT 2016), registro la distribucion del estado nutricional de
hombres y mujeres, de acuerdo a las categorias de IMC de los puntos de corte de la OMS.

De acuerdo a los resultados de ésta, el 72.6% de los adultos tienen sobrepeso y obesidad.

La prevalencia de sobrepeso u obesidad (IMC 225 kg/m?) es mayor en las mujeres
(87.7%) que en los hombres (65.4%), siendo la prevalencia de obesidad (IMC 230 kg/m?)
mucho mas alta en las mujeres. El sobrepeso en hombres tiene un valor maximo en un
intervalo de edad correspondiente entre 60-69 afios, mientras que para las mujeres la
prevalencia mas alta es entre 30-39 afios. Por otro lado, en el caso de la obesidad, tanto
para hombres como en las mujeres, la prevalencia de obesidad abdominal es

significativamente mas alta en los grupos de 40 a 79 afios que en el grupo de 20 a 29 afios.

De acuerdo al andlisis de tendencias dentro de la clasificacién del IMC en mujeres de
20 a 49 afos de edad, se observo que en el periodo de 1988 a 2016 la prevalencia de
sobrepeso incrementd 42.4% y la de obesidad 290.5%. A pesar de que la tendencia de
sobrepeso se mantuvo entre el afio 2012 y 2016, la prevalencia de obesidad aumentd
(5.4%) (Figura 4) (ENSANUT 2016).
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Figura 4. Tendencia de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en mujeres de 20 a 49 afios
de edad (Tomada y modificada de ENSANUT 2016).

Encuesta Nacional de Nutricion 1988 (ENN-88), Encuesta Nacional de Nutricion 1999 (ENN-
99), Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT 2006), Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012) y Encuesta Nacional de Salud y Nutricién medio
camino 2016 (ENSANUT 2016).

*Clasificacion de IMC descrita por la Organizacion Mundial de la Salud: sobrepeso 25-29.9
kg/m? y obesidad = 30 kg/m?2.
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1.9 CANCER DE MAMA Y OBESIDAD

En relacién con aquellos tipos de cancer en los cuales se ha postulado que la obesidad
influye en su morbilidad y/o mortalidad, el CaM ocupa un lugar preponderante (Brown y
Simpson, 2012; Wang y cols., 2012; Zhao y cols., 2012). Esto se debe a que en la obesidad
los niveles de expresiéon de hormonas, factores de crecimiento, adipocinas y citocinas
inflamatorias se encuentran alteradas, y estas a su vez pueden promover la iniciacion,
promocion, progresidon, la supervivencia, metastasis, angiogénesis, disminuciéon de

apoptosis e invasion de las células cancerigenas (Khan y cols., 2013).

Con base en lo anterior, el enfoque de diversos estudios se ha encaminado hacia la
relacion del peso corporal al momento del diagnéstico del CaM (Rock y cols., 2002; Majed y
cols., 2008; Nichols y cols., 2009), observando que el sobrepeso/obesidad aumentan el
riesgo de desarrollo de la enfermedad, ademas, el estado del peso corporal impacta sobre
el prondstico con respecto a la sobrevida libre de enfermedad y/o mortalidad (World

Cancer Research Fund).

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 diagnostico 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 diagnéstico de CaM
presentan un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad (Majed y cols., 2008), muerte

por este cancer (Dal Maso y cols., 2008) y de mortalidad general (mal prondstico).

Es importante mencionar que los sujetos con obesidad no s6lo aumentan el riesgo de
desarrollar cancer (Wolk y cols, 2001), sino que también aumentan su mortalidad con el
incremento del IMC. Mas especificamente, se ha identificado que la obesidad es un factor
de riesgo para varios tipos de cancer incluyendo cancer de endometrio, cancer de mama
(especialmente después de la menopausia), colon y rectal, esofagico, renal, pancreatico,
biliar, ovarico, cervical y de higado (Wolk et al, 2001, Larsson y Wolk, 2006). Asimismo, se
ha demostrado en estudios con animales que la restriccion calorica disminuye
drasticamente la incidencia, multiplicidad y tamafio tumoral (Wolk et al, 2001; Larsson y

Wolk, 2006).
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Por otro lado, mientras algunos estudios refieren que la obesidad durante la pre-
menopausia esta inversamente relacionada con el CaM (Carmichael y Bates, 2004; Palmer
y cols., 2007), otros estudios no encuentran asociacidén o una asociacidn positiva con este
cancer (Eng y cols., 2005; Cecchini y cols., 2012; Ogundiran y cols., 2012). En cambio
durante la posmenopausia, la obesidad se relaciona positivamente con la incidencia de
CaM (Carmichael y Bates, 2004; Lahmann y cols., 2004; Cheraghi y cols., 2012; Phipps y
cols., 2012; Xu y cols., 2012). Se ha descrito que la obesidad aumenta el riesgo de CaM en
un 30% en las mujeres posmenopausicas y representa el 21% de todas las muertes por

CaM en todo el mundo, (Danaei y cols., 2005; Rack y cols., 2010).

Por lo tanto, la obesidad es un factor de riesgo establecido para el CaM en mujeres
posmenopdausicas, ya que la adiposidad estd asociada con el incremento de las
concentraciones de estréogenos e insulina, y tanto la evidencia experimental como
observacional sostienen que estos factores participan en la tumorigenesis del CaM.
Asimismo, los macréfagos se infiltran en el tejido adiposo (lo hacen en mayor grado en la
obesidad), aumentando la produccion de TNF-a en personas obesas, el cual esta

involucrado en el incremento de la sintesis de estrégeno.

Antes de la menopausia, la sintesis de estrégenos se da principalmente en los ovarios,
mientras que para las mujeres posmenopausicas con obesidad, el tejido adiposo es la
fuente principal de la sintesis de estrégenos. Lo anterior, esta relacionado linealmente con
la adiposidad, y éste, es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de CaM
(Carmichael, 2006; Cleary y Grossmann, 2009). Esto se debe a la aromatizacién periférica
de los andrdgenos suprarrenales (testosterona) a estrogenos por medio de la enzima
aromatasa; como consecuencia hay un incremento de estrogenos, los cuales generan un
efecto hormona-dependiente en las células cancerigenas, estimulando de este modo su

crecimiento y su posterior migracion (Macci6, 2011), (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos estréogeno-dependiente en cancer de mama en mujeres
premenopausicas y posmenopausicas. En las mujeres premenopausicas la sintesis de
estrogenos se da principalmente en el ovario, mientras que para las posmenopausicas la
fuente principal de sintesis de estréogenos se da en el tejido adiposo, ya que es en éste en
donde se expresa la enzima aromatasa, la cual convierte los andrégenos y testosterona a
estrogenos. Por lo tanto en mujeres con obesidad habra un incremento de estrégenos,
debido a este mecanismo. Por otro lado la obesidad esta asociada con el incremento de la
sintesis de insulina y por lo tanto de IGF, y estos a su vez, estimulan la degeneracion
neoplasica de las células epiteliales de la glandula mamaria. Por otra parte, los adipocitos
producen diferentes adipocinas y citocinas inflamatorias, tales como: leptina (Lp), TNF-q, e
IL-6, las cuales pueden influir en el incremento de la actividad de la enzima aromatasa
(Tomado de Maccié, 2011).

Adicionalmente, la obesidad induce un estado de inflamacién crénico de bajo impacto,
que resulta en el aumento de las concentraciones locales y sistematicas de citocinas
inflamatorias, adipocinas y factores de crecimiento, y que por lo tanto pueden influir en la
actividad de la aromatasa y en la actividad de proliferacion celular dependiente de
estrégenos. Por ejemplo, las citocinas inflamatorias tal como la interleucina 6 (IL-6) y el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), estan sobre-reguladas en la obesidad y se ha

demostrado que promueve la iniciacion y la progresion del CaM (Reddy y cols., 2013).
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1.10 ADIPOCINAS

En mamiferos, el tejido adiposo puede diferenciarse morfoldgica y funcionalmente en
tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo pardo o marrén (TAM). Ambos tienen la
capacidad de metabolizar y almacenar lipidos, pero presentan claras diferencias en cuanto

a su morfologia, distribucion, expresion génica, asi como su funcién (Cereijo y cols, 2014).

El TAM esta implicado en la activacién de la termogénesis a través de la activacion de
la proteina desacoplante 1 (UCP-1), generando calor a partir de los acidos grasos (lipidos
almacenados como sustrato para generar calor), (Cereijo y cols, 2014). Recientes estudios
han demostrado que el TAM pudiera estar implicado en la liberacién de triglicéridos y en
la utilizacién de glucosa, (Townsend y Tseng, 2012; Sidossis y Kajimura, 2015; Poher y cols,

2015).

Por otro lado, el TAB se encuentra extensamente distribuido en el organismo,
principalmente a escala dérmica, subcutanea, mediastinica, mesentérica, perigonadal,
perirrenal, y retroperitoneal (Cinti, 2001), siendo de ese modo el mayor reservorio
energético del organismo. Participa en el control de la homeostasis lipidica, almacenando
la energia sobrante en forma de triacilglicéridos y liberando acidos grasos libres y glicerol
cuando el gasto energético excede la ingesta de energia (Rosen y Spiegelman, 2006). Se
sabe que en los individuos con obesidad se produce un notable aumento del TAB debido a

hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos.

El TAB no solo es un reservorio de energia, sino en realidad es un 6rgano metabdlico y
secretor de una variedad de proteinas, tales como adipocinas, citocinas y factores de
crecimiento (Tabla 7), los cuales tienen accion endocrina, paracrina y autocrina (Havel
2004). Estas proteinas poseen un papel autdcrino importante en la fisiologia del TAB y el
control de la homeostasis energética, debido a que estan implicadas en diferentes

enfermedades ligadas a la obesidad (Khan 2013).

Es importante mencionar que las adipocinas son quimioatrayentes, pues se ha
descrito que reclutan macroéfagos y moléculas proinflamatorias (Marc J. Gunter 2015), los
cuales desempefian un importante rol en la etiologia del CaM en mujeres con obesidad

(Vona-Davis y Rose, 2007). Casi todas las concentraciones de las adipocinas se
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correlacionan positivamente con el IMC, a excepciéon de la adiponectina, la cual se ha
asociado en mayor grado con el desarrollo de este tipo de cancer (Miyoshi y cols, 2003;
Mantzoros y cols, 2004 Seruga y cols, 2008). En contraste con la mayoria de las adipocinas
derivadas del tejido adiposo, las concentraciones de adiponectina en plasma se

correlacionan negativamente con el IMC (Chandran y cols, 2003).

