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RESUMEN

El hueso suele ser el sitio mas afectado por las recurrencias metastasicas en el cancer de
mama. Actualmente, no existen biomarcadores para detectar estas lesiones de forma oportuna, en
parte porque atn no se comprenden los mecanismos precisos por los cuales se desarrollan. Uno de
los factores bioldgicos mas prometedores para explicar este proceso son las vesiculas extracelulares
(VE), por su capacidad de transportar mensajes moleculares de un sitio anatémico a otro. Se ha
propuesto que los parametros biofisicos de las VE podrian afectar su captacion, pero aun es
necesario caracterizar estos parametros en diferentes contextos clinicos, asi como su relacion con
otras variables fisiologicas para comprenderlas mejor. En este trabajo se evalu6 la asociacion entre
los resultados de densitometria o0sea y el potencial zeta, tamafo y porcentaje de intensidad de las
poblaciones de VE plasmaticas de mujeres con cancer de mama no metastasico.

Para ello, se recuperaron muestras plasmaticas almacenadas de 16 pacientes con cancer de mama
que participaron en otro estudio donde recibieron una intervencion nutricional durante los primeros
seis meses de tratamiento antineoplésico. Dichas muestras fueron recolectadas al inicio y al final
de la intervencion. A partir de ellas se aislaron las VE empleando el kit de precipitacion ExoQuick®
y se caracterizaron sus parametros biofisicos mediante dispersion dindmica de luz y dispersion de
luz electroforética. Las asociaciones entre las variables de interés fueron evaluadas mediante
modelos de regresion lineal de efectos mixtos.

Se encontrd una asociacion significativa entre las siguientes variables: el didmetro hidrodindmico
medio de las poblaciones de VE grandes con el Contenido Mineral Oseo (CMO) del Cuello del
Fémur y la Densidad Mineral Osea (DMO) de la columna lumbar, el didmetro hidrodindmico
medio de las VE con el CMO corporal total, el porcentaje de intensidad de las poblaciones de VE
pequenas con la DMO corporal total, y el porcentaje de intensidad de las poblaciones de VE
grandes con la DMO total de la cadera. Por su parte, los marcadores moleculares del tumor se
asociaron significativamente con el potencial zeta, los didmetros hidrodinamicos medios de las
poblaciones de VE grandes y pequeiias, y con el porcentaje de intensidad de las VE pequenas.
Los resultados evidenciaron que puede existir una asociacion estadistica entre los pardmetros
biofisicos de las VE y otras variables fisioldgicas, por lo que se sugiere que en futuras
investigaciones sobre estas particulas se incluyan estos parametros para poder tener una mejor

comprension sobre las mismas.
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ABSTRACT

Bone is usually the most affected site by metastatic recurrences of breast cancer. Nowadays,
there are no biomarkers to timely detect these lesions, and this is in part because the precise
mechanisms by which they develop are not yet understood. Extracellular vesicles (EV) are one of
the most promising biological factors to explain this process, due to their ability to transport
molecular messages from one anatomical site to another. It has been proposed that the biophysical
parameters of EV may affect their uptake, but more research is needed for characterizing these
parameters in different clinical context as well as in relation with other physiological variables to
better understand their role. In this project we assess the association between the results of bone
densitometry and zeta potential, size, and intensity percentage of plasmatic EV populations from
women with non-metastatic breast cancer.

To do so, was recovered stored blood plasma samples from 16 patients with breast cancer that
participated in another study where they received a nutritional intervention along with their first
six months of antineoplastic treatment. Those samples were collected at the beginning and the
ending of the intervention. From them were isolated the EV by using precipitation kit ExoQuick®
and characterized their biophysical parameters through dynamic light scattering and
electrophoretic light scattering. The associations between the variables of interest were evaluated
through mixed effect linear regression models.

An association between the next set of variables were found: average hydrodynamic diameter of
large EV population with Bone Mineral Content (BMC) of the neck of the femur and Bone Mineral
Density (BMD) of lumbar spine, average hydrodynamic diameter of all EV with BMC of full body,
intensity percentage of small EV population with BMD of full body, intensity percentage of large
EV with BMD of total hip. On their side, molecular markers of tumors were meaningful associated
with zeta potential, average hydrodynamic diameter of both large and small EV populations, and
intensity percentage of small EV populations.

These results evidenced that there could be statistical associations between biophysical parameters
of EV and other physiological variables, therefore we suggest that future research about these

particles include those parameters to gain better understanding of them.
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1. INTRODUCCION

Las recurrencias metastasicas en el cancer de mama representan un problema por su
impacto en la calidad de vida de las pacientes que ya han enfrentado a la enfermedad (Mejri ef al.,
2018; Tsaras et al., 2018). Ademas implican una alta mortalidad y un gran costo econémico a los
servicios de salud; en México la tasa de defunciones por cancer de mama es de 17.19 por cada 100
mil mujeres de 20 afios 0 mas y los costos de su atencion por paciente pueden llegar a superar el
millén de pesos (Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica, 2020; Luis Miguel et
al., 2019). Las metastasis son dificiles de detectar, pues pueden aparecer hasta 20 anos después de
descubrir el tumor primario, y suelen presentar resistencia a antineoplasicos (Pan et al., 2018).

El sitio mas afectado en el cancer de mama metastéasico es el hueso (Brook et al., 2018; Mejri et
al., 2018). Esta condicion se presenta con lesiones predominantemente osteoliticas, es decir con
una disminucion de la DMO (Taverna et al., 2020). La disminucion en la DMO se ha considerado
como un posible factor de riesgo para el desarrollo de metastasis, pero también como un efecto
secundario del mismo (Brook et al., 2018; Mathis et al., 2018). Esta ambigiiedad genera un ciclo
vicioso dado por la comunicacion entre las células tumorales y las células del hueso (Shemanko et
al., 2016).

La comunicacion entre las células cancerosas y las células 6seas puede estar mediada en parte por
la actividad de las VE (Taverna ef al., 2020). Estas son estructuras esféricas con bicapa lipidica,
liberadas por casi todas las células y encontradas en diversos fluidos corporales (Van Niel ef al.,
2018). Juegan un papel importante en la comunicacion celular, reflejando distintos estados
fisiopatologicos, incluyendo los del hueso y los del cancer (Merchant ef al., 2017; Momen-Heravi
et al.,2018). Esto se debe a que pueden contener distintas moléculas, como proteinas o microRNAs
(miRNAs), capaces de interferir con diferentes vias de senalizacion del metabolismo celular
(Kalluri, 2016).

Si bien, existe un creciente interés en la busqueda de moléculas contenidas en VE que puedan servir
como biomarcadores en el cancer de mama, incluyendo a aquellos para la deteccion temprana de
metastasis Oseas, aun se desconocen los mecanismos que participan en su captacion (Mathieu et
al.,2019; Taverna et al., 2020). Algunos autores sostienen que las caracteristicas biofisicas de las

VE, como su carga eléctrica o su tamafio, podrian estar implicadas en este proceso (Mathieu ef al.,
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2019; Nakase and Futaki, 2015; Rupert et al., 2017). No obstante, son pocos los estudios sobre
estas propiedades de las VE. Particularmente se requieren estudios que analicen el comportamiento
de estos parametros ante diversos escenarios clinicos y patoldgicos, lo cual contribuiria a
comprender la forma en que actian las VE, ayudando a su implementacion como biomarcadores o
agentes terapéuticos (Rupert et al., 2017). Hasta donde se tiene conocimientos, este es el primer
proyecto de investigacion enfocado en buscar una asociacion entre los resultados de densitometria
6sea de mujeres con cancer de mama no metastasico y los parametros biofisicos de sus VE

plasmaticas caracterizados mediante dispersion dinamica de luz y dispersion de luz electroforética.

16



2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El cancer es un proceso patoloégico complejo que involucra multiples alteraciones en las
funciones bioldgicas de un grupo de células. Dichos cambios desembocan en una transformacion
fenotipica que implica un crecimiento acelerado y descontrolado de éstas, hasta formar un bulto
denominado neoplasia. Seglin sus caracteristicas histologicas, las neoplasias se clasifican como
benignas o malignas, siendo éstas Ultimas las consideradas como tumores cancerigenos,
particularmente por su capacidad de invadir a otros tejidos (Kumar et al., 2013; Longo, 2015).

El carcinoma mamario es la principal neoplasia maligna asociada a los senos. Tiene su origen en
las células epiteliales de los conductos o de los lobulillos mamarios. Este cancer es el mas letal en
mujeres, representando un problema de salud publica cuyas repercusiones van mas alld de la
concepcion bioldgica de la enfermedad (Lippman, 2015; Mota Gonzélez et al., 2018).

Las pacientes con cancer de mama tienen una disminucion importante en su calidad de vida. A
pesar de su importancia, los enfoques en la calidad de vida de pacientes con cancer de mama han
pasado desapercibidos tanto en la clinica como en la investigacion (Montazeri, 2008). Estas
mujeres tienen una mayor incidencia de trastornos afectivos y de ansiedad (Tsaras et al., 2018). En
parte esto se asocia al hecho de tener un pronostico incierto, particularmente sobre el desarrollo de
recurrencias, incluso al haber terminado sus tratamientos (Puglisi et al., 2014). De ahi la
importancia, y el desafio, de buscar marcadores que permitan elaborar un prondstico mas certero

en momentos tempranos de la enfermedad.

2.1. Pronostico Clinico en el Cancer de Mama

Establecer un prondstico preciso en las personas con cancer no es una tarea sencilla. Por un lado,
se deben considerar las caracteristicas propias de cada paciente. Por otra parte, las neoplasias
presentan una gran variedad fenotipica por lo que cada cancer puede tener un grado de agresividad
unico que, en ocasiones, es dificil de predecir, y el de mama no es la excepcion (Lippman, 2015;

Longo, 2015). En la actualidad, para establecer un prondstico es necesario considerar la reserva
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fisiologica de cada paciente, asi como las caracteristicas clinicas, histologicas y moleculares de
cada tumor (Longo, 2015).

La reserva fisiologica de una persona es la capacidad que tiene su cuerpo para compensar la
homeostasis ante la presencia de agentes estresores. Factores como la senectud, un mal estado
nutricional o la presencia de lesiones y comorbilidades pueden disminuir la reserva fisioldgica,
afectando el pronostico de pacientes con cancer (Bagshaw and McDermid, 2013). Considerando
que los carcinomas de mama tienen su pico de incidencia en los afios cercanos a la menopausia y
que ésta es un proceso que involucra muchos cambios que alteran la reserva fisioldgica, no es de
extrafar que se suela dividir a las pacientes con cancer de mama como pre o postmenopausicas
(Lippman, 2015).

Tras la menopausia, hay una disminucion en la cantidad de estrégenos producidos, lo cual afecta a
diversas funciones como la musculoesquelética, cardiaca o cerebral (Merz and Cheng, 2016;
Russell et al., 2019; Sanchez-Siles et al., 2020). Igualmente, en esta etapa de la vida suelen haber
alteraciones en la composicion corporal, como una mayor ganancia de grasa y una disminucion en
la cantidad de musculo y hueso (Greendale ef al., 2019), los cuales se asocian a un mayor riesgo y
a un peor prondstico durante la enfermedad (Agurs-Collins et al., 2019; Aleixo et al., 2019, Aleixo
et al.,2020). Todos estos cambios tras la menopausia implican distintas estrategias terapéuticas en
las mujeres pre o posmenopausicas segun las caracteristicas fenotipicas del tumor.

Debido a la gran variedad de transformaciones fenotipicas que pueden sufrir las células del epitelio
mamario durante la carcinogénesis, se ha optado por agrupar a los tumores segtin algunos criterios.
Esto permite dar cierta uniformidad a las investigaciones y a las intervenciones sobre el cancer de
mama, pero también hace que el establecimientos de pronosticos no sea preciso para cada caso, ya
que se pueden llegar a obviar otras caracteristicas del tumor que podrian influir sobre el mismo
(Eusebi, 2010). Historicamente, los carcinomas de mama se han clasificado segun criterios clinicos.
En la actualidad, beneficiandonos de los avances cientificos, para establecer prondsticos también
se consideran la tipificacién molecular y la gradacion histologica del tumor (Cuadro 1) (Eliyatkin
et al., 2015; Lippman, 2015).

La tipificacién molecular del tumor tiene gran importancia en la eleccion del tratamiento. Segin
las moléculas que expresan en su superficie, las células del carcinoma mamario pueden tener, o no,
una mayor variedad de opciones terapéuticas (Cardoso ef al., 2019). Con este fin, son de particular

interés los receptores de estrogenos (ER), los receptores de progestagenos (PR) y los receptores
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para el factor de crecimiento de tipo epidérmico humano (HER2) (Eliyatkin et al., 2015). Los
primeros dos, son receptores hormonales que no estan presentes en todos los carcinomas de mama
e implican que el tumor tiene una dependencia hormonal para su crecimiento. Por su parte, el
receptor HER2 puede verse sobre expresado en algunos tumores, induciendo una progresion mas
acelerada de la enfermedad (Eliyatkin et al., 2015). Tanto los receptores hormonales como los
receptores HER2 proveen blancos terapéuticos con los cuales se puede complementar la terapia
adyuvante, por lo que aquellos tumores que carecen de éstos tienen un peor prondstico al contar

con menos opciones de tratamiento (Eliyatkin ef al., 2015; Lippman, 2015).

Cuadro 1.- Clasificaciones de los carcinomas mamarios

Clasificaciones Criterios
Clasificacion molecular ER/PR HER2
Lummal A Presente Normal
Luminal B Presente Sobreexpresado
HER2/neu positivo Ausente Sobreexpresado
Triple negativo Ausente Normal
Gradacion histologica Diferenciacion celular  Pleomorfismo nuclear Conteo mitotico
Grado 1 >75% Uniformes <7 x10 HPF
Grado 2 10-75% Moderado 8-15 x10 HPF
Grado 3 <10% Intenso >16x10 HPF
Estadificacion clinica Tumor primario (T) Nodulos linfaticos (N) Metastasis (M)
0 In situ Sin afeccion Ausente
IA 2 cm Sin afeccion Ausente
1B <2 cm Invasion <2 mm Ausente
ITA <2 cm Invasion 1 a 3 nodulos Ausente
Invasion <2 mmo 1 a 3
11B 2-5 cm nddulos Ausente
Invasion <2 mmo 4 a 9
1ITA >5 cm noédulos Ausente
Cualquier tamafio con Invasion <9 nodulos o
111B mvasion a pared nodulos esternales Ausente
Cualquier tamafio con Invasion >9 nédulos o
1IC mvasion a pared noddulos subclavios Ausente
v Cualquier tamafio Cualquier afeccion Presente

ER: Receptores de estrogenos. HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. HPF:

Campos de alto poder. PR: Receptores de progestagenos.
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Otras clasificaciones se basan en caracteristicas estructurales del tumor. Histolégicamente, los
tumores se catalogan en grados uno, dos y tres, siendo éstos ultimos los de peor prondstico. Para
ello se emplean criterios como el porcentaje de diferenciacion celular, el pleomorfismo de los
nucleos celulares y la actividad mitotica de las células (Kumar et al., 2013; Lippman, 2015). A
nivel macroscopico, se usa una estadificacion clinica que sigue los criterios TNM, considerando el
tamafio del tumor y su invasion hacia otras estructuras. El cancer de mama puede ir desde la etapa
0, cuando no ha invadido otras estructuras, hasta la etapa IV, donde se detectan metastasis en otros
organos. Las etapas I, II y III son consideradas como invasivas, pero no metastasicas (Lippman,
2015).

