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RESUMEN

En el cancer de mama (CaMa) hasta el 30% de los casos sobrexpresan Her2/neu. El receptor
Her3, se heterodimeriza con Her2 para activar la via PI3K/AKT encargada de la proliferacion
celular, relacionado con un mal pronostico de la enfermedad. Se ha comprobado que la obesidad
y el consumo de alcohol activan esta via de sefializacion. De igual manera, se ha identificado que
Her3 es regulado negativamente por miRNA-205, mismo que se encuentra poco expresado en
CaMa. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar la asociacion entre la obesidad y el
consumo de alcohol en la expresion de los genes Her2 y Her3 en tejido tumoral mediado por
miRNA-205.
Para esto se realiza un estudio transversal en el que participaron personas diagnosticadas con cancer
de mama entre los afios 2015 y 2018. En este estudio 54 voluntarias firmaron el consentimiento
informado, respondieron el cuestionario de factores de riesgo y reportaron peso y talla actual.
La edad de las participantes fue de 53.5+ 8.8 afios. De las pacientes con CaMa el 18.51% presentd
Her2+ y de ellas el 95% tenian un indice de masa corporal (IMC) >25. No se presentd una
diferencia entre el IMC al momento de la entrevista y al diagnostico de CaMa (p>0.05). E1 55.56%
de las voluntarias reportaron no haber consumido alcohol y el 44.45% reportd haber consumido al
menos una bebida al afo. El promedio del consumo de los polifenoles estudiados, un afio previo al
diagnostico de cancer de mama de delfinidina 3-o-glucésido fue de 1.1 mg/dia, acido eldgico de
1.06 mg/dia y de cianidina 3-o-glucésido de 3.96 mg/dia, esto representa el 1% del consumo
recomendado como benéfico para la salud en las mujeres que padecen cancer de mama.
El sobrepeso-obesidad y el consumo de alcohol se asociaron (p<0.05) a la sobreexpresion de Her3.
Sin embargo, esta asociacion parece ser independiente de la expresion de miR-205. La asociacion
de Her2/neu con sobrepeso-obesidad, pudiera estar involucrada en la via de proliferacion celular
de PI3K/AKT. El acido elagico en tejido tumoral parece ser insuficiente para aumentar la expresion
de miR-205 y cianidina 3-o-glucésido en tejido sano, pudiendo tener un metabolismo diferente en

los tejidos.

Palabras clave: Her2/neu, Her3, miRNA-205, Obesidad, Alcohol, Polifenoles.
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ABSTRACT

In breast cancer (BC) up to 30% of cases overexpress Her2/neu. The Her3 receptor is
heterodimerized with Her2 to activate the PI3K / AKT pathway responsible for cell proliferation,
related to a poor prognosis of the disease. It has been proven that obesity and alcohol consumption
activate this signaling pathway. Similarly, it has been identified that Her3 is negatively regulated
by miRNA-205, which is poorly expressed in BC. Therefore, the objective of this work is to
evaluate the association between obesity and alcohol consumption in the expression of the Her?2
and Her3 genes in the tumor tissue mediated by miRNA-205.

For this, a cross-sectional study is carried out in which people diagnosed with breast cancer
between 2015 and 2018 participated. In this study 54 volunteers signed the informed consent,
answered the risk factors questionnaire and reported current weight and height.

The age of the participants was 53.5 + 8.8 years. Of the patients with BC, 18.51% presented Her2
+ and 95% of them considered a body mass index (BMI) >25. No difference was found between
BMI at the time of the interview and the diagnosis of BC (p> 0.05). The 55.56% of the volunteers
reported not having consumed alcohol and 44.45% reported having consumed at least one drink a
year. The average consumption of the polyphenols studied, one year prior to the diagnosis of breast
cancer of delphinidin 3-o-glycoside was 1.1 mg/day, ellagic acid 1.06 mg/day and cyanidine 3-o-
glycoside 3.96 mg/day, this represents 1% of the recommended consumption as beneficial for
health in women suffering from breast cancer.