Se ha demostrado que la sintesis de adiponectina esta reducida en la obesidad,
resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, y enfermedad coronaria (Saito y cols., 1999;
Kishida y cols., 2003; Kadowaki y Yamauchi, 2005). Ademas, se ha visto que la expresion
génica de la adiponectina puede ser regulada por la insulina; y la concentracién plasmatica
de adiponectina esta inversamente correlacionada con la insulina plasmatica en ayunas

(Hotta y cols., 2000).

Tabla 7. Ejemplos de algunas adipocinas, citocinas inflamatorias y factores de crecimiento
que se producen en el tejido adiposo.

Adipocinas Adiponectina
Leptina
Apelina
Resistina
Vaspina
Quemerina
Ometina
Quimiocinas
Hepcidina

Citocinas inflamatorias MCP-1
TFN-a

PAI

IL-6

Factores de crecimiento EGF
HGF

VEGF

TGF-$

MCP-1= monocito quimioatrayente proteina 1.; TFN-a= factor de necrosis tumoral alfa; PAl=proteina
activadora de plasmindgeno 1; IL-6= interleucina seis; EGF= factor de crecimiento; HGF=factor de
crecimiento hépatico; VEGF= factor de crecimiento endotelial vascular; TGF-B= factor de crecimiento
transformador .
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1.11 ADIPONECTINA

1.11.1 CONCENTRACIONES SERICAS

La adiponectina también llamada AdipoQ, Acrp30, apM1, y GP28 (Maeda y cols., 1996;
Nakano y cols., 1996; Scherer y cols., 1995; Hu E y cols., 1996), es la adipocina mas
abundante secretada por los adipocitos, representando el 0.01% del total de proteinas en
plasma. Desempena un papel importante en el metabolismo energético (ya que estimula la
oxidacion de acidos grasos y reduce los triglicéridos plasmaticos) y en el mantenimiento
del tejido adiposo, ademas también participa en el metabolismo de la glucosa (mediante

un aumento de la sensibilidad a la insulina) y acidos grasos (Weyer y cols., 2001).

Las concentraciones de adiponectina disminuyen en forma inversamente
proporcional al peso, a la grasa corporal y al IMC; es decir, los individuos con obesidad,
presentan concentraciones en suero mas bajas de esta adipocina (Ryan y cols., 2003).
Asimismo, se ha demostrado que la adiponectina reduce los valores plasmaticos de acidos
grasos libres y triglicéridos en modelos animales de obesidad e hiperlipemia. Este efecto
se produce por un aumento en el catabolismo lipidico derivado de una estimulacién de la
expresion de enzimas implicadas en el transporte y el metabolismo de los acidos grasos en

el musculo esquelético y el higado, como la acil-CoA oxidasa y la 5’-AMP cinasa (AMPK).

Las concentraciones plasmaticas de adiponectina en individuos sanos con un IMC
normal (20-24.9 kg/m?) se miden generalmente en un rango de 5-30pg/mL, aunque se ha
visto que los valores varian por edad, grupo étnico, sexo y por la metodologia del ensayo
(Snehalatha y cols., 2003; Chandran y cols., 2003). En las mujeres se presentan

concentraciones de esta adipocina superiores al de los hombres.

La sintesis y secrecién de adiponectina se regula por diferentes mecanismos, por
ejemplo hay factores que afectan la concentracion de adiponectina como los que se
muestran en la Tabla 8. Del mismo modo, se ha demostrado que la insulina y el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1) estimulan su expresion génica in vitro (Beltowski ]
y cols., 2003). También los receptores activadores de la proliferaciéon peroxisomal (PPAR)
estan implicados en la regulacion de la sintesis de adiponectina. En modelos animales se

ha descrito que los agonistas de PPARa reducen la expresion de adiponectina en el tejido
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adiposo blanco, mientras que los agonistas de PPARYy (tiazolidinedionas o TZD) inducen su

expresion (Yamauchi T y cols., 2001).

TABLA 8. Factores que afectan la concentracion de adiponectina

Factor Concentracion de adiponectina
Obesidad l
Sexo TM) ! (H)
Edad
*Pérdida de peso
Resistencia a la insulina
Diabetes tipo 2
Enfermedad coronaria arterial
Diabetes gestacional
Tratamiento con TZD
TNF- IL-6

R N i i e

M=mujeres; H= hombres; TZD= tiazolidinedionas; TNF-a= factor de necrosis
tumoral alfa; IL-6= interleucina 6; *Bypass gastrico o dieta.

Ademas, diversos estudios han comprobado que posee una actividad anti-mitogénica
y efectos anti-proliferativos in vitro en células epiteliales de mama, por lo que esta
inversamente asociada a la incidencia del CaM en algunas investigaciones prospectivas
(Dalamaga y cols., 2012). Asimismo, estudios de casos y controles tanto retrospectivos
como prospectivos han demostrado una asociacién de niveles bajos de adiponectina sérica
con aumento del riesgo de este cancer. Sin embargo, los resultados son controversiales, ya
que algunos de ellos describen que hay una asociacion inversa de las concentraciones
séricas de adiponectina, y el riesgo de CaM tanto en mujeres premenopausicas como
posmenopausicas (Miyoshi y cols., 2003; Chen y cols., 2006; Kang y cols., 2007; Macis y
cols., 2012), mientras que otros refieren que solo se asocian con un mayor riesgo de CaM
en las mujeres posmenopdausicas (Mantzoros y cols., 2004; Hou y cols., 2007; Tworoger y
cols.,, 2007). Estas diferencias podrian deberse a las concentraciones de hormonas
sexuales femeninas, especialmente los estrégenos, ya que la concentracion de
adiponectina sérica se correlaciona inversamente con la concentracién de estradiol en
suero en mujeres posmenopausicas, pero no en las mujeres premenopausicas (Miyatani y

cols., 2008).
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1.11.2 ESTRUCTURA E ISOFORMAS

La adiponectina es un polipéptido de 244 aminoacidos (con un peso de 30kDa
aproximadamente) codificado por el gen ADIPOQ, que se encuentra localizado en el
cromosoma 3p27. Estructuralmente esta conformada por cuatro distintos dominios: el
primer dominio es un péptido sefial situado en el extremo amino-terminal (N-terminal), el
segundo es un dominio variable que consta de una regién de 28 aminoacidos que varia
entre especies, el tercero es un dominio de 65 aminoacidos similar a colageno y el dltimo
es un dominio globular, el cual se encuentra en el extremo carboxi-terminal (C-terminal),

(Figura 6).
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Figura 6. A) Estructura y dominios de la Adiponectina. B) La unidad estructural basica de la
adiponectina es la isoforma trimerica, formada por la union de 3 monémeros mediante el
dominio globular. Del mismo modo, los trimeros de adiponectina pueden asociarse a su vez
en grupos de 2 para generar la isoforma hexamerica (LMW) o de 4 a 6 unidades para
generar la isoforma de alto peso molecular (HMW), mediante el dominio colageno.
(Tomado de Palomer y cols., 2005)

Una vez sintetizada, la adiponectina puede sufrir modificaciones pos-traduccionales
por hidroxilacién y glicosilaciéon (se han identificado cuatro residuos de prolina y lisina

conservados en la regiéon del dominio coldgeno; ademas de un residuo mas de lisina en el
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dominio hipervariable), lo que genera multiples isoformas: trimérica (90kDa), hexamérica
(180kDa) (LMW), y de alto peso molecular (360-400kDa) (HMW), (Wang y cols, 2006;
Wang y cols, 2008). Ademas de estas tres isoformas, también existe una forma globular, la
cual se genera por clivaje proteolitico por una elastasa de leucocitos (una serina proteasa
secretada por monocitos y neutrofilos) a partir de la isoforma HMW de adiponectina. El
estado de oligomerizacién de la adiponectina es un factor importante en la regulacién de
su funcién. Se ha reportado en multiples estudios que la isoforma HMW es Ia
biol6gicamente mas activa (Fisher y cols., 2005; Wang y cols., 2006; Trujillo y cols., 2005;
Hada y cols., 2007).

El gen de adiponectina estd formado por tres exones y 2 intrones, y esta regulado
principalmente por PPAR, C/EBP y ADD1 (Gustafson, 2003), los cuales son claves en la

adipogénesis.
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1.12 MECANISMO DE ACCION DE LA ADIPONECTINA

La adiponectina actiia a través de sus receptores ADIPOR1 y ADIPOR2, que son
proteinas integrales con siete dominios transmembranales con el extremo N-terminal
interno, y el extremo C-terminal en la parte externa, al contrario de otros receptores
acoplados a proteina G (Yamauchi y cols., 2003). Estos receptores son significativamente
homologos con 67% de identidad de aminoacidos, y se conservan estructuralmente

especialmente en los siete dominios transmembranales.

Los efectos bioldgicos de la adiponectina no dependen solo de sus concentraciones
circulantes en plasma y de las propiedades de sus diferentes isoformas, sino también de la

expresion de sus subtipos de receptores, que son tejido especificos.

Cuando adiponectina actda sobre los receptores ADIPOR1, incrementa la captacién de
glucosa en musculo y disminuye la gluconeogénesis en higado, favoreciendo de esta forma
la sensibilidad a la insulina, mientras que al unirse a los receptores ADIPOR2, aumenta la
oxidacion de acidos grasos (catabolismo lipidico) en higado y musculo; lo que provoca un

descenso en la concentracion de glucosa y acidos grasos libres en la sangre (Figura 7).

ADIPORT1 esta acoplada a la via AMPK, que a su vez esta asociada a mTOR, la cual
regula la traduccion de proteinas que regulan el crecimiento celular (Miyazaki y cols.,
2005), de este modo adiponectina puede ejercer su efecto inhibidor sobre el crecimiento
de las células tumorales. Por otro lado ADIPOR2 esta vinculado a la activacion del receptor
gamma de proliferacion activado por peroxisoma (PPARYy), el cual induce la transcripcion
de varios genes implicados en la regulaciéon de la proliferacion y diferenciaciéon celular
(Ajuwon KM y cols., 2005). PPARY es un factor de transcripcién muy importante en la
regulacion de genes expresados en los adipocitos y que estdn implicados en el

metabolismo lipidico y en la diferenciacion de los adipocitos.