Los canceres de mama en etapa [V tienen el peor pronostico. De las muertes ocasionadas por cancer
de mama, 3 de cada 4 es metastasico. De éstas, 3 de cada 4 son casos recurrentes, es decir, que ya
habian concluido un primer tratamiento contra la enfermedad (Brook et al., 2018). Cuando el tumor
primario es invasivo, hay un mayor riesgo de presentar una recurrencia metastasica en los proximos
20 afos. Dicho riesgo aumenta segun la etapa del tumor inicial, llegando hasta el 49% en los
tumores en etapa III (Pan et al., 2018). Por ello, las mujeres con cancer de mama tienen un
seguimiento por periodos de tiempo prolongados, incluso cuando se piensa que los tratamientos
curativos fueron eficaces (Cardoso et al., 2019).

Es importante sefialar que el sitio mas afectado por metéstasis en el cancer de mama son los huesos.
Se ha reportado que hasta en un tercio de los casos, el primer sitio de recurrencia metastasica es
hacia este organo, y que de los canceres de mama en etapa I'V hasta el 75% tiene algiin grado de
compromiso 6seo (Brook et al., 2018; Mejri et al., 2018). Las metéstasis Oseas atentan no solo
contra la esperanza de vida, pues las probabilidades de tener tratamientos curativos exitosos son
muy bajas, sino también contra la calidad de vida. Los pacientes con metéstasis en hueso tienen un
alto riesgo de desarrollar fracturas por fragilidad, dolor 6seo, compresion medular, hipercalcemia,
entre otros eventos adversos (Brook et al., 2018; Onishi ef al., 2010). Debido al amplio margen de
tiempo que puede transcurrir entre la conclusion del tratamiento primario y el desarrollo de
recurrencias metastasicas, es necesario aclarar los mecanismos involucrados en el desarrollo
temprano de dichas metéstasis y como es que se relacionan los tejidos dseos con las células del

cancer de mama (Clements and Johnson, 2019).
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2.2. Relacién Entre el Tejido Oseo y el Cancer de Mama

Aunque en primera instancia se podria pensar que hay poca relacion entre el hueso y el cancer de
mama, la realidad es que hay multiples conexiones entre ambos. Por una parte, la funcién normal
del hueso puede verse alterada por factores de riesgo compartidos con el cancer de mama. Ademas,
una vez presentes, tanto la propia enfermedad como los tratamientos, pueden interferir en la funcion
normal del hueso (Brook et al., 2018). Por otro lado, el hueso contiene factores que pueden
propiciar el establecimiento y desarrollo de ciertos tipos moleculares del cancer de mama (Cardoso
and Curigliano, 2018; Clements and Johnson, 2019). También, la pérdida de reserva fisioldgica en
el cancer, contribuye a disminuir la resistencia dsea y aumenta el riesgo de fracturas, lo cual podria
ensombrecer mas el prondstico (Bagshaw and McDermid, 2013). No obstante, la relacion entre
estos tejidos no estad del todo clara y atn se requieren investigaciones que ayuden a comprender
mejor la comunicacion que mantienen las células del carcinoma de mama y los elementos tisulares

del hueso.

2.2.1. Histologia Funcional del Hueso

El hueso es un tejido con un contenido celular diverso. Sus células se encargan de formar, mantener,
remodelar o degradar al osteoide, es decir a la matriz extracelular especializada del hueso que es
capaz de captar minerales, principalmente en forma de cristales de hidroxiapatita, que le confieren
la rigidez que requiere para sus funciones (Ross and Pawlina, 2012). Un hueso saludable es capaz
de hacer frente al estrés mecanico sin romperse. Dicha capacidad se denomina resistencia 6sea y,
para mantenerse, requiere de una actividad adecuada y coordinada por parte de las células dseas
(Kasper et al., 2015; Larrainzar-Garijo ef al., 2018).

Las células del hueso nacen de dos linajes diferentes. Uno de ellos, los osteoclastos, provienen de
las células madre hematopoyéticas (Mufioz-Torres et al., 2004; Ross and Pawlina, 2012). El otro,
surge de las células madre mesenquimales, que se diferencian a osteoblastos, células encargadas

de producir osteoide y favorecer su calcificacion. Una vez que consiguen su objetivo y quedan
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rodeados por hueso, los osteoblastos se denominan osteocitos. Estas células son las mas abundantes
del hueso y se encargan de coordinar el remodelado 6seo, proceso por el cual se mantiene la
resistencia 6sea (Sims and Martin, 2020; Teufel and Hartmann, 2019).

El remodelado 6seo comienza con los osteocitos. Al estar inmersas en el hueso, estas células
pueden censar las cargas mecanicas y detectar microfracturas. Ante estos estimulos, activan a los
osteoclastos para que degraden el hueso danado (Brook et al., 2018; Sims and Martin, 2014). De
la matriz 6sea degradada, se libera el factor de crecimiento transformante beta (TGF-8), junto a
otras citocinas, que contribuye a reclutar a los osteoblastos quienes comienzan a producir osteoide
en direcciones apropiadas para hacer frente al estrés mecanico (Brook et al., 2018). El osteoide
recién producido se calcifica en dos fases: la mineralizacion primaria, que involucra la calcificacion
intrafibrilar del colageno y dura entre 5 y 10 dias, y la mineralizacion secundaria, que es un proceso
lento y gradual de la calcificacion extrafibrilar que puede prolongarse hasta 30 meses (Boivin et
al., 2009). De esta manera, la resistencia O6sea se determina por un proceso de comunicacion
complejo entre las células del hueso. Este proceso se ve afectado por diversos factores y algunos

de ellos se relacionan de forma estrecha con el cancer de mama.

2.2.2. Factores que Afectan a la Resistencia Osea en el Cancer de Mama

La resistencia 0sea estd determinada por dos elementos. Uno de ellos es la DMO, que es un
indicador de la cantidad de hidroxiapatita depositada en los huesos. Esta solo explica alrededor del
70% de la resistencia 6sea. El 30% restante le corresponde a la calidad dsea, la cual nos habla de
la adecuada organizacion estructural del hueso frente al estrés mecénico recibido (Caeiro Rey et
al., 2005; Huo et al., 2019; Larrainzar-Garijo et al., 2018).

Normalmente, la edad es el factor determinante mas importante de la DMO. En la juventud hay
una tendencia a ganar masa 6sea. Después de las primeras dos décadas de vida, esta ganancia se
desacelera, llegando al pico de masa dsea alrededor de los 35 afios, para posteriormente disminuir
de forma progresiva (Papastavrou et al., 2020). En la poblacién femenina, dicha disminucion se ve
acelerada tras la menopausia por los cambios hormonales implicados en este proceso (Finkelstein

et al., 2008; Lippman, 2015).
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La DMO se ve influenciada por diversos mecanismos hormonales, que pueden verse
comprometidos en el cancer de mama. La relacion entre la hormona paratiroidea (PTH) y la
calcitonina ayuda a regular el metabolismo del calcio mediante la estimulacién e inhibicion,
respectivamente, de la resorcion osea (Kasper et al., 2015). Algunas células del cancer de mama
producen la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) que actua de forma similar
a la PTH (Shemanko et al., 2016). El cortisol disminuye la sintesis de osteoide y puede interferir
con la diferenciacion tanto de osteoclastos como de osteoblastos (Bedatsova and Drake, 2019; Hall,
2016). En ocasiones, farmacos analogos del cortisol se emplean de forma profilactica en ciertos
escenarios, previo a la administracion de algunos agentes antineoplasicos con efectos adversos
severos, como el paclitaxel (Bedatsova y Drake, 2019; De Castro Baccarin et al., 2019). Otro grupo
de hormonas importantes en el mantenimiento de la DMO son los estrégenos, cuya funcion en este
tejido es evitar la resorcion del hueso (Mufioz-Torres et al., 2004). En los tumores luminales de la
mama, el tratamiento incluye medidas que bloquean la actividad estrogénica o su sintesis, como
los inhibidores de la aromatasa, contribuyendo a una mayor pérdida de hueso (Cardoso et al.,
2019).

No so6lo los tratamientos hormonales en el cancer de mama pueden afectar nocivamente al hueso.
Algunos agentes antineopldsicos que son empleados contra el cancer de mama, como las
antraciclinas o los agentes alquilantes, pueden tener dicho efecto. De éstos, la doxorrubicina parece
favorecer la formacion de osteoclastos sobre la de osteoblastos, mientras que la ciclofosfamida
puede entorpecer la funcion ovérica y la produccion estrogénica (Handforth et al., 2018).

La resistencia o0sea también puede verse afectada por las alteraciones en los estilos de vida,
secundarias a los efectos adversos de los tratamientos antineoplésicos. La actividad fisica es
primordial para mantener un hueso sano, sobre todo si involucra levantamiento de cargas que
estimulen la produccion 6sea (Compston et al., 2017). En sedentarismo e inmovilizacion, se ve un
incremento en la resorcion dsea (Kasper et al., 2015). La fatiga en pacientes en quimioterapia puede
disminuir el nivel de actividad fisica incluso después de terminar los tratamientos antineoplasicos
(Ramirez et al., 2017). En cuanto a la dieta, se requiere un aporte adecuado de proteinas, minerales
y de vitaminas —principalmente C y D— para la sintesis de hueso (Chapman-Novakofski, 2017).
Las nduseas y parageusias son efectos adversos comunes en los tratamientos antineoplasicos y
pueden contribuir a una mala alimentacién en las personas con cancer (Longo, 2015; Pugnaloni et

al., 2020).
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En el contexto del paciente oncoldgico, la inflamacién crénica puede inducir un estado de
desnutricion conocido como caquexia, donde se ve disminuida la DMO junto a otras alteraciones
de la composicion corporal (Argilés et al., 2018; FAO et al., 2017). Se ha observado que en mujeres
con carcinoma mamario, hay cambios deletéreos en la DMO tras los primeros seis meses de
tratamiento antineoplésico (Monroy-Cisneros et al., 2016). En un grupo de mujeres con esta
enfermedad, que recibieron una intervencion nutricional junto a los primeros seis meses de
tratamiento antineoplésico, se encontrd una mejoria al tener una reduccion en su masa grasa y una
ganancia en su masa muscular, aunque la pérdida de la DMO no consiguio evitarse (Limon-Miro
etal., 2021).

Todos estos factores contribuyen con multiples alteraciones del metabolismo dseo en las mujeres
con cancer de mama. Por ello es comprensible que en el caso de la invasion metastésica a tejidos
6seos existan cambios en la DMO, en parte causadas por estas afecciones. Sin embargo, se ha
indicado que las propias células tumorales tienen un papel fundamental en el desarrollo de estas

lesiones (Brook et al., 2018).

2.2.3. Metastasis Oseas en el Cancer de Mama

El hueso es un sitio ideal para el desarrollo de metéstasis, las cuales dan lugar a lesiones que pueden
cursar con un aumento o un descenso en la DMO. Este 6rgano presenta una alta vascularidad,
imprescindible para el aporte de nutrientes necesarios para el crecimiento tumoral, pero
paraddjicamente cuenta con sitios de hipoxia intramedular que podrian favorecer la latencia de las
células cancerosas (Yang et al., 2019). Ademas, en caso de haber una actividad osteoclastica
elevada, se genera un microambiente con un bajo pH o altas concentraciones de calcio, similares
al microambiente tumoral (Yang et al., 2019). El 80% de las lesiones metastasicas del cancer de
mama son osteoliticas, es decir con un predominio de actividad osteoclastica y una DMO
disminuida (Taverna et al., 2020). Las lesiones restantes, osteoblasticas, tienen una DMO
aumentada. No obstante, lo mas comin es que ambas alteraciones coexistan en diferentes puntos

del hueso (Taverna et al., 2020).
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La formacion de las metastasis 0seas es un proceso complejo. Primero, las células tumorales deben
invadir la matriz extracelular del tumor primario hasta llegar a circulacion sistémica. Para ello,
deben migrar a través del endotelio de los vasos sanguineos o linfaticos (Brook et al., 2018). Una
vez en circulacion, deben evadir al sistema inmune hasta llegar al sitio donde se implantaran. Este
lugar se denomina nicho metastasico y debe contener condiciones propicias para que el tumor se
establezca y entre en una fase de latencia, la cual le permite a las células tumorales escapar del
sistema inmune y de los agentes antineoplasicos (Clements and Johnson, 2019). Finalmente un
nuevo desbalance en el microambiente del nicho metastasico debe inducir la proliferacion de las
células malignas, la angiogénesis y la evasion de la apoptosis, entre otros procesos protumorales
(Brook et al., 2018).