Overweight-obesity and alcohol consumption were associated (p<0.05) with the overexpression of
Her3. However, this association seems to be independent of the expression of miR-205. The
association of Her2/neu with overweight-obesity could be involved in the cell proliferation
pathway of PI3K/AKT. Ellagic acid in tumor tissue appears to be insufficient to increase the
expression of miR-205 and cyanidine 3-o-glycoside in healthy tissue, and may have a different

metabolism in tissues.

Keywords: Her2/neu, Her3, miRNA-205, Obesity, Alcohol, Polyphenols.
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial, afecta a mas de 1.5
millones de mujeres cada afio. La Organizacion Panamericana de la Salud y la Organizacion
Mundial de la Salud (2019), indicaron que en América Latina y el Caribe el cancer mamario es el
tipo de cancer mas frecuente. En 2012 caus6 1.3 millones de muertes y se estima que la mortalidad
casi se duplicard para el ano 2030 (PAHO; OMS, 2019). En México, el cancer de mama es la
segunda causa de muerte por cancer en mujeres (INEGI, 2017). Los estados con mayor indice de
mortalidad son Baja California Sur, Sonora, Chihuahua, San Luis Potosi, Jalisco y Nuevo Leon
(Castrezana, 2017). En particular en el estado de Sonora, la tasa de mortalidad de cancer de mama

en el afio 2015 fue de 28.6% (SSA, 2015).

Dentro de los factores de riesgo para desarrollar cancer en el mundo, estan la mala alimentacion,
el sedentarismo, el sobrepeso y la obesidad (PAHO, 2019). Se estima que alrededor de un tercio
de los casos de cancer, entre los que se encuentra el cancer de mama, podrian prevenirse evitando
estos factores de riesgo (PAHO, 2019). Por lo que es importante conocer los mecanismos, por los

cuales estos factores de riesgo promueven el desarrollo o agravan la enfermedad.

En la etiologia del cancer de mama estan involucrados diferentes factores, entre ellos el génetico.
Un ejemplo de esto es Her2/neu, ya que, de los casos diagnosticados de cancer de mama, de un 20-
30% sobrexpresa esta proteina, haciendo un tipo de cdncer mas agresivo y un peor pronostico de
la enfermedad (Colomer et al., 2001). Her2/neu est4 involucrado en la division y proliferacion
celular, por lo que su expresion anormal se ha vinculado con procesos cancerosos (Tan, 2013). La
via de sefializacion para la proliferacion celular maligna se lleva a cabo cuando el receptor Her?2 se
heterodimeriza con Her3 para activar la via PI3K/AKT (Mujo et al., 2014). Se ha comprobado que
miRNA-205 regula negativamente el gen Her3 y que hasta el 70% de los tumores que sobrexpresan
Her2/neu, también sobrexpresan Her3; sin embargo, en cancer de mama se encuentra disminuido
y se desconoce el motivo de esto (Wang et al., 2013; Adachi et al., 2011; Hailong et al., 2009;
Savad et al., 2012). Por lo que la regulacion epigenética a través de mecanismos dependientes de
miRNA, puede representar un enfoque novedoso para tratar pacientes con cancer de mama que

sobrexpresan Her2/neu.
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Algunos estudios indican que la baja expresion de miRNA-205 en cancer de mama, puede ser
atribuible a los factores de riesgo ambientales como la obesidad y el consumo de alcohol
(Mazarrella et al., 2013; Staniz et al., 2015; Staniz, 2013). De igual manera, los polifenoles como
pteroestibeno, acido elagico y dolphin, han comprobado que regula positivamente a miRNA-205

invitro e invivo (Chih- Ming et al., 2015; Abbasi et al., 2018; Chen et al., 2018).

Por lo anterior, el objetivo del trabajo es evaluar la asociacion entre la obesidad, el consumo de
alcohol y polifenoles en la expresion de los genes Her2/neu y Her3 en tejido tumoral mediado por

miRNA-205.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer de Mama

La Sociedad Americana de Cancer (ACS, 2018), define al cancer de mama como un crecimiento
anormal de las células de la mama, que a menudo invaden los tejidos circundantes. La mayoria
comienza en los conductos que conducen la leche al pezén (cancer ductal) y algunos en las

glandulas que producen leche materna (cancer lobular).