Diversos estudios tanto in vitro como in vivo han evidenciado una importante
participacion de la adiponectina asi como de sus receptores en el desarrollo y prondstico
del CaM no hereditario, especialmente en mujeres con obesidad. La adiponectina y sus
receptores tienen un efecto protector en la génesis del CaM, ya que es anti-angiogénico y

anti-proliferativo (Wang y cols, 2005; Dos Santos y cols, 2008; Molica y cols, 2009;
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Sugiyama y cols, 2009; Saxena y cols 2010). Algunos estudios han documentado

concentraciones séricas de adiponectina reducidas en pacientes con este tipo de cancer

(Mantzoros y cols, 2004; Korner y cols, 2007).
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Figura 7. Receptores de adiponectina: ADIPOR1 y ADIPOR2. Los receptores ADIPOR1 tienen
gran afinidad por la adiponectina globular y baja afinidad por la adiponectina de longitud
larga o peso molecular alto (HMW). En cambio los ADIPOR2 tienen afinidad intermedia para
ambas formas de adiponectina. Cuando adiponectina actiia sobre los receptores ADIPOR1
incrementa la captacion de glucosa y disminuye la gluconeogénesis; al unirse a los
ADIPOR2, aumenta la oxidacién de acidos grasos (Tomado de Elissondo, 2008).

Por ultimo, la T-cadherina es un receptor

—que actia como correceptor— de la

superficie celular localizado en las células del musculo endotelial y liso, que esta implicado

en la interaccion célula-célula. Se sabe que las isoformas HMW se unen fuertemente a este

receptor, pero no las formas triméricas y globulares de adiponectina (Hug et al, 2004).
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1.13 MECANISMO DE ACCION DE LA ADIPONECTINA EN
CANCER DE MAMA

La adiponectina se ha asociado en mayor grado con el desarrollo de CaM (Grossmann
y Cleary, 2012). Esto se debe a que los adipocitos son el elemento predominante estromal
en la glandula mamaria, por lo que adiponectina tiene una mayor influencia paracrina

sobre el epitelio mamario.

Las concentraciones bajas de adiponectina en circulacién estdn asociados con un
mayor riesgo de CaM (Miyoshi y cols, 2003, Chen y cols, 2005) independientemente de la
edad, estado de los receptores hormonales (RE y RP), metastasis de los ganglios linfaticos,
y HER2. Algunos estudios, han sugerido que los tumores de mama (con un tamafio grande
de tumor y alto grado histolégico) que surgen en mujeres con niveles bajos de
adiponectina (hipoadiponectinemia) en suero pueden tener un fenotipo mas agresivo

(Mantzoros y cols, 2004; Khan y cols, 2013).

Estudios in vitro e in vivo sugieren que la adiponectina reduce el proceso
carcinogénico en la glandula mamaria a través de multiples vias. Los posibles mecanismos
de accion de la adiponectina en la prevencion del cancer son diversos; por ejemplo, en
lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) se ha sefalado que bloquea el efecto
proliferativo de IGF-I, a través de un mecanismo que implica un aumento de la
fosforilacion de la AMPK-a y una disminuciéon de Akt activada. También aumenta las
concentraciones intracelulares de AMPc y la actividad de la proteina cinasa A (PKA) (Liy
cols.,, 2011). Ademas puede bloquear las acciones de proliferacion celular de diferentes
factores de crecimiento que podrian ser responsables del desarrollo y progresion del CaM;
del mismo modo, puede reducir la migracion e invasion de la células cancerigenas

(Taliaferro-Smith y cols., 2009).

La adiponectina es antagonista de la leptina y a través de la via de sefializacion
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) reduce la actividad de la aromatasa, la produccion local

de estrdgenos, y la proliferacion (Fresno Vara JAy cols., 2004).
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Asimismo, se ha visto que puede inhibir la activacion del factor nuclear kB (NFkB) por
citocinas inflamatorias, como el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a),
reduciendo asfi la produccién subsecuente de adipocitocinas inflamatorias (Bastian Hoesel
y cols., 2013). Ademas, NFkB es un factor de transcripcién que regula positivamente el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células de cancer de mama, por lo que
en estudios in vivo se ha visto que puede inhibir la neoangiogénesis tumoral (Molica y cols,

2009).

Mediante la regulacion positiva del receptor de proliferacion activado por peroxisoma
(PPAR) que forma heterodimeros con el receptor de retinoides X, la adiponectina
promueve la diferenciacion y la apoptosis a través de mecanismos dependientes de p53.
Ademas de regular positivamente el supresor de tumores LKB1 y aumentar el AMPc, que a
su vez bloquea la activacion de la via mTOR lo que reduce la motilidad y la angiogénesis

(Figura 8), (Fabian 2011).

Cabe mencionar que cuando AMPK esta fosforilado activa TSC2, un supresor de
tumores que regula negativamente la sintesis de proteinas mediante la inhibiciéon de
mTOR, y este dltimo se ha asociado con cancer de colon, mama, prostata, ovario, higado y
pulmén (Inoki y cols., 2003). La regulacion de TSCZ y mTOR por AMPK podria tener
implicaciones importantes ya que la activacion de la via de sefalizacion PI3K-Akt es
constitutiva en muchos tipos de cancer. La activaciéon de la AMPK por la adiponectina
también activa la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y aumenta la produccion de 6xido
nitrico (NO). La activacion de eNOS también depende de la sefializacion a través de Akty
de PI3K (Ouchi et al, 2005). La adiponectina inhibe la produccién de especies reactivas de
oxigeno posiblemente a través de la inhibicién de la actividad celular de NADPH oxidasa
(Goldstein y Scalia, 2004). La reduccién de la generacion de ROS puede aumentar la
produccion de NO y reducir la proliferacion celular mediante el bloqueo de la activacién de
la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) activada por la lipoproteina de baja

densidad oxidada (oxLDL), (Goldstein y Scalia, 2004).

Por ultimo, la adiponectina también puede regular la angiogénesis negativamente

(independientemente de la AMPK) mediante la induccion de la apoptosis en células
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endoteliales vasculares mediante la activacién de la cascada de caspasas, un grupo de
enzimas apoptoticas. La adiponectina activa inicialmente la caspasa-8, que posteriormente
conduce a la activacién de las caspasas-9 y -3, lo que a su vez conduce a la muerte celular

(Brakenhielm et al, 2004).
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Figura 8. Diferentes vias de sefializacion por las que la adiponectina ejerce su efecto, ya sea
una modulacién inhibitoria (azul) o estimulante (oro) la cual produce efectos a nivel celular
y del tejido que pueden reducir potencialmente el riesgo de desarrollar cancer de mama

(Tomado y modificado de Fabian 2011).

Recientemente se ha descrito que algunos farmacos antidiabéticos, particularmente
los de la clase de las tiazolidinedionas (TZD), incrementan la expresion y la concentraciéon
plasmatica de adiponectina mediante la activacion de PPAR- y (Arner P 2003). En
contraste, la metformina mejora significativamente la sensibilidad a la insulina y aumenta
la captacion de glucosa en el tejido muscular de pacientes con diabetes tipo 2 pero sin

modificar los valores de adiponectina (Phillips SA y cols., 2003).

Las TZD aumentan la sintesis de la lipoproteina lipasa, la proteina transportadora de
acidos grasos y la acetil-CoA sintetasa mediante la activacién de PPARy, estimulando
globalmente el almacenamiento de acidos grasos en los adipocitos, la reduccion de los

triglicéridos plasmaticos y el aumento de las HDL (Phillips SA y cols., 2003). En el tejido
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adiposo subcutaneo, las TZD promueven la diferenciacion de los adipocitos, produciendo

células mas pequeifias y sensibles a la insulina.

Por otro lado, farmacos que disminuyen los lipidos como las estatinas hidrofilicas, los
acidos grasos como el omega 3, y los fibratos, también incrementan la expresion de
adiponectina (Banga A y cols., 2009). Del mismo modo sucede con los antihipertensivos
como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los f-
bloqueadores que incluye a los agonistas B2, ademds de algunos nutracéuticos tales como

la curcumina se ha informado que incrementan su secrecidn.

La cirugia bariatrica en mujeres con obesidad (con pérdidas de peso del 14-25%),
conduce a aumentos importantes de adiponectina y a la reducciéon del riesgo de CaM
incluso en mujeres jévenes. Aunque el ejercicio vigoroso puede aumentar modestamente
las concentraciones de adiponectina, la reduccién del tejido adiposo es necesaria para
modificar significativamente la adiponectina circulante de tal manera que el ejercicio

aerdbico moderado en ausencia de pérdida de peso tiene poco efecto.

Existen pocos estudios enfocados en la expresidon de adiponectina y de sus receptores
en tejido tumoral mamario de pacientes con CaM. Por ejemplo, Young-Ju Jeong y cols,
(2011) realizaron un estudio de casos en donde analizaron mediante inmunohistoquimica
(IHC) dos tipos de cancer de mama (carcinoma in situ y carcinoma infiltrante o invasivo), y
observaron una asociacion entre la sobreexpresion de adiponectina y de sus receptores y
la progresion e invasividad en los tumores con carcinoma infiltrante (la expresion de esta
adipocina y sus receptores fue mayor en el carcinoma infiltrante respecto al carcinoma in
situ). De esta manera, ellos sugieren que la adiponectina podria estar asociada con la

progresion y la invasion del CaM en etapas tardias.