Las células del cancer de mama pueden producir factores osteomiméticos. Dichos factores
contribuyen a que las células tumorales en circulacion sean captadas por el hueso y consigan
introducirse en éste tejido, pasando desapercibidas (Brook et al., 2018). También pueden producir
y/o activar metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular y les confieren mayor invasividad
y, a nivel 6seo, una mayor induccién de lesiones osteoliticas (Brook et al., 2018). Una vez en el
hueso, las células cancerosas coordinan la adecuacion del nicho metastasico y modifican el
metabolismo dseo a su favor. Estas células aprovechan los factores que inducen la quiescencia en
los nichos perivasculares de las células madre hematopoyéticas para entrar en fase latente
(Clements and Johnson, 2019). Los osteoblastos en presencia de las células de cancer de mama
dejan de realizar sus actividades habituales para producir citocinas que favorezcan la supervivencia
de las células invasoras (Taverna et al., 2020). Ademas, algunas de estas citocinas, inducen la
activacion de osteoclastos (Kelly et al., 2019). Ciertos factores liberados durante la degradacion
de la matriz 6sea, como el TGF-B1, inducen la proliferacion y supervivencia de las células
tumorales, particularmente dentro del nicho metastasico (Mathis et al., 2018). Una DMO
disminuida al momento del diagndstico se relaciona con un peor estadio clinico y con tumores mas
agresivos, y se ha propuesto que podria asociarse a un mayor riesgo de metéstasis (Altundag et al.,
2006; Mathis et al., 2018). En resumen, la comunicacion entre las células cancerosas y las células

del hueso genera un ciclo vicioso que establece la aparicion de las metastasis 0seas (Figura 1).
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Figura 1.- El ciclo vicioso de las metastasis dseas. Las células metastasicas producen factores —como
PTHrP, PGE2, IL-6, IL-11, M-CSF, etc.— que alteran el metabolismo normal de los osteoblastos y
osteoclastos. Dentro de sus funciones habituales, los osteoblastos producen vesiculas matriciales para la
mineralizacion de la matriz 6sea y a RANK-L para la activacion de los osteoclastos. En presencia de células
metastasicas, los osteoblastos producen citocinas —IL-6, IL-8, MCP-1, GRO-a, VEGF, etc. — que
favorecen su supervivencia. Por su parte, los osteoclastos degradan la matriz 6sea, de la cual se liberan
citocinas —TGF-B, FGF2, PDFG, IGF1, etc.— que favorecen la proliferacion de las células metastasicas.
Se ha hipotetizado que las células tumorales se pueden comunicar bilateralmente con las células en el hueso
a través de las vesiculas extracelulares, preparando asi al nicho metastasico para permitir la implantacion de
las células metastasicas. FGF2: Factor 2 de crecimiento de fibroblastos; GRO-a: Oncogén alfa regulado por el
crecimiento; IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1; IL-6: Interleucina 6; IL-8: Interleucina §; IL-
11: Interleucina 11; MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos 1; M-CSF: Factor estimulante de colonias de
macrofagos; PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas; PGE2: Prostaglandina E2; PTHrP: Proteina
relacionada con la hormona paratiroidea; RANK-L: Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa beta;
TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta; VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular. Modificado de
Taverna et al., 2020.
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Estudios recientes evaluan la factibilidad de que exista una comunicacion entre el tumor primario
y el hueso (Figura 1). Se piensa que esto podria favorecer la adecuacion del nicho metastasico y la
activacion temprana del ciclo vicioso incluso antes de la colonizacion por las células metastasicas
(Liu y Cao, 2016). Un grupo de particulas que en los tltimos afios ha cobrado gran importancia
en el estudio de los procesos de comunicacion celular, por su capacidad de transportar moléculas
a sitios anatomicamente distantes y protegidas del medio, son las VE (Théry ef al., 2018). Por ello,
actualmente se investiga el papel que las VE pueden jugar en el desarrollo temprano de las

metastasis 0seas en el cancer de mama (Liu y Cao, 2016).

2.3. Vesiculas Extracelulares como Potenciales Biomarcadores

La Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) define a estas ultimas como: “el
término genérico para las particulas naturalmente liberadas por las células, delimitadas por una
bicapa lipidica y que no pueden replicarse” (Théry ef al., 2018). Las VE son estructuras derivadas
de las membranas celulares, originadas por distintos procesos que se utilizan para clasificarlas en
subtipos (Figura 2). Los ectosomas, también conocidos como microvesiculas, son un subtipo de
VE que surgen como una evaginacion de la membrana celular y miden de entre 50 nm hasta un
micrometro de didmetro. Otro subtipo son los exosomas. Estos miden entre 20 y 200 nm y cuentan
con un proceso de sintesis mas complejo y regulado, donde primero se forma un endosoma
denominado cuerpo multivesicular, ya que dentro lleva otras vesiculas de menor tamafio llamadas
intraluminales. Cuando el endosoma se une a la membrana celular, las vesiculas intraluminales
son liberadas por exocitosis y es entonces cuando toman el nombre de exosomas (Van Niel et al.,
2018). No obstante, existe una dificultad practica para distinguir a los exosomas de los ectosomas
solo por su tamafio. Por ello, se ha propuesto que cuando no se pueda determinar su origen, las
poblaciones de VE sean clasificadas como pequefias, cuando son menores a 200 nm, o

medianas/grandes cuando van de 200 a 1000 nm (Théry et al., 2018).
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Figura 2.- Clasificacion y biogénesis de las vesiculas extracelulares. Dos de las clasificaciones de
vesiculas extracelulares segun sus procesos de biogénesis son los exosomas y los ectosomas. Los exosomas
inician con la formacion de un endosoma (Al), el cual va llenandose de vesiculas mas pequefias
denominadas vesiculas intraluminales y pasando a llamarse cuerpo multivesicular (A2). Posteriormente, el
cuerpo multivesicular se fusiona con la membrana plasmatica liberando a las vesiculas intraluminales que
pasan a denominarse exosomas (A3). Los ectosomas, surgen como una evaginacion de la membrana
plasmatica (B). Figura original.

Las VE se caracterizan por contener, ya sea en su interior o en su membrana, distintas moléculas
denominadas cargamento. Los cargamentos pueden ser lipidos, proteinas o acidos nucleicos, y son
capaces de producir efectos en los tejidos receptores (Samuelson and Vidal-Puig, 2018). Al estar
contenidas dentro de una bicapa lipidica, se encuentran protegidos de la accion de proteasas,
nucleasas y otras enzimas que, de no ser asi, los degradarian facilmente. De esta manera, las VE
sirven como un sistema de mensajeria entre células que favorece la llegada integra de una sefial
molecular (Samuelson and Vidal-Puig, 2018).

La gran variedad de contenidos en las VE ha contribuido a que se propongan como indicadores de
distintas condiciones del organismo. Los linajes celulares de los cuales proceden y los biofluidos
donde se han detectado son muy diversos, asi como los estimulos que desencadenan su produccion

y los efectos que inducen (Pic6 et al., 2019). En este sentido son de particular interés los fragmentos
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de miRNA contenidos en las VE. Estos son capaces de interferir en el metabolismo de la célula
receptora regulando la expresion de genes, principalmente por interferencia con los RNA
mensajeros (MRNA) (Behera and Tyagi, 2018). Se ha descrito que el contenido de RNA en las VE
no es aleatorio, por lo que han sido investigados en distintos procesos fisiopatologicos
(Abramowicz and Story, 2020).

Uno de los campos donde se ha investigado el papel fisiopatoldgico de las VE es en el desarrollo
de marcadores del metabolismo 6seo (Tao and Guo, 2019). Se ha encontrado que existen proteinas
y miRNAs provenientes de osteoblastos y osteoclastos, que pueden tener un papel modulador en
la actividad de ambas. Ademas, las células mesenquimales pueden ver favorecida o inhibida su
conversion a osteoblastos, segtn la presencia de VE (Murphy et al., 2018). Debido a esto, se ha
hipotetizado que las VE pueden tener un papel importante en el remodelado d6seo y en el
mantenimiento de la resistencia 6sea (Huo et al., 2019; Marques de Menezes et al., 2020). También
se esta investigando el efecto que tienen sobre el hueso las VE provenientes de células cancerosas,
ya que se ha propuesto que las VE pueden tener gran relevancia para el entendimiento de las
metastasis 6seas (Abramowicz and Story, 2020; Kalluri, 2016; Loftus et al., 2020; Taverna et al.,
2020).

2.3.1. Vesiculas Extracelulares como Potenciales Biomarcadores de Metastasis Oseas en el

Cancer de Mama

Las VE son uno de los potenciales marcadores que se estudian en la actualidad para formar parte
de las biopsias liquidas. Este tipo de biopsias consiste en la deteccion de particulas plasmaticas
relacionadas con el cancer (Poggiana ef al., 2020). Al asociarse con muchos procesos celulares, los
contenidos de las VE se han propuesto como posibles marcadores diagndsticos, prondsticos y
terapéuticos en el cancer (Hofmann et al., 2020; Kalluri, 2016). Este tipo de deteccion puede llegar
a ser muy util en enfermedades donde la biopsia del tumor es complicada (Poggiana et al., 2020).
Actualmente se evaltia la viabilidad de emplear VE encontradas en saliva u orina para el uso de
biopsias liquidas no invasivas (Kaczor-Urbanowicz et al., 2019; Merchant et al., 2017). De esta

forma, la utilidad de VE como biomarcadores en el cancer es muy prometedora.
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Algunos contenidos de VE se han relacionado con momentos tempranos del desarrollo del cancer,
sugiriendo su uso como marcadores de deteccion temprana o diagnosticos. Un estudio concluyé
que el enriquecimiento de VE con glipicano 1 (GPC1) permiti6 distinguir a pacientes con cancer
de pancreas de personas sanas con dptima sensibilidad y especificidad, incluso en etapas iniciales
de la enfermedad (Melo et al., 2015). Se ha reportado que ciertas cadenas de RNA largo no
codificante en VE tienen alta sensibilidad para la deteccion de cancer géstrico (Wang ef al., 2018).
En otros estudios, se ha visto utilidad en el uso conjunto de multiples contenidos de VE como
método diagnostico de cancer de pulmoén (Sandfeld-Paulsen et al., 2016).

Ademas de su potencial uso diagnostico, se ha estudiado a las VE como posibles marcadores para
evaluar la respuesta a tratamientos. Los exosomas pueden desempefiar un papel importante en la
carcinogénesis y la respuesta inmune antitumoral en los canceres de cabeza y cuello (Hofmann et
al., 2020). Se ha visto una reduccion en la concentracion de VE posterior a la remocion quirurgica
de la neoplasia en pacientes con glioblastoma (Osti ef al., 2019). Algo similar ocurre con lo
reportado para las VE enriquecidas con GPC1 en pacientes con cancer de pancreas (Melo et al.,
2015). También se han reportado marcadores en VE cuyo aumento se relaciona con la respuesta al
tratamiento (Stevic ef al., 2020).

Otros estudios se han enfocado en analizar el papel de las VE en la progresion del cancer. Existe
evidencia de que las VE producidas por distintos tipos de tumores pueden interferir con la respuesta
inmune, evitando la activacion de linfocitos, suprimiendo la respuesta de macrofagos, entre otros
mecanismos que podrian favorecer la supervivencia de las células tumorales (Mathew et al., 2020;
Mittal et al., 2020). Diversos miRNAs contenidos en VE han sido estudiados por su relacion con
la composicion corporal en el contexto de pacientes con cancer que desarrollan caquexia (Chitti et
al.,2018). Los cargamentos de algunas VE se han asociado con alteraciones en vias de sefalizacion
que favorecen la transformacion endotelial-mesenquimal, un proceso que en el parénquima tumoral
otorga propiedades invasivas y metastasicas (Kim et al., 2020). También se ha visto un efecto de
las VE para inducir resistencia farmacoldgica en el tumor y en el mantenimiento de las alteraciones
del microambiente tumoral tanto primario como metastasico (Jena and Mandal, 2021). Se han
propuesto mecanismos por los cuales los exosomas contribuyen al establecimiento de metastasis
en melanoma y cancer de ovario, entre otros tipos de cancer (Gowda et al., 2020; Hergueta-
Redondo and Peinado, 2020). Las VE inducen la preparacion del nicho metastasico promoviendo

la expresion de genes proinflamatorios y la secrecion de citocinas, coordinando la diferenciacion
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de ciertos fenotipos o reclutando ciertos grupos de células, entre otros mecanismos (Mo et al.,
2021). Por ello se considera que las VE pueden jugar un papel fundamental en el desarrollo de
metastasis organotropicas.

Algunos estudios implican que ciertos miRNAs contenidos en VE podrian favorecer el desarrollo
de metastasis dseas en cancer de mama (Taverna et al., 2020). Por ejemplo, se ha reportado que el
miR-214 en VE interfiere con la diferenciacion de células mesenquimales a osteoblastos y favorece
la actividad osteocléstica a la vez que, al verse disminuido este miRNA en células del cancer de
mama, éstas presentan una mayor proliferacion y evasion de la apoptosis. (Han ef al., 2019; Li et
al.,2017; Liu et al., 2016; Sun et al., 2018; Yiet al., 2016). Los miR-21 y miR-1246 en VE se han
propuesto como potenciales marcadores de deteccion de cancer de mama y se les han atribuido
acciones que interfieren con la regulacion de la diferenciacion de células mesenquimales,
osteoblastos y osteoclastos. (Hannafon ef al., 2016; Hu et al., 2017; Smieszek et al., 2020; Zhou et
al., 2020).

Sin embargo, aun cuando los miRNAs encontrados en VE parecen ser biomarcadores prometedores
para las metastasis Oseas en el cancer de mama, existen algunas limitantes que deben resolverse
antes de poder implementar su uso. Una de las més importantes, es que aun no se comprende por
completo cémo es que son captadas las VE por las células receptoras (Mathieu et al., 2019).
Algunos autores proponen que en dicho fendmeno pueden verse implicadas las propiedades
biofisicas de las vesiculas extracelulares como: su potencial zeta, su tamafio o sus propiedades
opticas (Mathieu et al., 2019; Nakase and Futaki, 2015; Rupert et al., 2017). Sin embargo, la
mayoria de los estudios sobre VE ponen su atencion en el contenido de éstas y no hacen mencion
de sus propiedades biofisicas, lo cual dificulta la comprension de su importancia a nivel fisiologico

y/o fisiopatologico (Rupert et al., 2017).

2.3.2. Importancia de las Propiedades Biofisicas de las Vesiculas Extracelulares

Hasta ahora, las investigaciones sobre VE se han basado fundamentalmente en comprender su
papel biologico mediante técnicas bioquimicas y de biologia molecular para evaluar su contenido

y composicion. No obstante, la caracterizacion de sus propiedades fisicas tiene cada vez mayor
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importancia, particularmente en la industria farmacéutica donde se busca emplear a las VE como
vehiculos para la entrega de farmacos; aunque otras areas, como el desarrollo de biomarcadores,
también podrian beneficiarse de dichas investigaciones (Rupert et al., 2017). El estudio de las
propiedades fisicas de las VE no es ajeno al de sus propiedades bioquimicas y moleculares, ya que
su contenido y composicion pueden estar estrechamente relacionados con sus propiedades fisicas,
un ejemplo es su potencial zeta (Nakase and Futaki, 2015; Rupert et al., 2017).