Por otra parte, Taliaferro-Smith L y cols, (2009) también encontraron una mayor
expresion de adiponectina en mujeres con carcinoma ductal infiltrante en comparacion
con el carcinoma ductal in situ, ademas la expresion de adiponectina fue mayor en el tejido
adyacente normal que en el tejido neopldsico. Esto sugiere que la expresion de

adiponectina es tejido-especifico.
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En cuanto al estudio de la expresion de los receptores de adiponectina, se ha visto una
mayor expresion de ADIPOR1 en los diferentes tipos de cancer que estan fuertemente
asociados con la obesidad (cancer renal, melanoma, carcinoma hepatocelular) en
comparacién con los canceres no asociados a esta patologia, los cuales tienen una menor
expresion (p.e. carcinoma epitelial ovarico) (Sharon y cols., 2010). En relacion al CaM, se
ha observado una mayor expresion de ADIPORZ, el cual se asocia con invasién vascular
(Pfeiler G y cols., 2009), pero en los carcinomas gastricos, una mayor expresion de
ADIPOR1 y/o ADIPOR2 se asocia positivamente con una mayor supervivencia global
(Barresi V y cols., 2009). Recientemente, en un estudio en donde se compararon en una
linea celular metastasica triple negativo (MDA-MB-231) los efectos de dos diferentes
isoformas de adiponectina (globular vs HMW) sobre el potencial de metdastasis de las
células de CaM, se encontr6 que la isoforma globular de adiponectina (gAd), aument6 tanto

la migracién como la invasion (Emily Falk y cols, 2016).

Dado que la obesidad es un factor clave asociado con la expresion y las
concentraciones circulantes de adiponectina, en donde el IMC ésta relacionado con la
sintesis de ésta adipocina y de sus receptores en el tejido mamario, la cuantificacion de la
expresion de adiponectina podria permitir la caracterizaciéon de los pacientes en funciéon
del riesgo de desarrollar complicaciones. Sin embargo, es importante remarcar que los
estudios referidos arriba, tomaron en cuenta unicamente la relaciéon de la adiponectina y
/o sus receptores con el CaM y no realizaron la comparacién en subgrupos de acuerdo al

IMC y su asociacion con un CaM mas agresivo.

Por lo tanto, con base en todo lo anterior y al no tenerse un consenso entre las
diferentes investigaciones realizadas hasta el momento, el estudio de la expresion de
adiponectina y sus receptores (ADIPOR1 y ADIPOR2) es un area de investigacion activa,
particularmente en tejido tumoral mamario, por lo que se necesitan mayores estudios, ya
que es un objetivo particularmente atractivo enfocado en la prevencién y/o tratamiento
del paciente con cadncer de mama, en particular para las mujeres con sobrepeso u
obesidad. Ademas que esto permitira dilucidar el posible papel predictivo de adiponectina

y sus receptores.
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2. JUSTIFICACION

El cancer de mama 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 |, lo que se traduce en una elevaciéon importante de
los costos de atencién promedio por afio-paciente, los cuales se incrementan mientras mas
tardia es la deteccién. Aunado a lo anterior, la obesidad se ha asociado con una larga lista
de entidades patoldgicas, como son algunos tipos de neoplasias; en relaciéon con aquellos
tipos de canceres en los cuales se ha postulado que la obesidad aumenta el riesgo de
morbilidad y/o mortalidad, el cAncer de mama ocupa un lugar preponderante. Ademas la
obesidad es un factor de riesgo establecido para el CaM en mujeres posmenopdusicas, ya
que diversos estudios han demostrado que las mujeres con obesidad al momento del
diagnostico de CaM presentan un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad, asi como
a un mal prondstico, lo cual hace imprescindible el identificar marcadores de

predisposicion y de progresion de la enfermedad.

Diversos estudios han demostrado una participacién importante de la adiponectina
asi como de sus receptores en el desarrollo y pronéstico del CaM no hereditario,
especialmente en mujeres con obesidad. Esta adipocina muestra una correlacién negativa
con el IMC, y algunos estudios han documentado concentraciones séricas de adiponectina

reducidas en pacientes con este tipo de cancer.

Por lo anterior, el analisis de esta adipocina y de sus receptores en el tejido tumoral
mamario pudiera(n) ser un marcador util (es) para el prondstico y la identificacion de los

casos con un alto riesgo de metastasis.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, la prevalencia de obesidad y la incidencia de CaM se incrementan afio con
afio y el diagnoéstico de CaM es tardio. La etapa localmente avanzada es predominante y en
consecuencia la sobrevida de la mujer mexicana con este tipo de cancer es menor
comparada con la de mujeres con esta patologia en otros paises. Ademas la asociacion de
la obesidad a un mayor riesgo de recurrencia de CaM, asi como a un mal pronéstico, hacen
imperioso el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. El determinar si existen
diferencias entre la expresion de adiponectina y sus receptores (ADIPOR1 y ADIPOR2) con
respecto al IMC, podria demostrar la presencia de nuevos marcadores de riesgo que

participan o se correlacionan con el comportamiento clinico del CaM.
Con base en lo anterior se plane¢ la siguiente pregunta de investigacion:

¢;La expresion de adiponectina y sus receptores (ADIPOR1 y ADIPOR2) se asocian con
el comportamiento clinico-patologico del cancer de mama no hereditario en mujeres

postmenopausicas con normopeso y obesidad?

4. HIPOTESIS

1. La expresién de adiponectina en el tejido tumoral mamario de las mujeres
postmenopdusicas obesas con CaM no hereditario sera menor en comparacion
con el grupo de IMC normal.

2. La expresion de los receptores de adiponectina (ADIPOR1 y ADIPOR2) sera

menor en las mujeres con IMC normal respecto a las mujeres con obesidad.
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5. OBJETIVO

Analizar la expresion de la adiponectina y de sus receptores (ADIPOR1 y ADIPOR2) en
tejido tumoral mamario de mujeres postmenopausicas con IMC normal y con IMC de

obesidad, que presentan CaM no hereditario.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

6.1 Comparar la expresion de la adiponectina y de sus receptores en el tejido
tumoral mamario de las mujeres postmenopausicas con CaM no hereditario
con IMC normal e IMC de obesidad.

6.2  Analizar la expresién de la adiponectina y de sus receptores en el tejido
tumoral mamario de mujeres postmenopausicas con CaM no hereditario

con normopeso y obesidad se asocia con el comportamiento clinico del CaM.

7. OBJETIVO SECUNDARIO

7.1 Analizar las concentraciones séricas de adiponectina en mujeres

postmenopausicas con CaM no hereditario con normopeso y obesidad.
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8. DISENO METODOLOGICO

8.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional y prospectivo.

8.2 SUJETOS

Este protocolo fue aprobado por los Comités de Investigacién y Etica tanto del
Instituto de Enfermedades de la Mama, FUCAM, como por la Facultad de Medicina, UNAM.
Este estudio se llevé a cabo con muestras de tejido tumoral de mujeres de origen étnico
mestizo-mexicano con CaM no hereditario (sin antecedentes familiares de primer grado
de CaM), las cuales fueron reclutadas del Instituto de Enfermedades de la Mama, FUCAM

A.C.

Se incluyeron 50 mujeres (25 con peso normal y 25 con obesidad) postmenopdausicas
con CaM no hereditario. A todas las participantes, se les dio toda la informacion del estudio
y se procedio a la lectura de la carta de consentimiento informado (ANEXO A), las mujeres
que aceptaron participar en el estudio firmaron la carta de consentimiento informado y se
procedid a la toma de una muestra Unica de sangre periférica de aproximadamente 5 ml
(para cuantificaciéon de adiponectina sérica); asimismo, se les solicit6 el acceso al tejido
tumoral fijado en parafina para la realizacion de la inmunohistoquimica (IHC) e
identificacién de la adiponectina y sus receptores (ADIPOR1 y ADIPORZ2). Las mujeres
fueron divididas en dos grupos: 1) pacientes de peso normal (IMC = 20-24.9 kg/m?) y, 2)
pacientes con obesidad (IMC=30 kg/m?).

A las mujeres participantes se les determind los siguientes factores prondsticos:

1. Edad de la paciente.
2. Tamafo del tumor: TX (no se puede valorar la presencia de tumor primario), TO
(no hay evidencia de tumor primario), T1 (tumor pequefio), T2 y T3 (tumor de

tamafio mediano), T4 (tumor grande).
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3. Estado ganglionar (+ o -): NX (no se pueden valorar ndédulos linfaticos regionales),
NO (no hay implicaciéon de nédulos linfaticos regionales), N1, N2, N3 (implicaciéon
en incremento de nddulos linfaticos regionales).

4. Grado histolégico: 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).

5. Panel inmunohistoquimico (IHC): Estado del receptor-2 del factor de crecimiento
epidermal humano (HER2 positivo o negativo); Estado de receptores hormonales
(Receptor de Estrégenos y Receptor de Progesterona positivos o negativos), asi
como del factor de proliferaciéon Ki67. Cabe mencionar que la mastografia y la
cuantificacion de los receptores hormonales (estrégenos y progestagenos), de

HER2 y de Ki67, se realiza de rutina en el FUCAM.

También se recopilarén los datos de las participantes: edad, caracteristicas
demograficas, antecedentes médicos, personales y familiares, consumo de alcohol,
antecedentes de tabaquismo, terapia de reemplazo hormonal, edad del primer embarazo a
término, edad de la menarquia y la menopausia. Ademas del estadio y grado histolégico, se
analizaran los factores clinico-patolégicos y prondsticos del CaM: modalidades de
tratamiento adyuvante (tratamiento de hormonas y/o trastuzumab), tamafio del tumor,
estado ganglionar, y los resultados de la inmunohistoquimica de los cuatro factores
bioldgicos diferentes (receptor a estrégenos, receptor a progesterona, HER2 y Ki-67 —

positivos o negativos, segun cada caso, y su indice).
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9. CRITERIOS DE INCLUSION

IL.

Con diagnoéstico histopatolégico de cancer de mama operable en
mujeres posmenopausicas, con un IMC de 20-24.9kg/m? para mujeres
con peso normal y con IMC 230 kg/m? para mujeres con obesidad.

Que acepten participar en el estudio y firmen una carta de

consentimiento informado.

10. CRITERIOS DE EXCLUSION

IL
I1.
IV.

Mujeres con cancer de mama que hayan recibido previamente
tratamiento con quimioterapia.

Antecedente de cualquier tipo de neoplasia.

Sindrome metabélico.

Procesos patolégicos que condicionasen la obesidad como wuna
enfermedad secundaria: i.e. Sindrome de Prader Willi, Sindrome de

Lawrence Moon, Sindrome de Cushing, etc.

11. CRITERIOS DE ELIMINACION

L.
IL.

Deseen retirar su muestra del estudio.
Que el tejido fijado en parafina no sea de calidad para llevar a cabo el

estudio inmunohistoquimico (IHC).
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12. ASPECTOS ETICOS

Este proyecto cuenta con la aprobacién de las Comisiones de Investigacién y Etica,
Facultad de Medicina de la UNAM (Reg. 037-2014) y del Instituto de las Enfermedades de
la Mama, FUCAM. Todas las participantes que acepten ingresar al estudio, firmaran
previamente una carta de consentimiento informado que permitird disponer de la
informacion y las muestras de sangre, asi como una muestra de tejido tumoral embebido

en un bloque de parafina (carta de consentimiento ANEXO A).

La forma de consentimiento informado se estructuré acorde con las disposiciones de

la Secretaria de Salud en materia de investigacién en humanos.

Asimismo, para conservar la privacidad y confidencialidad de los datos obtenidos en
el cuestionario que se aplicard, asi como los datos obtenidos del estudio, se utilizaran la
base de datos, nimeros de folio para identificar a las diversas mujeres participantes en el
proyecto y de esa forma conservar el anonimato. De igual forma, todos los cuestionarios y
las tablas de resultados que se deriven de este proyecto seran almacenados bajo llave en
un archivero exclusivo para este proyecto, el cual serda manejado por la investigadora

responsable.

Los riesgos implicitos en la toma de las muestras de sangre, mismas que se solicitaran

para la obtencién del plasma, son considerados minimos.

42



13. METODOLOGIA

13.1 CONCENTRACIONES SERICAS DE ADIPONECTINA

Las concentraciones séricas de la adiponectina se cuantificaron a partir de la muestra
de sangre (5mL) obtenida de las mujeres con CaM no hereditario, utilizando un estuche
comercial de KIT-ELISA humano (eBioscience, Quantikine ELISA Vers.2; BMS2032/2),

siguiendo las indicaciones del proveedor.

El kit de ELISA que fue utilizado es un método inmunoenzimatico directo tipo
sandwich. Los pocillos de la policubeta estaban recubiertos con el anticuerpo de humano
anti-adiponectina que actu6 como anticuerpo de captura. La muestra sérica de cada
paciente (dilucién 1:3500) se incubd en cada uno de los pocillos por duplicado. El material
no unido (anticuerpo-antigeno) se elimin6 mediante los lavados. La absorbancia se ley6 a

450nm en un lector de placas (BIO-RAD iMark).
13.2 ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO (IHC)

Se hicieron cortes a partir del tejido tumoral embebido en parafina a 2 micras. Las
laminillas fijadas se desparafinaron en un horno a 60°C (20 minutos), y después se lavaron
en xilol y en alcoholes a diferentes porcentajes. La recuperacion antigénica se hizo
mediante la solucion de citratos (Inmuno/DNA Retriever Bio SB). Se utilizé una solucion
de H202 y metanol, para desenmascarar los antigenos y eliminar la peroxidasa endégena.
Luego, las laminillas se incubaron por 24 horas con los anticuerpos y diluciones
correspondientes para cada caso (para adiponectina (1pg/200uL 6 1:200): anticuerpo
19F1 (Abcam ab22554, Cambridge, UK); para ADIPOR1 (1pg/400uL 6 1:400): anticuerpo
policlonal (Abcam, Cambridge,UK), y para ADIPORZ (1pg/200uL 6 1:200): anticuerpo
policlonal (374-386) (Phoenix Pharmaceuticals, Inc; H-001-23)). Como anticuerpos
secundarios se utilizaron: anti-mouse IgG Biotin (escience, 13-4015), anti-rabbit IgG Biotin
(Jackson InmunoResearch, 111-065-003), ambos en una dilucién 1:100. La deteccién de la
reaccion antigeno-anticuerpo se hizo mediante con el complejo avidina-biotina peroxidasa
(Sistema de tincion ABC) y diaminobencidina (DAB); todas las laminillas se contratifieron

con hematoxilina (ANEXO B).
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La expresion de la adiponectina y sus receptores (ADIPOR1 y ADIPOR2) se analizaron
por microscopia de luz en 30 campos de secciones diferentes. El porcentaje del area de
tincion positiva se obtuvo a partir de 30 fotografias que se tomaron mediante los
resultados de las IHC para cada muestra del tejido tumoral mamario: 10 para la zona 1
(adipocitos), 10 para la zona 2 (carcinoma) y 10 para la zona 3 (infiltracién linfocitaria);
las cuales son representativas de toda el area del tejido tumoral mamario. Las imagenes
fueron cuantificadas mediante el sotfware Image] (Wayne Rasband, National Institutes of

Health; Halbergy cols., 2009).

14. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de la poblacién del estudio se presentan como la media mas menos
desviacion estandar (X+DES) para las variables cuantitativas, y frecuencias relativas y
absolutas para las variables cualitativas.

El andlisis estadistico para la comparaciéon de medias para cada grupo (IMC normal vs
IMC de obesidad) se hizo mediante la prueba de t de Student a partir de los datos obtenidos
del porcentaje del drea promedio de tincién positiva para adiponectina y sus receptores
(ADIPOR1 y ADIPORZ2), asi como también a partir de las concentraciones séricas de
adiponectina. Un valor de p < 0.05 fue considerado como diferencia significativa.

El paquete estadistico utilizado fue el software SPSS 25.0 (IBM Statistics).
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15. RESULTADOS

15.1 Generalidades

Se reclutaron del Instituto de Enfermedades de la Mama (FUCAM) 50 mujeres con

cancer de mama, de las cuales 25 presentan un IMC normal (20- 24.9 kg/m?), y 25 mujeres

con un IMC de obesidad (230 kg/m2), y todas ellas cumplieron con los criterios de

inclusion. En la tabla 9 se muestran los parametros clinico-patolégicos de las mujeres con

CaM segun su IMC (normal y obesidad). Las pacientes presentan un diagnéstico patologico

de carcinoma ductal infiltrante, con predominio de un tamafio de tumor <2, y estadio II, asi

como presencia de receptor a estrégenos y progesterona positivos, HER2 negativo y un

porcentaje de Ki67 positivo.

Tabla 9. Parametros clinico-patolégicos en mujeres con CaM.

Mujeres Normal Obesidad
(IMC 20-24.9) (IMC 230)
N (50) 25 25
*Edad (afios) 58.62 +10.17 54.1 + 6.64
Tamaiio tumor n (%)
<2 cm 13 (52,0) 14 (56,0)
22 cm 12 (48,0) 11 (44,0)
Estadio n (%)
I 10 (40,0) 10 (40,0)
I 15 (60,0) 13 (52,0)
111 0 2 (8,0)
RE n (%)
Positivo 19 (76,0) 23(92,0)
Negativo 6 (24,0) 2 (8,0)
RP n (%)
Positivo 15 (60,0) 22 (88,0)
Negativo 10 (40,0) 3(12,0)
HER2 n (%)
Positivo 2 (8,0) 3(12,0)
Negativo 23(92,0) 22 (88,0)
Ki67 n (%)
Positivo 23 (92,0) 24 (96,0)
Negativo 2(8,0) 1 (4,0)

N= namero de mujeres; RE= receptor a estrégenos; RP= receptor progesterona

*Mediat DES; p <0.05
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15.2 INMUNOHISTOQUIMICA: ADIPONECTINA

Se procesaron 50 muestras, 25 con IMC normal y 25 con un IMC de obesidad mediante

la técnica de inmunohistoquimica establecida (ANEXO B), a partir de la estandarizacion de

la técnica de inmunohistoquimica para el anticuerpo de adiponectina que se muestra en el

ANEXO 1, se determin6 que la dilucién dOptima para el ensayo para adiponectina fue

1pg/200pL, mientras que la dilucion del anticuerpo secundario anti-mouse IgG Biotin

utilizada fue 1:100.

En la Figura 9 se observan las imagenes mas representativas del Positivo y del

Negativo de una misma zona del tejido tumoral (carcinoma) para

especificidad del anticuerpo primario en las muestras procesadas.

"j 50 um

ANt

x -
. 413

i

N B
L ‘,

e

o

T

comprobar la

Figura 9. IHC: Tejido tumoral mamario (20X) con marca antigénica negativa (a la izquierda)

y positiva a adiponectina (a la derecha).
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Por otro lado en la Figura 10 se observan las imagenes mas representativas de la
expresion de Adiponectina en las 3 diferentes zonas cuantificadas para ambos grupos: IMC

normal vs IMC de obesidad.

Figura 10. Inmunohistoquimica: expresion de Adiponectina en tejido tumoral mamario

A), B), C), pacientes con IMC 20-24.9 kg/m?; D), E) y F) pacientes con IMC =30 kg/m2.

A) y D) pertenecen a la zona 1 (40X); B) y E) pertenecen a la zona 2 (20X); C) y F) pertenecen
ala zona 3 (40X).

Se observa el area de tincion positiva para Adiponectina (café) en las tres diferentes zonas
cuantificadas en las mujeres que tienen un IMC normal (izquierda), respecto a las mujeres
con obesidad (derecha).
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Tabla 10. Porcentaje de area de tincion positiva para adiponectina en mujeres con
cancer de mama.

Muieres con CaM Normal Obesidad
) N2Z0 (IMC 20-24.9) (IMC 230)
= N=25 N=25
%Area positiva Tejido adiposo 9.03 £ 3.59 7.87 £ 3.05
para Carcinoma 38.29+£9.70 34.48 + 8.20
Adiponectina  [nfiltrado linfocitario 14.56 + 5.91 16.05 + 3.87

N=ntimero de mujeres
% Area de tincion positiva expresada como media * DES

En la Tabla 10 y en la Figura 11, se compara el porcentaje del area promedio de
tincion positiva para adiponectina en cada zona cuantificada de las 50 muestras
procesadas. Hasta el momento no se han encontrado diferencias significativas (P<0.05) en
el porcentaje del area de tincién positiva para adiponectina entre el grupo de IMC normal
(N=25) vs IMC de obesidad (N=25) en las tres diferentes areas: adipocitos, carcinoma e

infiltracién linfocitaria, (P=0.305; P=0.967; P=0.784; respectivamente).
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Figura 11. Porcentaje de area de tincion positiva para adiponectina entre pacientes con
un IMC normal contra pacientes con un IMC de obesidad. No hubo diferencias
significativas (P<0.05) entre ambos grupos para las tres zonas analizadas.
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15.3 INMUNOHISTOQUIMICA: ADIPOR1

Se determiné que la dilucién 6ptima para el anticuerpo anti-ADIPOR1 en el ensayo fue
de: 1pg/400pL. La dilucién del anticuerpo secundario anti-rabbit IgG Biotin utilizada fue
de 1:100. El grosor de los cortes del bloque de tejido tumoral embebido en parafina fueron

a 2 micras.