El potencial zeta es una propiedad fisica de las nanoparticulas en suspension, que mide la magnitud
de la atraccion o repulsion entre éstas, siendo un indicador de la estabilidad coloidal (Marimpietri
et al., 2013). En general, mientras mas se acerque al punto isoeléctrico —potencial zeta de 0—
menos estabilidad tendra la suspension, habiendo una mayor aglomeracion de sus particulas
(Ostolska and Wisniewska, 2014). En cuanto a las VE, al igual que las células, tienen un potencial
zeta negativo debido a los componentes de sus membranas, particularmente sus proteinas,
polisacaridos y ciertos fosfolipidos (Bondar et al., 2012; Kato et al., 2013). El potencial zeta se ha
relacionado con la captacién de nanoparticulas por parte de las células, teniendo mejor captacion
las nanoparticulas con carga positiva (Frohlich, 2012). En el caso de las VE, Nakase y Futaki en
2015 encontraron que al tratarlas con fosfolipidos catidnicos, se disminuy6 su potencial zeta y se
favorecid su captacion celular. En otro estudio de ese afo, Akagi y colaboradores compararon el
potencial zeta VE provenientes de cultivos de células de cancer de mama tratadas con anticuerpos
IgG inespecificos, con el de muestras tratadas con anticuerpos especificos contra marcadores de
membrana tanto de VE como de cancer de mama. Al encontrar diferencias, concluyeron que éstas
podrian deberse al reconocimiento antigeno-anticuerpo, infiriendo que las VE presentaban dichos
marcadores en sus membranas. Este tipo de hallazgos apoyan la idea de que un mayor conocimiento
sobre las propiedades biofisicas de las VE, en conjunto a su estudio bioquimico y molecular, puede
ser provechoso para el entendimiento de su funcionamiento.

Ademas del potencial zeta, otras propiedades biofisicas que se han descrito de las VE son: su
tamafio, su morfologia, su densidad y sus propiedades mecénicas (Rupert et al., 2017). De éstas,
se cree que su tamafio también podria relacionarse con los mecanismos en que son captadas
(Mathieu et al., 2019). Se ha sugerido que las VE pequefias tienen una mayor facilidad para ser
captadas que las VE grandes y que esto podria disminuir su aclaramiento, aunque existen pocos

estudios sobre los mecanismos de captacion de VE de mayor tamano (Ciardiello et al., 2020).
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Se han encontrado diferencias en los tamafos de VE circulantes en plasma seglin la presencia de
ciertas condiciones clinicas, por lo que las implicaciones bioldgicas y fisiologicas del tamafio de
las VE podrian ser importantes. Por ejemplo, las VE de pacientes con demencias o con mieloma
multiple se han encontrado de mayor tamafo y mayor heterogeneidad al compararlas con aquellas
de controles sanos (Laurenzana et al., 2021; Longobardi et al., 2021). En cuanto a composicion
corporal, se ha reportado que los individuos con obesidad tienen mayor tamafio de VE al
compararlas con las de sujetos con normopeso (Mendivil Alvarado, 2018), aunque también se ha
indicado lo contrario (Santamaria-Martos et al., 2020).

Tanto el tamafio como el potencial zeta de las VE pueden ser medidos mediante técnicas de
dispersion de luz, como la dispersion dinamica de luz (DLS) o la dispersion de luz electroforética
(ELS), respectivamente (Rupert et al., 2017). DLS y ELS pueden ser realizadas por el mismo
equipo y, aunque no son las técnicas con mayor precision para realizar estas mediciones, ofrecen
ciertas ventajas al compararlas con otros métodos, principalmente su menor costo, su alta
sensibilidad ante particulas muy pequefias y el hecho de que requiere poca cantidad de muestra
para realizar sus mediciones (Lyu et al., 2021).

La técnica de DLS basa su fundamento en que las particulas en suspension presentan movimientos
Brownianos cuyo desplazamiento varia en el tiempo en relacion con su tamafio, asi como la
temperatura y la viscosidad del solvente (Rupert ef al., 2017). Al incidir un haz de luz sobre dichas
particulas, su dispersion no es constante debido a los cambios de posicion de éstas, haciendo que,
al detectar las ondas de luz dispersadas, en un angulo fijo, se cancelen o aumenten entre si
alternadamente en funcion del tiempo. Esto genera una fluctuacion en la intensidad de la luz
detectada, la cual depende del movimiento Browniano de las particulas (Hassan ef al., 2015). Si
bien, no es posible medir el comportamiento individual de cada particula con éste método, si es
posible obtener una distribucion de medidas ponderada segun la intensidad de luz captada, ya que
el movimiento Browniano es un proceso Gaussiano (Stetefeld et al., 2016). Dicha distribucion se
puede expresar de forma relativa como el porcentaje de intensidad de luz captada por cada rango,
implicando que mientras mayor sea este porcentaje en cada rango, mayor es la polidispersion y por
tanto la heterogeneidad del mismo (Stetefeld et al., 2016). Aunque, otras inferencias pueden
hacerse a partir de la intensidad relativa en cada rango de dicha distribucién, como el volumen o el
numero de particulas, estas conversiones no son fiables con las VE, ya que por su heterogeneidad

suelen presentar una distribucion polidispersa. Sin embargo, se ha reportado que la intensidad
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relativa en cada rango de la distribucion puede usarse como un marcador comparable con otras,
siempre y cuando empleen la misma técnica y condiciones similares (Hassan et al., 2015; Jakubec
et al., 2020; Kesimer and Gupta, 2015). Ademas, conociendo las caracteristicas del solvente, es
posible determinar los tamafios de las VE a partir de los cambios en la fluctuacion de la intensidad
de la luz a través del tiempo (Hassan et al., 2015; Stetefeld et al., 2016).

Una consideracion importante al medir tamafios de VE mediante DLS es que éstos seran mayores
que los reportados por microscopia electronica. Esto se debe en parte a que el diametro medido por
DLS es el hidrodindmico, el cual aumenta segun las cargas que rodean la superficie de las VE
(Kesimer and Gupta, 2015). Dichas cargas pueden ser estimadas al aplicar un campo eléctrico
oscilatorio y evaluar la migracion de las particulas en suspension hacia un polo u otro, siendo éste
el principio del ELS que permite medir al potencial zeta (Rupert et al., 2017). Por lo tanto, ambas
técnicas pueden ser empleadas en conjunto para estudiar los parametros biofisicos de VE en
distintas condiciones clinicas.

Existen pocos estudios sobre los pardmetros biofisicos de VE relacionadas con cancer y
metabolismo 6seo. En el caso del cancer, se ha reportado que las células cancerosas generalmente
liberan una mayor cantidad de VE, las cuales suelen tener mayor tamafio y ser mas heterogéneas
(Ciardiello et al., 2020; Taverna et al., 2020). En cuanto al potencial zeta, segun algunos estudios
que lo han reportado (Akagi et al., 2015; Jing et al., 2021; Sadegh-nejadi et al., 2020), parece no
distar mucho de los potenciales zeta tipicamente reportados para VE y, probablemente las
diferencias que se pudieran encontrar se deban a las distintas metodologias empleadas (Midekessa
et al.,2020; Y. Wang et al., 2015). En cuanto al metabolismo 6seo, una de las primeras funciones
descritas de las VE es en la calcificacion del hueso, ya que desde los afos 70 se conoce la
importancia de las vesiculas de la matriz (VMt) 6sea en este proceso (Sela et al., 1983). Se atribuye
a las VMt de mayor tamafio un papel predominante en la mineralizacion secundaria, mientras que
las pequefias participan en ambas fases (Ansari et al., 2021). Sin embargo, otro tipos de VE también
pueden interferir con el metabolismo 6seo (Taverna et al., 2020). En el caso del desarrollo de
metastasis a hueso, muchos estudios se han enfocado en el contenido de las VE, pero poco se sabe
sobre sus parametros biofisicos. En este proyecto de tesis se busca conocer si existe 0 no una
asociacion entre los pardmetros biofisicos de las VE y la DMO en pacientes con cancer de mama

sin indicios de metastasis.
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3. HIPOTESIS

La densidad mineral 6sea de mujeres con cancer de mama se asocia:

e Positivamente con el potencial zeta y el diametro de vesiculas extracelulares grandes

provenientes del plasma.
e Negativamente con el didmetro y porcentaje de intensidad de vesiculas extracelulares

pequeiias, asi como el porcentaje de intensidad de vesiculas extracelulares grandes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es evaluar si existe una asociacion entre los resultados de
densitometria 6sea de mujeres con cancer de mama no metastasico y los pardmetros biofisicos
(potencial zeta, porcentaje de intensidad y el tamafio) de sus poblaciones de vesiculas extracelulares

plasmaticas.

4.2. Objetivos Especificos

1. Aislar las vesiculas extracelulares plasmaticas de mujeres con cancer de mama no
metastasico.

2. Medir el porcentaje de intensidad y el tamafio de las poblaciones de vesiculas extracelulares
plasmaticas de mujeres con cancer de mama no metastasico, asi como su potencial zeta.

3. Analizar la asociacion entre cada parametro de la densitometria O0sea y los distintos
pardmetros biofisicos de las poblaciones de vesiculas extracelulares plasmaticas de mujeres
con cancer de mama no metastatico, ajustando por posibles variables de confusion.

4. Explorar la asociacion entre los distintos parametros biofisicos de las poblaciones de
vesiculas extracelulares plasmaticas de mujeres con cancer de mama no metastatico y las
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de sus neoplasias, ajustando por posibles

variables de confusion.
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5. VOLUNTARIAS, MATERIALES Y METODOS

Este trabajo deriva de un proyecto primario titulado “Efecto de una intervencion nutricional
clinica en la composiciéon corporal, metabolismo y actividad antioxidante asociada con
micronutrientes en pacientes con cancer de mama durante el tratamiento antineoplasico” (Registro
en Clinical Trials: NCT03625635). Dicho proyecto cont6 con la aprobacion del comité de bioética
del Centro Estatal Oncoldgico en Hermosillo, Sonora; asi como del comité de ética del Centro de

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A. C. (CE/005/2015) (Limon-Miro et al., 2021).

5.1. Voluntarias

Para el proyecto primario, los criterios de inclusiéon eran ser mujeres mayores de edad, con
diagnostico reciente de cancer de mama no metastasico y atendidas en Hermosillo, Sonora. Los
criterios de exclusion eran tener alguna comorbilidad o desarrollarla durante el periodo de
seguimiento, desarrollar enfermedad metastitica durante el seguimiento, haber recibido un
tratamiento antineoplasico con anterioridad o abandonar el tratamiento (Limon-Miro et al., 2021).
Para participar en dicho proyecto las mujeres firmaron un consentimiento informado donde se
solicitd su autorizacidon para almacenar en nuestro laboratorio los remanentes de plasma o suero
obtenidos durante el mismo.

Las voluntarias del proyecto primario fueron 36 mujeres, de las cuales s6lo 22 permanecieron al
final del estudio. Su reclutamiento se llevo a cabo de septiembre de 2015 a julio de 2018.
Recibieron una valoracion inicial al momento del diagnostico que consistié en andlisis sanguineos,
evaluacion nutricional y de composicion corporal. A estas voluntarias se les brindé una
intervencion nutricional clinica que consistio en una evaluacion bisemanal siguiendo el método de
menu dinamico de comidas equivalentes en macronutrientes, donde los requerimientos caléricos
se adecuaron a las necesidades de cada paciente y se les brindé un menu con 7 opciones distintas
de platillos para cada comida del dia. Las voluntarias tenian la libertad de elegir sus alimentos

diarios a partir de dichas opciones (Limon-Miro et al., 2019). Las alternativas dietarias
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proporcionadas en cada sesion fueron acordadas en base a una revision critica de las guias
alimentarias para pacientes con cancer de mama (Limon-Miro et al., 2017), los gustos de las
pacientes y los alimentos disponibles segiin su contexto socioecondémico. La intervencion
nutricional se proporcion6 durante los primeros seis meses de tratamiento antineoplasico, el cual
fue prescrito para cada voluntaria por su médico tratante. Al concluir la intervencion se reevaluaron
los mismos parametros que al inicio (Limon-Miro et al., 2021). Es importante mencionar que a
peticion del comité de ética, a todas las participantes se les proporciond la intervencion nutricional
clinica, por lo que no fue posible contar con un grupo control, ajustando el disefio a una
investigacion cuasiexperimental (Limon-Miro et al., 2021).

Para la realizacion de nuestro estudio, los criterios de inclusion fueron: haber concluido su
participacion en el proyecto primario con todas sus mediciones, contar por lo menos con 1 ml de
plasma congelado recolectado al inicio y otro al final de la intervenciéon del proyecto primario, y
otorgar su consentimiento informado explicitamente para los usos indicados en el numeral 5.5 de
esta tesis. Se solicitd al comité de ética del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
A. C. su autorizacion para el uso de las muestras almacenadas de las voluntarias que no se
consiguieron contactar para este estudio, segiin lo estipulado en la pauta nimero 11 de las pautas
éticas internacionales para la investigacion relacionada con la salud con seres humanos
(Organizacion Panamericana de la Salud y Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médica, 2016). La relocalizacion de las voluntarias para obtener su consentimiento

informado para este proyecto se llevo a cabo durante el periodo de marzo a mayo de 2021.

5.2. Obtencion de Datos Clinicos

Durante el proyecto primario, para conocer los antecedentes de las pacientes se llevo a cabo una
entrevista clinica dirigida por parte de los investigadores y una revision de sus expedientes
médicos. También se aplico el cuestionario International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)
para conocer sus niveles de actividad fisica, el Malnutrition Screening Tool (MST) como tamizaje
nutricional y el de valoracion global subjetiva (VGS) para la evaluacion de pacientes con

desnutricion (Bauer ef al., 2002; Ferguson et al., 1999; Hagstromer et al., 2006).
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5.3. Analisis de Composicion Corporal

La composicion corporal de las participantes fue evaluada por absorciometria de rayos X de energia
dual (DEXA) al inicio y tras los primeros seis meses de intervencion. Se realizaron mediciones de
cuerpo completo con la finalidad de determinar la masa grasa y la masa apendicular libre de grasa
—Ilas cuales se emplearon para determinar el indice de masa grasa y de masa muscular
apendicular—, la masa grasa visceral y el contenido mineral 6seo corporal total. También se
hicieron mediciones dirigidas a columna lumbar y cadera, para determinar la densidad mineral 6sea
de L1 a L4, cuello de fémur y total de cadera (Jain and Vokes, 2017; Yip et al., 2015). Las
mediciones fueron llevadas a cabo por personal capacitado en el equipo QDR Hologic Discovery
A (Hologic, Inc. Bedford, Ma, EUA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Antes de
realizar esta medicion, se excluyd que se encontraran gestando mediante determinacién de

gonadotropina coridnica humana en orina.