Para comprobar la especificidad del anticuerpo primario en las muestras procesadas,
mediante la técnica de inmunohistoquimica establecida (ANEXO B), se tomaron las
imagenes mas representativas de los Positivos y Negativos de cada muestra, los cuales se

muestran en la Figura 12.

© [ soum |

Figura 12. [HC: Tejido tumoral mamario (20X) con marca antigénica negativa (izquierda) y
positiva a ADIPOR1 (derecha).
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Las imagenes de tincién positiva para la expresion de ADIPOR1 (en las 3
diferentes zonas) en mujeres con CaM con un IMC normal respecto a las mujeres con

CaM con un IMC de obesidad mas representativas se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Inmunohistoquimica: expresion de ADIPOR1 en tejido tumoral mamario.
A), B), C), pacientes con IMC 20-24.9 kg/m?; D), E) y F) pacientes con IMC =30 kg/m?2.
A) y D) pertenecen a la zona 1 (40X); B) y E) pertenecen a la zona 2 (20X); C) y F) pertenecen
ala zona 3 (40X).
Se observa que el area de tincion positiva para ADIPOR1 (café) en la zona de carcinoma es

menor en las mujeres que tienen un IMC normal (izquierda), respecto a las mujeres con
obesidad (derecha).
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Tabla 11. Porcentaje de area de tincion positiva para ADIPOR1 en mujeres con
cancer de mama.

Muieres con CaM Normal Obesidad
J NeZ0 (IMC 20-24.9) (IMC 230)
= N=25 N=25
i Tejido adiposo 7.88 £ 0.86 7.68 £ 1.09
i "
ﬁarr::gf:g:;’: Carcinoma 30.01 + 5.76* 39.88 + 4.57*
Infiltrado linfocitario 16.24 + 3.69 20.69 +4.36

N=numero de mujeres
% Area de tincién positiva expresada como media + DES
*P<0.05

En la tabla 11, se muestra el porcentaje del darea promedio de tincién positiva para
ADIPOR1. No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje del area de tincién
positiva para ADIPOR1 entre el grupo de IMC normal vs IMC de obesidad en las zonas de
tejido adiposo e infiltracion linfocitaria, (P=0.784; P=0.055; respectivamente), sin
embargo, en la zona de carcinoma si se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos de mujeres (P=0.041).

La comparacion del porcentaje de area de tincion positiva de las 3 zonas cuantificadas
se observa en la Figura 14. En éste se puede ver que las mujeres con CaM no hereditario
con un IMC normal (N=25) tienen un menor porcentaje de tincién positiva para ADIPOR1
en la zona de carcinoma respecto a las mujeres con CaM con un IMC de obesidad (N=25),

las cuales hasta el momento, tiene un porcentaje de tincidn positiva mayor.

52



60 -

*P=0.041

AdipoR1
(YArea de tincién positiva)

adipocitos carcinoma linfocitos

Figura 14. Porcentaje de area de tincion positiva para ADIPOR1 entre pacientes con un IMC
normal contra pacientes con un IMC de obesidad. Se observaron diferencias significativas
(*P<0.05) en la zona de carcinoma entre ambos grupos de mujeres con CaM, siendo menor
la expresion de ADIPOR1 en el grupo con IMC normal respecto al de obesidad.
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15.4 INMUNOHISTOQUIMICA: ADIPOR2

Se determindé que la diluciéon 6ptima para el anticuerpo ADIPOR2 en el ensayo fue de:
1ug/200pL. La dilucién del anticuerpo secundario anti-rabbit IgG Biotin utilizada fue de

1:100. Los cortes del bloque de tejido tumoral embebido en parafina fueron de 2 micras.

Para comprobar la especificidad del anticuerpo primario en las muestras procesadas,
se tomaron los Positivos y Negativos para cada muestra. En la Figura 15 se observan las
imagenes mas representativas del Positivo y del Negativo de una misma zona del tejido

tumoral (carcinoma).

Figura 15. I[HC: Tejido tumoral mamario (20X) con marca antigénica negativa (izquierda) y
positiva (derecha) a ADIPOR2.
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Las imagenes de tincion positiva para la expresion de ADIPOR2 (en las 3
diferentes zonas) en mujeres con CaM con un IMC normal respecto a las mujeres con

CaM con un IMC de obesidad mas representativas se muestran en la Figura 16.

Figura 16. Inmunohistoquimica: expresion de ADIPOR2 en tejido tumoral mamario.

A), B), C), pacientes con IMC 20-24.9 kg/m?; D), E) y F) pacientes con IMC 230 kg/m?2.

A) y D) pertenecen a la zona 1 (40X); B) y G) pertenecen a la zona 2 (20X); E) y F) pertenecen
ala zona 3 (40X).

Se observa que el area de tincion positiva para ADIPOR2 (café) en la zona de tejido adiposo
es menor en las mujeres que tienen un IMC normal (izquierda), respecto a las mujeres con
obesidad (derecha).
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Tabla 12. Porcentaje de area de tincion positiva para ADIPOR2 en mujeres con
cancer de mama.

Muieres con CaM Normal Obesidad
J NeZ0 (IMC 20-24.9) (IMC 230)
= N=25 N=25
5 Tejido adiposo 8.39 + 1.78* 14.34 + 1.46*
i "
ﬁarr::gf:g:;’: Carcinoma 41.47 * 6.65 48.69 * 4.57
Infiltrado linfocitario 22.31+7.73 25.73 +6.52

N=numero de mujeres

% Area de tincion positiva expresada como media + DES
*P<0.05

En la tabla 12, se muestra el porcentaje del area promedio de tincién positiva para
ADIPOR2. No se han encontrado diferencias significativas (P<0.05) en el porcentaje del
area de tincion positiva para ADIPOR2 entre el grupo de IMC normal vs IMC de obesidad
en las zonas de carcinoma e infiltracion linfocitaria, (P=0.139; P=0.439; respectivamente),
no obstante, en la zona de adipocitos si se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos de mujeres (P=0.038).

La comparacion del porcentaje de area de tincidn positiva de las 3 zonas diferentes
cuantificadas se muestra en el Figura 17. En éste se puede ver que las mujeres con CaM no
hereditario con un IMC normal (N=25) tienen un menor porcentaje de tincién positiva

para ADIPOR2 positiva en la zona de tejido adiposo respecto a las mujeres con CaM con un
IMC de obesidad (N=25).
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Figura 17. Porcentaje de area de tincion positiva para ADIPOR2 entre pacientes con un IMC
normal contra pacientes con un IMC de obesidad. Se observaron diferencias significativas
(*P<0.05) en la zona de adipocitos entre ambos grupos de mujeres con CaM, siendo menor
la expresion de ADIPOR2 en el grupo con IMC normal respecto al de obesidad.
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15.5 PRUEBA DE INMUNOENSAYO (ELISA)

Se obtuvieron las concentraciones séricas de adiponectina (ug/mL) en 25 muestras
con IMC normal y 25 pacientes con IMC de obesidad (N=50). No se han encontrado
diferencias significativas (P>0.05), (Figura 18).
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Figura 18. ELISA. Comparacion de las concentraciones séricas de adiponectina entre el
grupo de mujeres con CaM no hereditario con un IMC normal (33.74 * 8.73 ug/mL) vs IMC
de obesidad (28.85 + 6.71 ug/mL). No se encontraron diferencias significativas (P>0.05).
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16. DISCUSION

El cancer de mama y la obesidad constituyen dos patologias de alta prevalencia en la
actualidad y con un profundo impacto en la sociedad mexicana, es por ello que numerosas
investigaciones han intentado establecer cual es la relacidon entre ambos procesos. De tal
forma que el estudiar la contribuciéon o asociacién de las adipocinas derivadas de los
adipocitos con este tipo de cancer, tal como adiponectina y sus receptores, es de suma
importancia, ya que pudiesen ser utiles en la predicciéon del prondstico y en la
identificacién de los casos con un alto riesgo de metdastasis (Seruga y cols., 2008; Goldberg
y Schwertfeger, 2010). Partiendo de ese punto es que en el presente estudio se analizaron
la expresion de adiponectina y de sus receptores en tejido tumoral mamario de mujeres
posmenopausicas con CaM no hereditario con un IMC normal y de obesidad, mediante
inmunohistoquimica (IHC), mientras que por la técnica de inmunoensayo (ELISA) se

analizaron solamente las concentraciones séricas de adiponectina.

Diversos estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que la adiponectina
tiene un efecto inhibitorio (antineoplasico) en el crecimiento de las células de cancer de
mama (Dos Santos E y cols., 2008; Arditi JD y cols., 2007). Del mismo, se ha descrito que
ésta puede suprimir el crecimiento y promover la apoptosis en lineas celulares (MCF7 y
MDA-MB-231), reducir la invasién de las células de cancer de mama, inhibir en forma
directa la angiogénesis de las células endoteliales; asi como también puede unirse y
secuestrar varios factores de crecimiento mitogénicos selectivamente (Brakenhielm E y

cols., 2004; Wang Y y cols., 2005; Dalamaga y cols., 2012; Delort L y cols., 2012).

Sin embargo, Karaduman y cols., (2007) encontraron que las pacientes con CaM
presentaban una expresion de adiponectina tisular significativamente mas alta en
comparacion de las mujeres sanas, por lo que sugirieron que este incremento de expresion
de adiponectina en tejido tumoral mamario, se asociaba con un riesgo significativamente
mayor de CaM. De igual forma, Young-Ju Jeong y cols., (2011) observaron una asociacion
entre la sobreexpresion de adiponectina y de sus receptores y la progresion e invasion en

los tumores con carcinoma infiltrante en comparacién con el carcinoma in situ. Ambos
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autores sugieren que estos resultados contradictorios con lo reportado en relacién a las
concentraciones séricas, se debe a la asociacion que existe entre la adiponectina y el
estréogeno, pues esta adipocina pudiera jugar un posible papel en el riesgo de CaM
alterando las concentraciones circulantes del estrogeno. Ademas, de que el IMC podria
estar relacionado con las concentraciones de adiponectina en sangre pero no en sus
niveles de expresion en tejido. Entonces, la obesidad podria aumentar el riesgo de CaM a
través de un efecto mitogénico por el incremento de insulina (hiperinsulinemia), de IGF-1

y de las concentraciones de estrégenos (Mawson y cols, 2005).