5.4. Analisis de Vesiculas Extracelulares

Durante el proyecto primario se obtuvieron muestras sanguineas de cada voluntaria, al inicio y a
los seis meses de la intervencion. Dicho proceso fue llevado a cabo por personal capacitado con
las medidas de seguridad adecuadas. Se solicito a las voluntarias acudir con un periodo de ayuno
de 8 h. Las muestras de plasma fueron obtenidas con EDTA y centrifugadas al momento de la
extraccion para la exclusion de los elementos celulares. Ademads, fueron debidamente rotuladas
con fecha de la extraccion y codigos numéricos para su identificacion. Una vez realizadas las
determinaciones plasmaticas del proyecto primario las muestras remanentes de las voluntarias que

dieron su consentimiento fueron almacenadas a -80° C.
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Figura 3.- Protocolo de aislamiento y analisis de vesiculas extracelulares

Para el aislamiento de las VE se empleo el kit comercial ExoQuick®, siguiendo las instrucciones
del fabricante (Helwa et al., 2017). Una vez aisladas, las VE fueron resuspendidas en PBS 0.05X
y sonicadas por 20 segundos con un ciclo de trabajo de 30%. Las mediciones de los pardmetros
biofisicos se llevaron a cabo en el equipo Mobius® (Wyatt Technology) a 37 °C, empleando las
técnicas de DLS, para su tamafio y porcentaje de intensidad, y ELS, para su potencial zeta. Los

resultados fueron analizados con el software DYNAMICS® (Wyatt Technology), donde se
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definieron los criterios para las poblaciones VE como: vesiculas extracelulares pequenas (VEp), a
las nanoparticulas identificadas en un rango de 10 a 100 nm de radio hidrodindmico, y vesiculas
extracelulares grandes (VEg), a las nanoparticulas identificadas en un rango de 100 a 500 nm de
radio hidrodinamico. En la Figura 3 se puede observar un esquema del protocolo empleado para el

aislamiento de las VE y su preparacion para la medicion de sus parametros biofisicos.

5.5. Analisis Estadisticos

Para los andlisis estadisticos se emple6 el software STATA® en su version 15.1 (StataCorp). En
los analisis descriptivos, los datos numéricos se reportaron como medias + desviaciones estandar
y los datos categdricos como frecuencias (n). En los analisis comparativos se reportaron medianas
y rangos intercuartilicos (RIQ). Para comparar los cambios en la composicion corporal y los
pardmetros biofisicos al inicio y tras seis meses de intervencion, se realizaron pruebas de hipdtesis
de Wilcoxon para datos pareados no paramétricos (Gaddis and Gaddis, 1990). En el caso de los
resultados de densitometria dsea, se estratifico segliin el estado fértil de las mujeres como pre o
posmenopausicas y posteriormente se compararon los cambios antes y después de la intervencion
dentro de cada grupo con la prueba de Wilcoxon para datos pareados no paramétricos. Se considero
significativo un valor de p de dos colas menor o igual a 0.05.

Para la busqueda de asociacion entre las variables de interés y posibles predictoras, se realizaron
modelos de regresion lineal de efectos mixtos (Cnaan et al., 2005). Las variables independientes y
las posibles variables de confusion fueron analizadas mediante regresion lineal bivariada de efectos
mixtos y sus resultados fueron evaluados mediante un criterio estadistico (p<0.2) y de plausibilidad
bioldgica. Las variables seleccionadas por dichos criterios fueron ajustadas al modelo mediante el
método de seleccidon por pasos con valores de entrada (p<0.05) y de salida (p>0.05). Los modelos
preliminares fueron evaluados para buscar correlacion o interaccion entre sus variables predictoras,
mediante una matriz de correlacion considerando una asociacion fuerte a aquellas con r>0.6. A los
modelos resultantes se les evaluaron los supuestos de linealidad, homocedasticidad y normalidad
a través de graficas de residuales. Para los modelos donde se encontré una asociacion entre las

variables dependientes y las variables predictoras de interés, pero no de variables descritas como
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importantes en la literatura, se generaron segundos modelos forzando la inclusion de éstas ultimas
como predictoras para valorar cambios en la significancia estadistica de la asociacion entre las
variables de interés.

Los parametros de densitometria 6¢sea empleados como variables dependientes en cada modelo
fueron: CMO corporal total, DMO corporal total; CMO, DMO y puntaje Z de columna lumbar
(vértebras L1 a L4); CMO, DMO y puntaje Z del cuello del fémur; CMO, DMO y puntaje Z total
de la cadera. En el caso de las posmenopdausicas también se emplearon los puntajes T de columna
lumbar (vértebras L1 a L4), cuello de fémur y cadera total. Los pardmetros biofisicos empleados
como variables independientes fueron el potencial zeta de las VE, el diametro hidrodindmico medio
total, asi como para las poblaciones de VEp y VEg, y los porcentajes de intensidad para las
poblacion de VEp y VEg. Las posibles variables de confusion evaluadas fueron: el tiempo de
medicién (0 y 6 meses posteriores al diagnostico), la edad de las voluntarias, los minutos de
actividad fisica realizados a la semana, el peso, el indice de masa grasa, la masa grasa visceral, el
indice de masa muscular apendicular, la ingesta diaria de cafg, el estado pre o postmenopausico, el
tiempo de uso de anticonceptivos hormonales, los marcadores tumorales —ER, PR, HER2 y el
ki67 (éste ultimo reportado como menor o mayor a 14% segun lo encontrado en los expedientes
clinicos)— del tumor, el grado tumoral, las clasificaciones clinica y molecular del tumor, y su
puntuacion BI-RADS al momento de la deteccion. Las variables de ajuste cuya inclusion se forzo
en el segundo modelo por su importancia bioldgica fueron la edad, el estado fértil y el peso (Howe
et al., 2004; Papastavrou et al., 2020; Qiao et al., 2020).

Para explorar la asociacion entre los parametros biofisicos y las caracteristicas clinicas e
histopatologicas de las neoplasias, se realizaron modelos de regresion lineal de efectos mixtos
empleando el mismo protocolo descrito en el parrafo anterior. Las variables dependientes fueron:
potencial zeta de VE, didmetro hidrodindmico de las VE, diametro hidrodindmico de las VEp,
diametro hidrodinamico de las VEg, porcentaje de intensidad de las VEp y porcentaje de intensidad
de las VEg. Las variables independientes fueron: los marcadores tumorales, el grado tumoral, la
clasificaciones clinica y molecular del tumor, y su puntuacion BI-RADS al momento de la
deteccion. Las posibles variables de confusion evaluadas fueron: el tiempo de medicion (0 y 6
meses posteriores al diagnodstico), el tiempo de congelamiento de las muestras en meses, la
temperatura al momento de la medicion, la edad de las voluntarias, los minutos de actividad fisica

realizados a la semana, el peso, el indice de masa grasa, la masa grasa visceral, el indice de masa
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muscular apendicular y el estado pre o postmenopausico. Las variables de ajuste cuya inclusion se
forzo en el segundo modelo por su importancia bioldgica fueron la temperatura de la suspension al
momento de la medicion de los pardmetros biofisicos y el tiempo de congelacion de las muestras

plasmaticas (Qin ef al., 2020; Wang et al., 2015).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas clinicas y socioecondmicas de las voluntarias al momento de su
reclutamiento para el proyecto primario se encuentran el Cuadro 2. De las 36 voluntarias reclutadas,
16 contaron con los criterios de inclusion para participar en este estudio (Figura 4). Todas se
sometieron a algin procedimiento quirtrgico: 5 a cuadrantectomia, 10 a mastectomia y 1 de ellas
a mastectomia bilateral; 12 tuvieron su cirugia previa a la intervencion nutricional y 4 tuvieron su

cirugia durante la misma.

Cuadro 2.- Caracteristicas clinicas y socioecondmicas de las voluntarias al inicio de la
intervencion

Premenopausia (n=9) Posmenopausia (n=7)
Media D.E. Media D.E.

Edad (afios cumplidos) 39.66 4.52 61 4.61
Peso (kg) 75.54 16.27 68.72 14.29
Indice de masa corporal (kg/m?) 29.35 5.85 26.72 4.42
Indice cintura-cadera 0.81 0.063 0.86 0.065
Ingresos familiares a la semana (pesos MXN) 1927.7 1143.7 4278.5 3004.4
Escolaridad (n)

Primaria

Secundaria

Preparatoria

w o N
W N = =

Licenciatura/Carrera técnica
Ocupacion (n)

Ama de casa

Empleada

Empresaria
Jornalera
MST (n)
Con riesgo de desnutricion
Sin riesgo de desnutricion 7 6
VGS (n)
Estado nutricional adecuado 3

—_— O W W
SN W N

[\
—

Desnutricion leve 6 3
D.E.: Desviacion estandar. MST: Malnutrition screening tool. VSG: Valoracion global subjetiva
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Cuadro 2.- Caracteristicas clinicas y socioecondmicas de las voluntarias al inicio de la
intervencion (Continuacion)

Premenopausia (n=9) Posmenopausia (n=7)

IPAQ (n)

Bajo nivel de actividad fisica 5 5

Nivel moderado de actividad

fisica 4 2
Lado de la neoplasia (n)

Seno derecho 4 2

Seno izquierdo 4 5

Bilateral 1 0
Clasificacion clinica (n)

Adenocarcinoma ductal in situ 1 0

Adenocarcinoma ductal infiltrante 7 6

Carcinoma lobulillar infiltrante 1 1
Gradacion del tumor (n)

Grado 1 1 1

Grado 2 6 6

Grado 3 2 0
Clasificacion molecular del tumor (n)

Luminal A 3 4

Luminal B 4 2

Her2/Neu positivo 1 1

Triple negativo 1 0
Sesiones de radioterapia* (n)

0 2 1

15 1 1

25 6 5
Ciclos de quimioterapia* (n)

0 0 2

4 0 1

6 4 1

7 0 1

8 5 2

*Durante los primeros seis meses de tratamiento antineoplasico junto a los cuales se administro la
intervencion nutricional clinica. IPAQ: International Physical Activity Questionnaire.



Evaluadas para participar en el proyecto Excluidas (n=557)

primario (n=613) No cumplen criterios de inclusion (n=537)

Otro tipo de cancer (n=265)

Presencia de metastasis (n=52)

Presencia de comorbilidades (n=220)

Participantes admitidas (n=36) Rechazaron participar (n=20)

No se presentaron para recibir la intervencion

nutricional (n=2)

Seguimiento de la intervencion (n=34)

Perdidas en seguimiento (n=12)

Ausencia a la cita médica y sesion de

intervencion nutricional (n=7)

Suplementacion (n=3)

Hipotiroidismo (n=1)

Falla renal aguda (n=1)

Completaron el estudio original (n=22)

Rechazadas para el proyecto subsecuente (n=6)

Muestra de plasma insuficiente (n=6)

Analizadas en el estudio subsecuente (n=16)

Figura 4.- Diagrama CONSORT del estudio.

6.1 Cambios en Composicion Corporal tras la Intervencion Nutricional Clinica

Las voluntarias presentaron una mejoria significativa (P<0.05) en todos los parametros de
composicion corporal y de habitos saludables después de la intervencion nutricional clinica durante
seis meses y el acompafiamiento de tratamiento antineopléasico, respecto a su condicion inicial;
excepto para los parametros de indice de masa muscular apendicular e indice de cintura cadera,

que permanecieron sin cambio (P>0.05) (Cuadro 3). Con base en su IMC y empleando los criterios

46



de la OMS, al iniciar el tratamiento antineoplasico y la intervencidon nutricional, siete mujeres
presentaban obesidad (43.7%), tres clasificaban con sobrepeso (18.7%) y las seis restantes con
normopeso (37.6%). Al concluir la intervencion, todas las pacientes con obesidad habian reducido
su peso corporal y todas las pacientes con normopeso se mantuvieron en dicha clasificacion,
encontrando a cuatro con obesidad (25%), cinco con sobrepeso (31.2%) y siete con normopeso

(43.8%).

Cuadro 3.- Comparacion en los parametros de composicion corporal y habitos saludables
antes y después de la intervenciéon (n=16)

0 meses de 6 meses de
tratamiento tratamiento
Mediana (IQR) Mediana (IQR) p*

Peso (kg) 72.55 20.8 69.65 17.75  0.002
Indice de masa corporal 26.48 7.94 26.28 712 0.002
(kg/m?)
Masa grasa (%) 41.6 6.8 39.35 7.25 0.030
Masa grasa visceral (kg) 2.61 2.14 2.47 1.6 0.001
Indice de masa grasa (kg/m?) 11.11 5 10.18 5.56 0.002
indice de masa muscular
apendicular (ke/m?) 5.16 1.62 5.07 1.31 0.062
Indice de cintura cadera 0.82 0.1 0.81 0.075  0.600
Minutos de actividad fisica a la 0 150 250 255 <0.001
semana
Ingesta diaria de agua (1) 1 0.75 2 0.5 <0.001
Horas de suefio diarias 7 1.5 7.5 1 0.010

*Valores de P obtenidos en la prueba de Wilcoxon para muestras pareadas no paramétricas.
IQR: rangos intercuartilicos.

En México, la prevalencia de obesidad en mujeres mayores a 20 afios es de 40.2% y la de sobrepeso
de 36% (Shama-Levy et al., 2020). Porcentajes similares se han reportado para pacientes con
cancer de mama (Reyes Barreto et al., 2016). Al inicio de la intervencion, en nuestra muestra se
encontrd una prevalencia similar a la reportada de obesidad, aunque habia mas mujeres con
normopeso que con sobrepeso. Esto puede deberse al tamafio de muestra reducido, pues en el

proyecto primario se encontr6é un 27.7% con sobrepeso (Limon-Miro et al., 2021).
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El hecho de que nuestras voluntarias con normopeso se mantuvieran en este rango y que todas
aquellas con obesidad bajaran de peso es un beneficio que podria deberse a la intervencion
nutricional que se les brind6 durante el tratamiento antineoplésico (Limon-Miro et al., 2021). Un
estudio previo de nuestro grupo de trabajo encontré que en los primeros seis meses de tratamiento
antineoplasico, sin ningln tipo de intervencion nutricional, las mujeres premenopdusicas tuvieron
un aumento de peso (Monroy-Cisneros ef al., 2014). Otras investigaciones también han reportado
que existe una ganancia de peso durante el tratamiento antineoplésico (Fang et al., 2019; Gandhi
et al., 2019). La obesidad se considera un factor de riesgo tanto para la aparicion de cancer de
mama como para una peor evolucion de éste, incluyendo un aumento en el riesgo de desarrollar
metastasis (Crozier et al., 2013; Iwase et al., 2021; Trestini et al., 2018).

En los ultimos afios, los analisis de composicion corporal han cobrado mayor importancia en las
investigaciones nutricionales con la introduccién del concepto de obesidad metabolicamente
saludable (Chait and den Hartigh, 2020). Este es un tipo de obesidad donde no se detectan
desbalances metabdlicos, a diferencia de otros donde existe un proceso inflamatorio crénico que
puede empobrecer los prondsticos de comorbilidades como la diabetes, enfermedades
cardiovasculares o el cancer (Chait and den Hartigh, 2020; Dong et al., 2021). La distincion entre
los obesos metabdlicamente saludables y los que no lo son, radica principalmente en su adiposidad
y sobre todo en los depositos ectopicos de grasa, como el visceral o intramedular, que producen un
perfil proinflamatorio (Chait and den Hartigh, 2020; Iwase et al., 2021).

Nuestras voluntarias vieron una reduccion en indicadores de adiposidad, como el porcentaje de
grasa corporal, su indice de masa grasa y su masa grasa visceral. Se ha reportado que en las mujeres
con cancer de mama existen distintos factores, como las alteraciones metabdlicas debidas al tumor
o las ocasionadas por los tratamientos hormonales, que pueden aumentar la adiposidad (Iwase et
al., 2021). Por lo tanto, la disminucion de estos indicadores podria ser otra ventaja del acomparfiar
el tratamiento antineoplasico de una intervencién nutricional (Limon-Miro ef al., 2021). A pesar
de ello, atn se tendria que evaluar si dichos cambios se asociaron a un descenso en las citocinas
proinflamatorias de las voluntarias.

La inflamacion producida por el tejido adiposo tiene una estrecha relacion con células del sistema
inmune, particularmente los macrofagos que habitan en ¢l (Chait and den Hartigh, 2020). Los
macrofagos en el tejido adiposo proinflamatorio forman estructuras similares a coronas, donde

rodean a adipocitos que cursan con algin proceso de muerte celular debido a estrés metabdlico
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(Maliniak et al., 2021). Se ha evidenciado que en el tejido adiposo mamario de las pacientes obesas
con cancer de mama existe una mayor cantidad de macréfagos en forma de estructuras similares a
coronas que en aquellas sin obesidad, aunque las implicaciones de estos hallazgos atin contintian
investigandose (Maliniak et al., 2021). Otro tipo de afeccion asociado al perfil proinflamatorio
inducido por el exceso de tejido adiposo es a nivel la resistencia Osea, con el desarrollo de
patologias como la obesidad osteosarcopénica donde hay una comunicacion desbalanceada entre
hueso, musculo y grasa (Kelly et al., 2019). Incluso, debido a la estrecha relacion entre la
adiposidad y el cancer de mama, se han sugerido diversos mecanismos moleculares que podrian
relacionar al tejido adiposo con el ciclo vicioso de las metastasis 0seas (Soni et al., 2021). No
obstante, se requieren de mas estudios para probar estas hipdtesis.

A pesar de que el diseno de la intervencion del proyecto primario no incluia la modificacion de
otros estilos de vida ademas de la dieta, durante las citas de control constantemente se hicieron
recomendaciones a las mujeres sobre el desarrollo de habitos saludables. Al final de la intervencion,
se encontrd un aumento en las horas de suefio diarias reportadas por las voluntarias. Se ha reportado
que las pacientes con cancer de mama que reciben algin tratamiento adyuvante, tienen mayor
riesgo de presentar trastornos del suefio (Grayson et al., 2021). Un estudio longitudinal encontro6
que las pacientes jovenes con cancer de mama presentan peores habitos de suefio que aquellas de
mayor edad, y que ambos grupos presentan peores habitos que las mujeres de su edad sin la
enfermedad. Dichos hallazgos persistieron incluso 10 afios después del diagnostico (Roine et al.,
2021).

Las alteraciones en los horarios del suefio y en su duracion tienen implicaciones importantes para
la salud, particularmente por su funcion en la regulacion del ciclo circadiano que impacta a diversas
funciones corporales, incluyendo al remodelado 6seo (Swanson ef al., 2019). La falta de suefio se
ha asociado con un mayor riesgo de presentar una baja densidad mineral 6sea, sobre todo en
mujeres posmenopausicas, ademas de que aumenta el riesgo de caidas y de fracturas en adultos
mayores (Cauley et al., 2019; Swanson et al., 2019; Wang et al., 2014). Esta evidencia indica que
las pacientes con cancer de mama podrian beneficiarse de intervenciones con la intencion de
mejorar su higiene del suefio, aunque se requieren investigacion para comprobar este supuesto.
Otro habito saludable que presentd mejoria en las voluntarias tras la intervencion fue el aumento
de horas de ejercicio realizado a la semana. Habitualmente, los niveles de actividad fisica se

reducen tras el diagndstico de cancer de mama (Irwin ef al., 2003). Ademas, se ha indicado que el
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desempefio fisico de las mujeres con cancer de mama que recibieron tratamiento adyuvante es
menor que el de la poblacion general (Penttinen et al., 2011). Los programas de actividad fisica en
pacientes con cancer de mama tienen multiples beneficios, entre ellos destacan una mejora en su
salud cardiovascular, en su autopercepcion, en su salud sexual y en reduccion de la fatiga (Effa et
al., 2020; Sopfe et al., 2021; Wagoner et al., 2021; Wang et al., 2021). Se ha indicado que los
programas de actividad fisica en pacientes sobrevivientes de cancer pueden ayudar a mantener la
masa dsea en comparacion con controles (Winters-Stone et al., 2010). En el caso del cancer de
mama no metastasico, una revision sistematica concluyod que la actividad fisica resulta en una
preservacion clinica importante de la masa 6sea en mujeres premenopausicas; no asi en las
posmenopausicas, poblacion en la que hacen falta mas estudios para comprender los efectos de la
actividad fisica sobre su metabolismo 6seo (Fornusek and Kilbreath, 2017). No obstante, la
Sociedad Internacional de Geriatria Oncologica recomienda la actividad fisica de resistencia para
aumentar la funcionalidad y la densidad mineral 6sea en este grupo (Body et al., 2016). Por ello,
creemos que las mujeres con cancer de mama deben ser aconsejadas para combatir el sedentarismo

desde los primeros meses tras el diagnostico y contribuir a preservar su masa 0sea.

6.2 Resultados de Densitometria Osea

En general, las voluntarias vieron una disminucion en su masa osea después de seis meses de
tratamiento antineoplasico, a pesar de estar recibiendo una intervencion nutricional clinica (Cuadro
4). En el caso de las mujeres premenopdusicas, se observo una disminucion de la DMO de columna
lumbar y cadera total, mientras que en las postmenopdusicas disminuy6 la DMO del cuello del
fémur y en la medicion de cadera total (P<0.05). Diversos autores coinciden en que existe una
pérdida en la DMO de las pacientes con cancer de mama tras recibir tratamientos adyuvantes y
neoadyuvantes, aunque existe evidencia contrastante sobre quiénes son los grupos mas afectados

(Bruning et al., 1990; Christensen ef al., 2016; Greep et al., 2003; Shapiro et al., 2001).
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Cuadro 4.- Comparacion de los resultados de densitometria 6sea antes y después de la
intervencion segin el estado menopausico

Premenopausicas (n=9) Posmenopéusicas (n=7)
0 meses de 6 meses de 0 meses de 6 meses de
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

Mediana RIQ Mediana RIQ p* Mediana RIQ Mediana RIQ p*

Corporal total
CMO 2078.72 487.5 2119.22 457.88 0.952  2001.23 631.27 1989.44 810.6 0.310
DMO 1.177 0.109 1.173 0.114 0.678 1.18 0.389 1.17 0.275 1.000
Columna lumbar
CMO 54.8 991 5792 1.9 0.952 48.7 11.57 51.13 10.97 1.000
DMO 1.028 0.115 0.989 0.093 0.020 0.965 0.2932 0.914 0.259 0.062
Puntaje Z 0.1 1.2 -0.2 1 0.020 0.7 1.6 0.6 1.9 0.124
Puntaje T - - - - - -0.7 1.9 -1.2 2.4 0.148
Cuello del fémur
CMO 3.5 094 395 0.54 0.285 2.83 1.06 2.7 0.86 0.128
DMO 0.881 0.258 0.864 0.168 0.285 0.699 0.132 0.695 0.13 0.026
Puntaje Z 0.2 1.5 0 1.5 0.331 0 1.1 -0.3 0.8 0.040
Puntaje T - - - - - -1.5 1.2 -1.5 0.8 0.348
Cadera total
CMO 3442 424 3374 598 0.767 26.63 797 2695 6.45 0.865
DMO 1.02 0.085 1.001 0.057 0.010 0.824 0.1507 0.809 0.125 0.042
Puntaje Z 0.5 0.6 0.6 0.5 0.149 0.1 2.1 0 1 0.047
Puntaje T - - - - -1 1.2 -1.1 0.9 0.047

*Valores de P obtenidos en la prueba de Wilcoxon para datos pareados no paramétircos.
CMO: Contenido mineral 6seo. DMO: Densidad mineral 6sea. RIQ: Rangos intercuartilicos.

Shapiro y colaboradores (2001) encontraron que el decremento mediano de DMO lumbar fue del
4% tras seis meses de iniciar el tratamiento con quimioterapia, pero soélo en aquellas
premenopausicas que desarrollaron falla ovarica inducida por fArmacos. Similar a ello, en nuestras
voluntarias se encontré un decremento mediano del 3.7% en premenopausicas y del 3.83% en
ambos grupos, para la DMO lumbar. En un estudio publicado por Christensen et al. (2020) se
indica que las mujeres premenopdusicas son quienes presentan una mayor pérdida de DMO,
también adjudicando dichos hallazgos al desarrollo de falla ovarica, similar a lo mencionado por
Bruning y colaboradores (1990), y siendo ésta la principal causa de afecciones 6seas en este grupo.

Se debe mencionar que una limitacién importante en nuestro estudio es que no fue posible contar
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con la aparicion de falla ovérica en el grupo de premenopausicas como una variable de ajuste, ni
tampoco un desglose de los medicamentos que emplearon durante su tratamiento y que podrian
afectar la funcién del ovario y/o el hueso.

En cuanto a las posmenopdausicas de nuestro proyecto, tuvieron un descenso en la DMO y en el
puntaje Z del cuello de fémur a diferencia de las premenopdusicas, quienes mantuvieron sin
cambios dichos valores. Ambos grupos tuvieron afecciones en la DMO total de la cadera, pero solo
las posmenopausicas vieron una disminucion en su puntaje Z de esta region. Greep y colaboradores
(2003) encontraron una menor DMO en mujeres posmenopausicas que recibieron tratamiento con
quimioterapéuticos en comparacion que aquellas que no lo recibieron. Dos de nuestras voluntarias
posmenopausicas no recibieron quimioterapia y a pesar de eso, presentaron una disminucion de
DMO de cuello de fémur mayor a la mediana para su grupo, por lo que es necesario hacer mas
investigaciones que permitan conocer qué otros factores podrian verse involucrados. Otro estudio
reportd que hubo un aumento en la DMO de las posmenopausicas que se suplementaban con calcio
y vitamina D (Christensen et al., 2016). Por el disefio del proyecto primario, se solicitd a las
voluntarias no emplear ninguna clase de suplementos durante la intervencién. No obstante, otra
limitante del estudio es que no se cont6 con indicadores dietarios del consumo habitual de calcio o
vitamina D por parte de las voluntarias antes de comenzar la intervencion. Es necesario realizar
investigaciones cuyos objetivos sean analizar la efectividad de intervenciones nutricionales
enfocadas al mantenimiento de la masa dsea en mujeres con cancer de mama.

La OMS sugiere el uso del puntaje T para el diagnostico de osteopenia y osteoporosis en mujeres
postmenopausicas. Dichos criterios no difieren en pacientes con cancer de mama (Shapiro, 2020).
El uso de inhibidores de la aromatasa (IA) induce una pérdida de masa Osea en mujeres
posmenopausicas; la pérdida de DMO en columna se desacelera tras dos anos de su uso, aunque
persiste en cadera total (Bouvard e al., 2019; Ramchand et al., 2019). Nuestras voluntarias
postmenopdusicas tuvieron un descenso significativo en su puntaje T total de la cadera. Si bien,
no se recabo informacion sobre los distintos medicamentos empleados en nuestras voluntarias
como adyuvantes y lo reconocemos como una limitante del estudio, todas presentaban tumores
positivos a receptores de estrogenos, por lo que es probable que emplearan IA como tratamiento
hormonal.

Basandonos en las mediciones al inicio del tratamiento, solamente tres de las voluntarias

postmenopausicas se encontraban sin afecciones de la DMO, tres estaban en rango de osteopenia
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y una mas en rangos de osteoporosis, aunque no se conocia previamente con dicho diagnostico.
Existe poca uniformidad en las guias para la deteccion y tratamiento de osteoporosis y osteopenia
en pacientes con cancer de mama (Tremblay et al., 2017). Ademas, se ha reportado que en algunos
casos no hay un buen apego a dichas guias por parte de los médicos tratantes y también que puede
existir un subdiagnostico de dicha comorbilidad (Chen et al., 2005; Tremblay et al., 2017). Es
importante hacer énfasis y divulgacion de las buenas practicas clinicas sobre el tamizaje dseo en
pacientes con cancer de mama, tanto al momento del diagnodstico como a largo plazo, ya que se ha
descrito que la osteoporosis podria ser un factor de mala progresion de la enfermedad o incluso
para el desarrollo de metéstasis o recurrencias metastasicas (Altundag et al., 2006; Mathis et al.,
2018). Mas alin, actualmente se evalua la utilidad de los bifosfonatos —farmacos indicados en la
osteoporosis— como posibles protectores frente a la aparicion de metastasis O6seas en cancer de
mama (Brufsky and Mathew, 2019).