En contraste a los dos estudios referidos arriba, Jardé y cols., (2008) describieron que
la expresién de adiponectina fue mayor en el tejido adyacente normal que en el tejido
neoplasico, y que la expresion de adiponectina en carcinoma ductal invasivo fue mayor

que en carcinoma ductal in situ.

Se sabe que la adiponectina puede actuar sobre las células tumorales de mama
directamente para disminuir la proliferacién celular, aumentando la diferenciacién y la
apoptosis mediante AMPK/mTOR (Luo Z y cols, 2005; Sugiyama M y cols, 2009) y
JNK/STAT3 (Miyazaki y cols., 2009). No obstante podria haber vias de sefalizaciéon
adicionales activadas por la adiponectina (ademas de las conocidas), por ser identificadas,
que podria mediar los efectos benéficos de esta adipocina. El papel que desempefia y/o el
equilibrio de cada una de estas vias de sefializacidn, tiene una funcién importante en los
efectos antineoplasicos, antiproliferativos y apoptoticos que desempeifia la adiponectina, y

es por ello que es un area activa de investigacion.

En relacion a nuestros resultados de la expresién de adiponectina en tejido tumoral
mamario no encontramos diferencias significativas entre ambos grupos de estudio; sin
embargo, debido a que se trata de un estudio piloto, el tamafio de muestra por grupo
(N=25) no fue suficiente para mostrar dichas diferencias, por lo que se hizo un recalculo
del tamafio de muestra a partir de las desviaciones estandar de nuestros resultados,
mediante el software PASS 2008 (Power Analysis and Simple Size, versién 08.0.15),
utilizando la férmula de diferencia de proporciones, con un poder del 80% y un nivel de
confianza del 0.05. De este modo se obtuvo una N=80 para cada grupo (IMC normal e IMC

de obesidad), este tamafio de muestra podria darnos diferencias significativas.
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Con respecto a los receptores ADIPOR1 y ADIPORZ, en un estudio realizado por
Pfeiler y cols. (2009), en mujeres con cancer de mama invasivo, encontraron una
correlacion positiva entre la invasion tumoral con la expresion de ADIPORZ pero no con
ADIPOR1; sin embargo, observaron que este dltimo receptor, tenia una mayor expresion
en comparacion con ADIPOR2, ademas de una fuerte asociaciéon con insulina e IGF-1.
Asimismo, otro grupo de investigacion, describié una mayor expresién de ADIPOR1 en los
tipos de cancer fuertemente asociados con la obesidad, como es el carcinoma de células
renales o de vejiga en comparacion con los canceres no asociados con la obesidad (p.e., el

carcinoma de células escamosas de cuello uterino) (Sharon y cols., 2010).

Yamauchi y cols., (2007) demostraron que la via AMPK es crucial para la actividad
antitumoral de la adiponectina, por lo que se cree que los efectos anti-tumorales de la
adiponectina estdn mediados en gran parte por ADIPOR1, ya que la activaciéon de AMPK,
suprime la proliferacion celular, a través de diferentes mecanismos. Ademas, de acuerdo a
los estudios realizados por Luo y cols (2005); Wang y cols (2006), encontraron que la
adiciéon de adiponectina en diferentes lineas celulares de cancer de mama inhibe el
crecimiento de las células cancerigenas, lo cual se puede explicar por la activacion de la via

AMPK.

Nosotros no encontramos diferencias significativas en la expresion de ADIPOR1 en la
zona que corresponde a tejido adiposo, pero si se observd una menor expresién del
receptor en las mujeres con un IMC normal en las zonas de carcinoma (P=0.041) e
infiltracién linfocitaria (P=0.055), en contraste con las mujeres con un IMC de obesidad. Lo
anterior, pudiera ser debido a que el receptor en las mujeres con obesidad, se esta
sobreexpresando para compensar los bajos niveles de expresion de adiponectina en el
tejido, sin embargo, debido a que la muestra analizada era muy pequefia y que no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion de adiponectina en el

tejido, esta hipotesis alin no es sustentable.

En cuanto a la expresion de ADIPOR2 no se encontraron diferencias significativas
tanto en tejido tumoral mamario como en el infiltrado linfocitario tumoral; sin embargo,
observamos que las mujeres con IMC normal, tuvieron una menor expresion de éste en la

zona correspondiente a los adipocitos del tejido tumoral, en relacién a la observada en las
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mujeres con obesidad (P=0.038). Por lo tanto, con base a nuestros resultados, del mismo
modo que sucede con ADIPOR]1, la existencia de un efecto compensatorio en las mujeres
con cancer de mama que presentan obesidad, podria estar sobreexpresando ADIPOR2 ante
los bajos niveles de expresion de adiponectina, para que ésta pueda ejercer su funcion

anti-tumoral.

Se sabe que las concentraciones de adiponectina circulante son en general mas bajas
en las neoplasias malignas asociadas con la obesidad (p.e el carcinoma de células renales).
Por lo que cuando las concentraciones de un ligando son bajas usualmente se asocian con
la sobreexpresion del receptor en cuestién. Entonces, partiendo de ese hecho, Sharon y
cols.,, (2010) mencionan que el establecimiento de las concentraciones séricas y la
expresion de adiponectina son bajas y la existencia de una sobre-expresion de los
receptores de ésta, puede estar regulada positivamente de una manera compensatoria, lo
cual es observado frecuentemente en muchos ejes hormonales. Por ejemplo, en el
hipotiroidismo existe un mecanismo compensatorio, en el cual la disminucién de la
producciéon de la tiroxina libre provoca un aumento en la secrecién de la hormona
estimulante de la tiroides por la glandula pituitaria, la cual estimula la hipertrofia y la
hiperplasia de la glandula tiroides y la actividad 5'-deiodinasa, aumentando de este modo

la produccién de triyodotironina (Yen Sy cols 2001).

Lo anterior pudiera explicar por qué nosotros hayamos una expresion de ADIPOR2 en
la zona 1 que pertenece a la zona de adipocitos diferente entre ambos grupos, siendo
menor en las mujeres posmenopausicas con CaM con un IMC normal respecto a las
mujeres con obesidad, lo cual reafirma el punto anterior. Por lo tanto, la presencia de una
mayor adiposidad que modifica las diferentes vias de sefializacion en las que participa
adiponectina podria tener una mayor implicacién en las mujeres con obesidad, ya que una
disminucidn o desregulacion de la expresion de adiponectina a nivel del tejido dificultaria
el poder realizar su efecto antiproliferativo y antiangiogenico (Taliaferro-Smith y cols.,

2009), los cuales son muy importantes en el proceso de invasién y metastasis del CaM.

En cuanto al analisis de las concentraciones séricas de adiponectina es importante
referir que la adiponectina sérica esta regulada por varios factores, tales como patologias

(resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, hipertensidn,
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enfermedades cardiovasculares y en diversos tipos de cancer), factores genéticos, perfiles
hormonales, inflamacion, habitos alimenticios y pardmetros farmacoldgicos (fibratos,
estatinas, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, tiazolidinedionas, etc),
(Dalamaga y cols, 2012). Nosotros encontramos una tendencia en las concentraciones
séricas que fueron inversamente proporcionales al IMC, sin embargo el rango promedio de
las concentraciones fueron mayores a lo reportado (25-30pg/mL) en otros estudios. Lo
anterior pudiera ser secundario a la sensibilidad del kit de mediciéon y/o diferencias
metodolégicas. Por ejemplo, en un estudio se encontr6 que sujetos con obesidad tuvieron
concentraciones medias de adiponectina plasmatica de 3.7+3.2 pg/mL, en comparaciéon
con sujetos sin obesidad (8.9 *+ 5.4 pg/mL) (Arita Y y cols., 1999). Del mismo modo, en otro
estudio, los valores percentiles 25, 50 y 75 para las concentraciones séricas de esta
adipocina en mujeres sanas fueron 9.97, 13.21 y 17.68 pg/mL, respectivamente (Petridou
E y cols, 2003). Aunque se ha asumido, de acuerdo a multiples estudios, que las
concentraciones séricas de esta adipocina no esta correlacionada con su expresion en el

tejido (Arita Y y cols., 1999; Mantzoros C y cols., 2004; Vona-Davis L y cols., 2007).

Debido a que las adipocitocinas que circulan en sangre ejercen sus acciones bioldgicas
sobre las células diana no s6lo por los mecanismos endocrinos clasicos (Wolk, 2011), sino
también a través de las vias paracrinas o autocrinas, las hormonas esteroides, la insulina,
los sistemas de factores de crecimiento, y las adipocinas (como adiponectina y sus
receptores) son sistemas asociados con el proceso carcinogénico. Por lo tanto, la
comprension de las asociaciones entre el sobrepeso, la obesidad y una amplia variedad de
tipos de cancer, asi como los mecanismos biologicos que contribuyen a estas asociaciones,

sigue siendo un area de investigacion en evolucion y actualmente muy activa.

La importancia fisiopatolédgica de adiponectina y/o sus receptores y su potencial valor
predictivo en la evaluacion del riesgo de neoplasias malignas, la recaida y los resultados
del tratamiento en canceres relacionados con la obesidad merecen investigaciones
adicionales. Por lo tanto, son necesarios mas estudios para dilucidar los efectos directos de
la adiponectina para prevenir la carcinogénesis y/o la progresiéon tumoral en mujeres

posmenopdusicas con CaM no hereditario, asi como su posible uso clinico.
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17. CONCLUSIONES

1

2)

3)

4)

No se encontraron diferencias significativas en la expresion de adiponectina en
ninguno de las zonas estudiadas de tejido tumoral mamario.

Se observ6 una mayor expresion de ADIPOR1 solo en la zona que corresponde
a carcinoma del tejido tumoral, mientras que por otro lado, la expresion de
ADIPOR2 fue mayor en la zona de tejido adiposo, en las mujeres
postmenopausicas con CaM no hereditario con obesidad.