En general, todas las pacientes posmenopausicas presentaron una disminucion en el puntaje T de
alguna de las tres regiones anatomicas durante la intervencion (Figura 5). Al final de ésta, dos
pacientes presentaban un puntaje T compatible con osteoporosis, cuatro con osteopenia y una en
rango adecuado. Se ha mencionado que en las pacientes en tratamiento con IA que contaban con
un puntaje T>-1 al iniciarlo, no hay un descenso hasta -2.5 tras los primeros cinco afios de su uso
(Bouvard et al., 2019). Cabe mencionar que, aunque no se conté con nuevas densitometrias al
momento de relocalizar a las pacientes, tanto la que pasé del rango de osteopenia al de osteoporosis,
como una de las que pasé del rango normal al de osteopenia, se encontraban en tratamiento con
bifosfonatos y seguimiento por su baja DMO. Es necesario evaluar si existen diferencias en la
pérdida de DMO a largo plazo en aquellas que presentan una disminuciéon mas acelerada en los
primeros meses de tratamiento y qué otras variables metabdlicas, como las VE, podrian influir en
dicho proceso. Hasta donde es de nuestros conocimientos, ninguna de las voluntarias ha sido

detectada con recurrencia metastasica al momento de escribir esta tesis.
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Figura 5.- Cambios en los puntajes T de las tres regiones anatomicas de las voluntarias posmenopausicas tras
los primeros 6 meses de tratamiento. En morado se indican las mediciones iniciales y en celeste las mediciones a los
6 meses. Las flechas unen las mediciones correspondientes a cada voluntaria y sus puntas indican a la medicion con el
menor puntaje T total de cadera. En rojo se sitian las mediciones con un puntaje compatible con osteoporosis, en
amarillo con osteopenia y en verde con densidad mineral dsea adecuada, segtin los criterios de la Organizacion Mundial
de la Salud.

6.3 Parametros Biofisicos de Vesiculas Extracelulares

Los parametros biofisicos de las vesiculas extracelulares provenientes del plasma no se vieron
afectados (P>0.05) después de la intervencion (Cuadro 5). El potencial zeta encontrado fue en
promedio de -8.82+1.71 mV, con un valor minimo de -12.35 mV y maximo de -5.25 mV. Se ha
reportado que el potencial zeta de las VE puede verse disminuido en muestras almacenadas con el
paso del tiempo, disminuyendo su estabilidad coloidal (Qin ez al., 2020). En promedio, las muestras
de plasma estuvieron almacenadas a -80 °C durante 50.03+£6.7 meses (minimo: 36 meses y

maximo: 69 meses) antes de aislar las VE. A pesar de ello, nuestros resultados son similares a los
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reportados por otros estudios tanto en VE aisladas en plasma, como en cultivos celulares (Akagi et

al., 2015; Kato et al., 2013; Zhang et al., 2020).

Cuadro 5.- Parametros biofisicos de las vesiculas extracelulares aisladas de muestras de
plasma obtenidas antes y después de la intervencion

0 meses de tratamiento 6 meses de tratamiento

n Mediana RIQ n Mediana RIQ p*

Potencial zeta (mV) 16 -8.6 2.0 16 -8.6 1.6 0.37

Diametro hidrodinAmico (nm)" 15 141.7 77.8 16 1741 107.5  0.33
Diametro hidrodindmico de VEp (nm) 16 90.7 505 15 100.0 38.9 0.57
Diametro hidrodinamico de VEg (nm) 10 500.5 3749 14 500.1 2739  0.67
Intensidad de VEp (%) 16 36.8 379 16 313 40.7 0.83
Intensidad de VEg (%) 16 29.4 570 16 31.1 53.3 0.45

*Valores de P obtenidos en la prueba de Wilcoxon para datos pareados no paramétricos.

+ 7

Se eliminé un dato extremo de 1790 nm.
RIQ: Rangos intercuartilicos. VEp: poblaciones de vesiculas extracelulares pequefias. VEg: poblaciones de
vesiculas extracelulares grandes

Las mediciones de potencial zeta de las VE pueden tener variaciones segun los cambios en el pH,
la fuerza i6nica y la temperatura del solvente si no se sigue un protocolo estandarizado y
reproducible (Midekessa et al., 2020; Wang et al., 2015). En nuestro caso, todas las muestras
fueron analizadas con el mismo solvente y hubo muy poca variacion en la temperatura al momento
de las mediciones (36.7+0.08 °C, minimo: 36.6°C y maximo:37.0°C), por lo que es valido asumir
que pueden ser comparables entre si. No obstante, el tener un consenso sobre los protocolos
empleados para medir los parametros biofisicos de las VE, podria permitir una mejor contrastacion
de la informacion, sobre todo ante distintos escenarios clinicos, como el del desarrollo de metastasis
Oseas.

En el caso del diametro hidrodindmico global (n=31), se encontr6 una media de 18780 nm, con
un minimo de 111 nm y méximo de 428 nm. Es necesario especificar que una observacion de las
mediciones iniciales fue eliminada por presentar un valor extremo de 1790 nm, mayor a lo
reportado para vesiculas extracelulares. La técnica que se empled para aislar las VE es reconocida

por tener un alto porcentaje de recuperacion, aunque una baja especificidad en su aislamiento
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(Théry et al., 2018). Esto se debe a que las soluciones de precipitacion de VE también pueden
precipitar otras particulas como lipoproteinas o agregados proteicos (Liangsupree et al., 2021;
Zhang et al., 2020). Algunos autores recomiendan emplear cromatografia de exclusion por tamafio,
o fraccionamiento de flujo de campo, para tener una muestra mas pura (Rupert et al., 2017). Sin
embargo, en nuestro proyecto no fue posible realizar dichas técnicas.

Las poblaciones de VEp se detectaron en 31 de las 32 muestras analizadas, no encontrandose este
tipo de poblacion en una de las muestras postintrvencion. El valor medio del didmetro
hidrodindmico para esta poblacion fue de 95.4+45.18 nm (minimo: 21.9 nm y maximo: 187.9 nm),
mientras que su porcentaje de intensidad fue de 34.24+23% (minimo: 0% y maximo: 86.8%). Las
poblaciones de VEg, por su parte, fueron detectadas en 10 muestras preintervencion y en 14
muestras postintervencion. Tuvieron un didmetro hidrodinamico medio de 517.4+206.3 nm
(minimo: 220.6 nm y maximo: 930.4 nm) y un porcentaje de intensidad de 34.3% (minimo: 0% y
maximo: 99.4%). Las suspensiones de VE aisladas de fluidos biolégicos suelen ser polidispersas
(Rupert et al., 2017). Es esperado que se encuentren poblaciones de diversos tamafios con un grado
de homogeneidad variables en cada uno, particularmente en muestras plasmaticas donde pueden
confluir VE provenientes de diversos origenes (Kim et al., 2020). Ademas, la disminucion del
potencial zeta en VE almacenadas conlleva a que éstas formen conglomerados e incluso lleguen a
fusionarse, lo cual puede aumentar de forma ficticia las poblaciones de VEg y la heterogeneidad
de todas las poblaciones (Qin ef al., 2020). Otra razén que podria explicar la heterogeneidad en
nuestras muestras, es el hecho de que las células tumorales pueden liberar mas poblaciones de VEg
y una mayor cantidad de VE en general (Ciardiello et al., 2020). No obstante, aun hacen falta
estudios que permitan asegurar si la falta de homogeneidad entre las distintas poblaciones puede

por si misma tener implicaciones clinicas sobre distintos tejidos, como el dseo.

6.4 Asociacion entre Resultados de Densitometria Osea y Parametros Biofisicos de las Vesiculas

Extracelulares

Los modelos de regresion lineal de efectos mixtos que asocian los parametros biofisicos de las VE

con los resultados de densitometria 6sea se muestran en el Cuadro 6. De los 14 modelos generados
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mediante la técnica de seleccion por pasos para predecir cada parametro de densitometria 6sea, seis
se asociaron significativamente a algun pardmetro biofisico de las VE. De éstos, so6lo uno dejé de
ser significativo tras forzar la inclusion de variables de importancia bioldgica. Ningun pardmetro
biofisico se asocid con el CMO de columna lumbar ni total de cadera, ni con la DMO del cuello
del fémur, tampoco con el puntaje zeta de cuello de fémur o total de cadera, ni con el puntaje T de
ninguna regioén anatdmica. Por su parte, ni el potencial zeta ni el tamafio de las VEp se asociaron a
algiin parametro de la densitometria dsea.

El didmetro hidrodindmico global se asocié (B: 0.379, p<0.01) al contenido mineral 6seo. Dicha
asociacion persistié siendo significativa incluso tras ajustar por edad, peso y estado menopausico.
Las VMt son el tipo de VE mas relacionadas con el CMO, ya que éstas son las responsables de la
mineralizacion de los tejidos (Ansari et al., 2021; Ross y Pawlina, 2012; Shapiro et al., 2016). Se
localizan en cartilagos, huesos, dientes e incluso en tejidos con calcificacion patologica como las
placas ateromatosas, siendo liberadas principalmente por los osteoblastos, pero también por otras
células (Martin, 1992; Ross and Pawlina, 2012). Se piensa que al igual que el resto de VE, las VMt
pueden tener distintas poblaciones segiin su biogénesis —similares a los exosomas o ectosomas—
y que cada poblacion puede tener una funcion predominante (Ansari ef al., 2021). No obstante, aun
se debate hasta qué punto las VMt se relacionan con otras VE y se desconoce, si al igual que éstas,
pueden ser encontradas en fluidos corporales (Ansari ef al., 2021; Shapiro et al., 2016). Hacen falta
estudios que prueben la deteccion de VMt como un grupo mas de las VE circulantes. En caso de
que se logren detectar en plasma, sera necesario evaluar su relaciéon con distintos escenarios
clinicos y las afecciones en la DMO.

Debido a que las VMt pequeiias se relacionan principalmente con el proceso de mineralizacion
primaria (Ansari et al., 2021), hipotetizamos que si pudieran detectarse de forma circulante
implicarian un remodelado 0seo activo y se asociarian a una disminucion en la DMO. En cambio
a las VMt grandes se adjudican el proceso de mineralizacion secundaria (Ansari ef al., 2021), por
lo que hipotetizamos que si pudieran detectarse de forma circulante implicarian un mantenimiento
de la DMO. En cuanto a las subpoblaciones detectadas en nuestras voluntarias, el diametro
hidrodindmico de VEg se asocid positivamente a la DMO de la columna lumbar (B: 0.00007,
p=0.018), lo cual podria reforzar esta idea. No obstante, de forma ambigua, tuvo una asociacion
negativa con el CMO del cuello del fémur (B: -0.0007, p<0.01). Ambas asociaciones persistieron
tras ajustar por peso, edad y estado menopausico, por lo que se requieren de estudios con mayor

tamano muestral que ayuden a aclarar sus efectos sobre el hueso.
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Cuadro 6.- Modelos de regresion lineal de efectos mixtos para la prediccion de
resultados de densitometria

Modelo 1* Modelo 2**
coef. p coef. p
CMO corporal total (g)
Didmetro hidrodinamico (nm) 0.379 <0.01 0.410 <0.01
Edad (afios cumplidos) - -7.923 0.59
Peso (kg) - 1.840 0.59
Estado menopausico
Premenopausia - Ref.
Posmenopausia - 30.806 0.93
DMO corporal total (g/cm’)
Intensidad de las VEp (%) -0.0005 0.046 0.0004 0.056
Peso (kg) 0.0042 <0.01 0.004 <0.01
Edad (afios cumlidos) - -0.001 0.78
Estado menopausico
Premenopausia - Ref.
Posmenopausia - -0.003 0.98
DMO de columna lumbar (L1-L4) (g/cm®)
Diametro hidrodinamico de VEg (nm) 0.00007 0.018 0.0001 <0.01
Peso (kg) 0.00637 <0.01 0.006 <0.01
Edad (afios cumlidos) - -0.003 0.63
Estado menopausico
Premenopausia - Ref.
Posmenopausia - 0.035 0.78
Puntaje Z de columna lumbar (L1-14)
Intensidad de VEg (%) -0.0044 <0.01 -0.004 <0.01
indice de masa grasa (kg/mz) 0.1564 <0.01 0.105 0.1
Edad (afios cumplidos) - -0.020 0.65
Peso (kg) - 1.194 0.24
Estado menopausico
Premenopausia - Ref.
Posmenopausia - 0.021 0.24
CMO del cuello del fémur (g)
Didmetro hidrodindmico de VEg (nm) -0.0007 <0.01 -0.001 <0.01
Edad (afios cumplidos) -0.057 <0.01 -0.080 0.01
Café (tazas diarias) 0.157 <0.01 0.077 0.056
Peso (kg) - 0.927 0.24
Estado menopausico
Premenopausia - Ref.
Posmenopausia - 0.034 <0.01
DMO total de cadera (g/cm’)
Intensidad de VEg (%) -0.0002 <0.01 -0.0002 0.013
Tiempo de tratamiento
0 meses Ref. Ref.
6 meses -0.0175 <0.01 -0.015 <0.01
Estado menopausico
Premenopausia Ref. Ref.
Posmenopausia -0.159 <0.01 -0.201 0.03
Edad (afios cumplidos) - 0.002 0.56
Peso (kg) - 0.001 0.21

*Modelo obtenido mediante la técnica de seleccion por pasos. **Modelo 1 ajustando ademas por
variables de importancia biologica. CMO: contenido mineral 6seo. DMO: Densidad mineral 6sea. VEp:
poblaciones de vesiculas extracelualres pequefias. VEg: poblaciones de vesiculas extracelualres grandes.
B: Coeficiente de regresion. Ref.: Variable de referencia.
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En el caso del porcentaje de intensidad de las poblaciones de VEg, se asocié negativamente al
puntaje zeta de la columna lumbar (B: -0.0044, p<0.01) y también a la DMO total de la cadera (p:
-0.0002, p<0.01). Ambas asociaciones continuaron siendo significativas incluso tras ajustar por
peso, edad y estado menopausico. El porcentaje de intensidad de las poblaciones de VEp se asocid
(B: -0.0005, p<0.046) con la DMO corporal total ajustada por peso, pero al forzar la entrada de la
edad y el estado menopéusico al modelo de regresion, esta asociacion dejo de ser significativa
(p=0.06)

Un mayor porcentaje de intensidad refleja una mayor heterogeneidad en las poblaciones de VE
(Hassan et al., 2015; Jakubec et al., 2020; Stetefeld et al., 2016). A su vez, una mayor
heterogeneidad en las poblaciones de VE implicaria que una mayor cantidad de procesos celulares
estan ocurriendo en ese momento (Yokoi and Ochiya, 2021). La amplia diversidad en las
poblaciones de VE es uno de los principales obstaculos en su estudio, pues aun no existe un método
eficaz para abordar dicho problema (Kato et al., 2013; Rupert et al., 2017; Théry et al., 2018). Esto
se vuelve particularmente dificil en estudios oncoldgicos, ya que el cancer por si mismo es un
proceso celular complejo que tiene un gran impacto en la homeostasis, lo cual podria explicar el
aumento en la diversidad de VE en pacientes con dicha enfermedad (Ciardiello et al., 2020; Y okoi
and Ochiya, 2021). A pesar de los numerosos estudios sobre VE en céncer, pocos han abordado su
heterogeneidad, por lo que se requieren mas andlisis cualitativos robustos para comprender este
fenémeno y sus implicaciones (Yokoi and Ochiya, 2021). Todo ello dificulta conocer los
mecanismos precisos por los que el aumento en este parametro biofisico se haya asociado a una
menor DMO. No obstante, suponemos que la heterogeneidad de las VE refleja un desajuste mas
pronunciado en el metabolismo que podria estar impactando en el hueso a través de los diversos

mecanismos ya sefialados a lo largo de este texto, o incluso por otros que aun se desconocen.

6.5 Asociacion entre Pardmetros Biofisicos de las Vesiculas Extracelulares y Caracteristicas de la

Neoplasia

Los modelos predictivos, obtenidos mediante seleccion por pasos, que asocian las caracteristicas

de la neoplasia y los pardmetros biofisicos de las VE se muestran el Cuadro 7. Dos de estos
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parametros —el didmetro hidrodindmico medio de las VEg y el porcentaje de intensidad de las
VEp— contribuyeron a predecir algunos resultados de densitometria 6sea, como se discutio en la
secciodn anterior.

El didmetro hidrodindmico medio de las VEg de pacientes con tumor triple negativo fue mayor que
el de los otros tipos. Dicha diferencia fue mayor entre las VEg de mujeres con tumor Luminal A
(B: -417, p<0.01) que las Luminal B (B: -336.9, p=0.02)., e incluso més para aquellas de mujeres
con tipo HER2/Neu (B: -485.9, p<0.01). Dichas asociaciones persistieron significativas tras ajustar
por el tiempo de congelacion de las muestras y la temperatura al momento de las mediciones, salvo
en los tumores Luminal B, aunque se mantuvo dicha tendencia (B: -248, p=0.07).

Contrario a nuestros hallazgos, Liy colaboradores (2019) probaron un método para inferir tamafios
de exosomas a partir de su viscosidad, encontrando que los exosomas de una paciente con cancer
triple negativo fueron de menor tamafo que los de una paciente con cancer HER2/Neu positivo. Si
bien, se han detectado cambios en los contenidos de las VE circulantes en plasma de pacientes con
este tipo de tumores al comparar con otros, poco se ha dicho sobre diferencias en sus pardmetros
biofisicos (Stevic et al., 2018). Es necesario realizar mas estudios con tamafios de muestra mayores
que permitan comprender las diferencias en los tamafos de las VE circulantes en plasma de
pacientes con cancer de mama de distintos tipos moleculares y las implicaciones clinicas que dichos
hallazgos conlleven.

Se cree que la relacion entre el tamafio de las VE y su contenido podria ser menos arbitraria de lo
que hasta ahora se pensaba (Kim et al., 2020). Kim y colaboradores (2020), al disefiar un sistema
de purificacion de poblaciones de VE seglin su tamafo, detectaron que hubo un mayor contenido
de 4acidos nucleicos en las VEg al comparar con otras poblaciones. Este es un dato interesante, ya
que los miRNA son los tipos de cargamentos en VE circulantes que cuentan con mas evidencia de
intervenir en el ciclo de metastasis o0seas (Taverna et al., 2020). Se encontraron resultados
ambiguos sobre el tamano de las VEg como protector o perjudicial para la masa 6sea, asi como
diferencias en dicho parametro biofisico segun el tipo molecular del tumor. Es necesario evaluar
los contenidos moleculares de esta subpoblacion, asi como los efectos que pueden tener sobre el
tamafio de las VE y como esto puede influir en su captacion por las células Oseas, pues se ha
descrito que el tamafio de las VE puede modificar la cinética de su captacion (Caponnetto et al.,

2016).
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Cuadro 7.- Modelos de regresion lineal de efectos mixtos para la prediccion de
parametros biofisicos de vesiculas extracelulares

Modelo 1* Modelo 2**
B p B p
Potencial zeta (mV)
Sobreexpresion de HER2
Presente Ref. Ref.
Ausente 1.5906  <0.01 1.682  <0.01
Ki67
<14% Ref. Ref.
>14% -0.932 0.02 -1.151  0.02
Masa grasa visceral (kg) 0.426 0.01 0.426 0.01
Tiempo de almacenamiento (meses) - 0.0348  0.39
Temperatura en la medicion (°C) - -2.19 0.43
Didmetro hidrodindmico de VEp (nm)
Clastficacion molecular del tumor
HER2//Neu positivo -44.555  0.04 -46.079  0.04
Triple negativo Ref. Ref.
Tiempo de almacenamiento (meses) - -0.63692  0.57
Temperatura en la medicion (°C) - 2.25 0.97
Didmetro hidrodinamico de VEg (nm)
Clasifiacion molecular del tumor
Luminal A -417 <0.01 -375.44  <0.01
Luminal B -336.86  0.02 -248.49  0.07
HER2/Neu positivo -485.905  <0.01 -423.64 <0.01
Triple negativo Ref. Ref.
Tiempo de almacenamiento (meses) - -3.65 0.5
Temperatura en la medicion (°C) - 417.802  0.42
Intensidad de VEp (%)
Clasificacion molecular del tumor
Luminal B -15.8344  0.04 -11.56  0.19
Triple negativo Ref. Ref.
Tiempo de almacenamiento (meses) - -0.5107  0.41
Temperatura en la medicion (°C) - 4443 0.35

*Modelo obtenido mediante la técnica de seleccion por pasos.

**Modelo 1 ajustando ademds por variables de importancia biologica.
VEp: poblaciones de vesiculas extracelualres pequenas. VEg: poblaciones de vesiculas extracelualres grandes.
B: coeficiente de regresion. Ref.: variable de referencia.



Otros parametros biofisicos de las VE que se asociaron al tipo molecular del tumor fueron tanto el
tamano como el porcentaje de intensidad de las VEp. Similar a las VEg, el didmetro hidrodinamico
de las VEp fue menor en las voluntarias con tumores HER2/Neu que en aquellas con tumor triple
negativo (f: -44.56, p=0.04). Kim y colaboradores (2020) reportaron que, tanto en cultivos como
en muestras de plasma, las poblaciones de VEp fueron las mas relacionadas al subtipo molecular
HER2/Neu positivo al comparar con otros tipos moleculares. No obstante, alin se requieren
estudios en muestras de mayor tamano que permitan validar dichos hallazgos. La disminucion en
la homogeneidad de las VEp se infiere por un aumento en su porcentaje de intensidad en VE
aisladas de pacientes con tumor triple negativo al comparar con las de tumor Luminal B (B: -15.8,
p=0.04). Como se mencion6 en la seccion anterior, el porcentaje de intensidad de las VEp tuvo una
asociacion negativa con la DMO corporal total. Sin embargo, la asociacion entre la intensidad de
las VEp y el tipo molecular del tumor dejé de ser significativa al forzar la entrada de covariables
al modelo (B: -11.6, p<0.19). Se requieren de estudios con mayor muestra que permitan la
formacion de modelos de regresion mas robustos y permitan comprender mejor la asociacion de
dichos parametros y sus implicaciones clinicas.

El potencial zeta también se asocid a la sobreexpresion del receptor HER2, asi como a los cambios
en el porcentaje de Ki-67, siendo ligeramente mas positivo en los tumores sin sobreexpresion de
HER2 (B: 1.59, p<0.01) y en aquellos con Ki-67 <14% (B: -0.932, p=0.02). Ambas asociaciones
persistieron tras ajustar por la temperatura de medicion y el tiempo de congelamiento de las
muestras. El potencial zeta en las membranas biologicas, estd dado principalmente por su
composicion (Bondar et al., 2012). Tanto en las células cancerosas como en sus VE, se ve afectado
por cambios malignos como las modificaciones en sus glicidos de membrana (Kato ef al., 2013).
También se ha visto que existen alteraciones en el perfil de fosfolipidos de las membranas de
células cancerosas (Mukerjee et al., 2021). Hartsuiker y colaboradores (2010) encontraron
diferencias en la composicion lipidica de células SK-BR3, un linaje con sobreexpresion HER2, y
la de células MDA-MB-231, sin dicha sobreexpresion. Por su parte, Kim y colaboradores (2013)
reportaron que existen diferencias en los perfiles de lipidos de células HER2/Neu positivas con un
Ki-67>15% y aquellas con un Ki-67<15%. Resulta interesante que los autores mencionan no haber
encontrado diferencias en la composicion lipidica segin la presencia o ausencia de receptores
hormonales, ya que en nuestras muestras no se encontr6 asociacion entre el potencial zeta y dicha

variable. Las principales diferencias que estos autores describen entre el perfil de lipidos de una
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célula a otra esta en la cantidad de acidos grasos insaturados (Hartsuiker et al., 2010; Kim et al.,
2013). Se ha detallado que la cantidad de &cidos grasos omega 3 puede cambiar la expresion de
proteinas de membrana en células cancerosas, lo cual suponemos podria afectar a su potencial zeta
(Mukerjee et al., 2021). No obstante, se requieren de mas estudios que prueben si dichos cambios
en los perfiles lipidicos alteran significativamente al potencial zeta.

Si bien, se ha identificado que existe una relacion entre el potencial zeta de las VE y el de las
células de las que proceden, esta medicion no es un criterio suficiente para determinar el origen
tisular de las VE en plasma (Kato et al., 2013). En la actualidad no hay forma de saber con precision
el origen celular de las VE circulantes, por ello se recomienda la deteccion de marcadores
especificos en VE, como el Erb2 para el cdncer de mama, segun los intereses de la investigacion
(Théry et al., 2018). Una limitacion de este estudio es que no fue posible realizar la identificacion
de marcadores especificos en las VE. Otra cuestion importante de sefialar es que el analizador de
particulas empleado no permite conocer el potencial zeta de cada VE (Kato et al., 2013). Por lo
tanto, no fue posible saber si todas las VE encontraron afectado su potencial zeta segin la
sobreexpresion de HER2 y el nivel de Ki-67 del tumor, o si dicha alteracion solo ocurrié en alguna
subpoblacion.

Es importante sefialar que ninguna de las variables independientes empleadas en este estudio se
asocid con el diametro hidrodindmico global ni con el porcentaje de intensidad de las VEg. Se
requiere la busqueda de predictores para estas variables pues, como se discutid en la seccion
anterior, el aumento en el porcentaje de intensidad de las VEg afectod de forma negativa a la DMO
total de la cadera y al puntaje Z de la columna lumbar; y el aumento en el didmetro hidrodinamico
global fue el unico predictor que se encontr6 para el CMO, incluso ajustando por variables como
el peso, la edad o el estado menopausico. Por esta razon se expresa la necesidad de realizar otros
estudios con un tamafio de muestra mas grande para poder generar modelos con mayor cantidad de
variables que nos permitan identificar predictores para estos parametros biofisicos y entender mejor

sus implicaciones clinicas sobre el metabolismo 6seo.
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7. CONCLUSIONES

Los parametros biofisicos de las VE plasmadticas de nuestras voluntarias si presentaron una
asociacion estadisticamente significativa a los resultados de sus densitometrias 6seas. Mas atn, las
caracteristicas moleculares de sus tumores impactaron a los resultados de algunos de estos
pardmetros biofisicos. Se destaca la asociacion del tipo molecular del tumor con el diametro
hidrodindmico de las VEg y con el porcentaje de intensidad de las VEp, pues estos parametros
biofisicos presentaron asociacion con los resultados de densitometria 6sea. Se requieren estudios
con una mayor cantidad de voluntarias, que permitan validar y caracterizar mejor estas
asociaciones, asi como comprender el impacto a nivel clinico y fisiologico de los parametros
biofisicos de las VE en metabolismo 6seo de pacientes con cancer de mama.

Es necesario aclarar que, aunado a las limitaciones ya mencionadas de este trabajo, durante la
elaboracion de este proyecto de tesis se presentaron diversas dificultades técnicas debido a las
restricciones sanitarias por la pandemia de COVID-19. Por ello no fue posible realizar todas las
mediciones que se tenian contempladas para cumplir con la informacion minimamente requerida
en publicaciones cientificas sobre VE segln las guias de la ISEV, principalmente la caracterizacion
por microscopia electronica y la deteccion de marcadores de membrana para identificaciéon de VE
(Théry et al., 2018). No obstante, las muestras atin son conservadas en nuestro laboratorio con la

intencion de realizar dichas mediciones cuando la situacion sanitaria lo permita.

64



8. RECOMENDACIONES

Consideramos importante que en futuras investigaciones sobre VE sean considerados los
parametros biofisicos de las misma, pues alin no conocemos a ciencia cierta como es que €stos
afectan su funcion. Se debe buscar la estandarizacion de métodos para las mediciones de dichos
parametros. Hasta ese momento, recomendamos que se publiquen con detalle los protocolos
empleados para poder garantizar su reproduccion.

Otro objetivo que deberia ser prioritario en las investigaciones sobre VE es encontrar la mejor
manera de abordar la heterogeneidad de las VE, particularmente en contextos oncoldgicos. Esto
seria de gran utilidad para el establecimiento de biomarcadores. Aunado a ello, sugerimos el
integrar las mediciones de parametros biofisicos, bioquimicos y moleculares en el estudio de VE
como posibles biomarcadores tempranos de las metéstasis 6seas en pacientes con cancer de mama.
Hasta tener un mejor entendimiento y control sobre el ciclo vicioso de las metéstasis Oseas, en el
caso de la préactica clinica, se propone que la salud del hueso debe ser tratada como algo prioritario
en las evaluaciones de mujeres con cancer de mama. También recomendamos que se aborde de
forma rutinaria la adquisicion de hébitos saludables por parte de las pacientes, el disefio de
intervenciones nutricionales individualizadas, asi como de actividad fisica, cuyo objetivo sea la

proteccion contra la pérdida de masa Osea.
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