No hubo diferencias significativas en las concentraciones séricas en las mujeres
postmenopausicas con CaM no hereditario con un IMC de obesidad en
comparacién las mujeres con normopeso. El rango promedio de las
concentraciones séricas de adiponectina fue mayor a lo reportado con
anterioridad.

Este estudio contribuye en la promocion de nuevas lineas de investigacion y en
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para combatir el cancer de

mama.
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18. PERSPECTIVAS

La identificacion de los pacientes con CaM con mayor riesgo en desarrollar
complicaciones, asi como de su prevencién y tratamiento, constituyen aspectos de
mayor relevancia, y es por eso que son necesarios mayores estudios enfocados en la
expresion de adiponectina y ADIPOR1 y ADIPOR2 en tejido tumoral mamario, en
particular para las mujeres con sobrepeso u obesidad, ya que esto podria permitir
dilucidar por completo su funcion.

Para conocer lo anterior, y continuar este proyecto para el Doctorado se propone
incluir al sub-grupo de sobrepeso, debido a que éste, se ha incrementado en forma
importante, ya que la prevalencia de sobrepeso en las mujeres fue del 35.5% en el
2012 y aument6 al 37.0% en el 2016 (ENSANUT MC, 2016). De tal forma, que seria
interesante conocer, si el grupo de mujeres con CaM y sobrepeso presentan un
comportamiento de expresion de adiponectina y de sus receptores en el tejido tumoral
y especialmente si su pronoéstico es similar a las mujeres con obesidad y CaM. Ademas
se aumentara la n a 80 muestras para cada uno de los grupos del estudio (N=240), y
se les dara un seguimiento a las mujeres por 3 afios, los cuales nos permitira
documentar las recurrencias tempranas, pues diversos estudios han sugerido que las
mujeres con obesidad al momento del diagndstico de CaM, se asocia con un mayor

riesgo de recurrencia de la enfermedad, muerte por este cancer y mortalidad.

Por otro parte con el fin de aumentar el panel de posibles marcadores prondsticos de
CaM, se propone estudiar también al factor de transcripcion Nrf2, ya que dicho factor
regula la expresion inducible de numerosos genes de enzimas destoxificantes y
antioxidantes, mediante su unién a una secuencia especifica del ADN conocida como
ARE (Antioxidant Response Element), la cual puede ser activada por diversos
compuestos oxidantes y/o electréfilos; por lo tanto, es un importante activador
transcripcional implicado en los mecanismos de defensa celular contra el estrés
oxidativo. Asimismo se cuantificara la capacidad antioxidante total en suero de cada

paciente con el propésito de identificar quiomioresistencia.
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ANEXO 1
ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE IHC PARA EL ANTICUERPO
PRIMARIO: ADIPONECTINA 19F1 (Abcam ab22554)

De las 100 mujeres reclutadas con CaM, se seleccionaron 3 pacientes con IMC normal
y 1 paciente con tejido de mama normal (n=4). A partir de éstas se hicieron cortes del
bloque de tejido tumoral mamario embebido en parafina a 2 micras, y se fijaron de una en

una, en laminillas precargadas para su procesamiento.

Se probaron cuatro diferentes diluciones del anticuerpo primario, 1:150, 1:200, 1:300
y 1:500; para probar la dilucién mas 6ptima para el ensayo. La dilucién del anticuerpo

secundario anti-mouse IgG Biotin (eBioscience, 13-4015) utilizada fue de 1:100.

En la Figura 1 se muestra el tejido tumoral de las 3 pacientes con IMC normal tratadas
con las cuatro diferentes diluciones. Del mismo modo en la Figura 2 se muestra el tejido de
mama normal. Por lo tanto, en base a los resultados, la dilucién mas éptima para el ensayo
fue 1:200, ya que la diluciéon 1:100 estaba muy concentrada y el marcaje para la IHC era
muy alto, mientras que las diluciones 1:300 y 1:500 estaban muy diluidas y el marcaje

para la IHC fue deficiente.
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Figura 1. Inmunohistoquimica Adiponectina 19F1. Tejido tumoral mamario (20X) con
marca antigénica positiva a adiponectina tratadas a las diferentes diluciones: A) 1:150, B)
1:200, C) 1:300, D) 1:500. La dilucién 6ptima para el ensayo 1:200.
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Figura 2. Inmunohistoquimica: Adiponectina 19F1. Tejido mamario normal (40X) con
marca antigénica positiva a adiponectina tratadas a las diferentes diluciones A) 1:150, B)
1:200, C) 1:300, D) 1:500. Se observa que la dilucién mas 6ptima para el ensayo fue 1:200.
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ANEXO 2
ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE IHC PARA EL ANTICUERPO
PRIMARIO: ADIPOR2 (374-386) (Phoenix Pharmaceuticals; H-001-23)

Se seleccionaron 3 pacientes con un IMC normal para el anticuerpo primario
(n=3). A partir de éstas se hicieron cortes en el bloque de tejido tumoral mamario
embebido en parafina a 2 micras, y se fijaron en las laminillas precargadas

correspondientes para su procesamiento.

Para determinar la dilucién 6ptima para el ensayo se probaron dos diferentes
diluciones del anticuerpo primario (de acuerdo a lo sugerido por el proovedor), 1:100
y 1:200. La dilucién del anticuerpo secundario (anti-rabbit IgG Biotin; Jackson

InmunoResearch) utilizada fue de 1:100.

En base a los resultados obtenidos, la dilucién 1:200 fue dptima para el ensayo, ya

que la dilucién 1:100 estd muy concentrada, Figura 1.

45 RfL

Figura 1. Inmunohistoquimica: AdipoR2. Tejido tumoral mamario (20X) con marca
antigénica positiva a ADIPOR2 a las diferentes diluciones tratadas: A) Dilucién 1:100; B)
Dilucion 1:200. Se observa que la dilucién 1:200 fue la mas 6ptima para el ensayo.
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ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

U, 30
%3 1ap punp©®

Titulo del protocolo: “ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA LEPTINA, DE LA ADIPONECTINA Y DE
SUS RECEPTORES EN TEJIDO TUMORAL MAMARIO Y SU VALOR COMO MARCADOR
PRONOSTICO EN MUJERES CON SOBREPESO U OBESIDAD QUE PRESENTAN CANCER DE
MAMA NO HEREDITARIO”

Investigador principal: Dra. [leana Patricia Canto Cetina

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

Nombre del paciente:

No Expediente

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

El objetivo de este estudio es analizar la expresion de la leptina, su receptor, adiponectina y su
receptor en tejido mamario tumoral de mujeres con peso normal, sobrepeso u obesidad 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 podrd conocer por qué las mujeres que presentan sobrepeso u obesidad
desarrollan tumores de mama mas agresivos que aquellos que se observan en mujeres de peso
normal.

Este estudio permitira que en un futuro otras pacientes puedan beneficiarse del conocimiento
obtenido, ya que a mujeres jovenes se les podria hacer el estudio de si la leptina, su receptor, la
adiponectina y su receptor estan presentes en el tejido tumoral, saber si pueden desarrollar un
cancer mas agresivo y tomar medidas preventivas.
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RIESGOS Y MOLESTIAS

a) Por la toma de sangre: podria presentar malestar y/o dolor, formacién de hematoma o morete
en el sitio del piquete de la vena.

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

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Para este estudio se le tomara una muestra de sangre de 5 mililitros en una sola ocasién para ver
sus concentraciones en sangre de la leptina y adiponectina y también se analizaran estos
marcadores y sus receptores en el tejido mamario obtenido después de la cirugia (Bloque de
parafina).

Yo, he leido y comprendido la informacién anterior y mis
preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria, por lo tanto convengo en participar en
este estudio de investigacion por lo cual autorizé la toma de muestra de sangre, y la donacidén del
bloque de parafina para su estudio. Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en
cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que
recibo en el Instituto. Asimismo, se me ha informado que esta muestra ademas podria ser utilizada
en otros estudios relacionados con cancer con el fin de esclarecer los posibles mecanismos que
generan esas enfermedades.

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

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

Datos del investigador a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas relacionadas
con el estudio: Dr. Juan Alberto Tenorio Torres; télefono de contacto: 5678 0600 ext.194 en turno
vespertino, Instituto de Enfermedades de 1a Mama FUCAM: Calle Bordo N° 100, Col. Ejido de Santa
Ursula Coapa.

Firma y Fecha del participante Investigador Responsable

Testigo 1 Testigo 2
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

ANEXO B

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA ESTABLECIDA

Desparafinar las laminillas en horno a 60°C (20 min)

Sumergir las laminillas en las soluciones siguientes (3 min) en el orden: Xilol 1, Xilol 2,
Xilol-Alcohol (50-50%), Alcohol absoluto, Alcohol 96% y Agua destilada

Colocar laminillas en frasco Coplin con solucién de citratos (Inmuno/DNA Retriever Bio
SB). Hervir en olla por 12 min (recuperacién antigénica). Se deja enfriar aprox. 40 min

Enjuagar con PBS-tween 20, después de delimitar el tejido con plumén (Biocare Medical)

Bloquear la peroxidasa endégena con solucién de H,0, 30% [1mL] y metanol [9mL] (30
min). Se utilizan 200puL por cada muestra; hacer los calculos pertinentes para el total de
muestras

Lavar con PBS-tween 20 (3 veces)

Incubar con el anticuerpo primario y la dilucién correspondiente (200uL por cada muestra
a analizar). Se deja incubando a temperatura ambiente 24h

Después de las 24 h transcurridas, lavar con PBS-tween (3 veces)

Agregar e incubar el anticuerpo secundario (200uL c/muestra) a la dilucién
correspondiente (30-60 min)

10) Lavar con PBS-tween (3 veces)

11) Adicionar DAB (30 segundos)

12) Lavar con PBS-tween (3 veces)

13) Contratefiir con hematoxilina

14) Sumergir laminillas en las soluciones siguientes: Agua destilada, Alcohol 96%, Alcohol

absoluto, Xilol-alcohol (50-50%), Xilol 1 y, Xilol 2

15) Secar laminilla por los bordes con gasas

16) Montar laminilla con Entellan (1 gota), con ayuda de un cubreobjetos.

17) Observar en microscopio
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