La diseminacion del cancer se lleva a cabo por el tejido linfatico que se encuentra en todo el cuerpo
y conecta los ganglios linfaticos. Si las células cancerigenas se han extendido a los ganglios
linfaticos, hay una mayor posibilidad de que se disemine a todo el cuerpo, llevando a cabo la
metastasis, lo que a menudo afecta el tratamiento. Por lo tanto, una deteccion temprana de esta

enfermedad disminuye la mortalidad en gran medida (ACS, 2018).

2.1.1 Tipos

Los tipos de cancer de mama son dos, in situ e invasivos. El primero se refiere al cancer no invasivo
o preinvasivo, como el carcinoma ductal in situ que crece dentro de los conductos mamarios y el
carcinoma lobulillar in situ, es menos frecuente, se considera un marcador de riesgo y nose
relaciona con una masa palpable o cambios de la mama especificos. Por su parte, el cancer de
mama invasivo o infiltrante, es el que se ha propagado al tejido circundante de la mama; como son
el carcinoma ductal infiltrante, del 10 al 15% de las pacientes presentara este tipo de cancer

invasor y el carcinoma lobulillar invasivo (ACS, 2018; DTCM, 2017).
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2.1.2 Grados

El grado de cancer de mama, se determina con base a que tanto se parecen las células cancerosas a

las normales. Es importante conocerlos, para entender qué tan probable es que se propague a otros

tejidos (ACS, 2018).

El grado histolégico del cancer se determina analizando tres caracteristicas y se asigna una

puntuacién de acuerdo a la escala de Scarff-Bloom-Richardson (ACS, 2018). El grado 1

(puntuacion de 3, 4 o 5), se considera cuando las células son de crecimiento lento y se parecen a

las células del tejido mamario normal. En el grado 2 (puntuacion 6 o 7) la velocidad de crecimiento

y el aspecto de las células no se parecen a las células de tejido mamario normal, pero tampoco son

muy diferentes. El grado 3 (puntuacion de 8, 9), es cuando las células cancerosas no se parecen a

las células normales y creceran o propagaran mas rapido.

2.1.3 [Etapas

La etapa (estadio) del cancer de mama determina qué tan grave es el cancer y asi determinar la
mejor manera de tratarlo (Cuadro 1) (ACS, 2018).

Cuadro 1. Etapas del cdncer de mama

Etapas Definicion

0 El tumor esta limitado al interior del conducto de leche y es cancer no invasivo.

I El tumor mide <2 cm y no se ha propagado a los ganglios linfaticos o se encuentran en
grupos pequeflos.

ITA El tumor mide <2 cm y se ha propagado a los ganglios linfaticos de la axila o mide
entre 2-5 cm, pero no se ha propagado a los ganglios cercanos de la axila.

11B El tumor mide entre 2-5 cm y se ha propagado en 1-3 ganglios linfaticos o el tumor
mide >5 cm, pero no se ha propagado a los ganglios linfaticos

IIIA El tumor mide >5 cm y se ha propagado en 1-3 ganglios linfaticos.

I11B El tumor tiene un tamafio no definido, provocando inflamacion, enrojecimiento y pudo
haberse propagado a 9 ganglios linfaticos.

IIIC El tumor tiene un tamaiio indefinido y pudo haberse propagado en 10 o mas ganglios
linféticos.

v El cancer de mama, se ha extendido a 6rganos del cuerpo.

Realizado a partir de ACS, 2018, NOM-041-SSA2-2011.
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2.1.4 Etiologia

El cancer de mama, probablemente es causado por una combinacion multifactorial, entre factores
hormonales, genéticos, la edad, ambiente y el estilo de vida. Se estima, que el 50% de los casos
recién diagnosticados de cancer de mama, se relacionan con factores hormonales y de un 5-10%
con factores genéticos. Sin embargo, aunque este porcentaje es muy bajo, en personas con la
predisposicion genética, la proporcion es muy alta. Las investigaciones realizadas en las ultimas
décadas han permitido determinar los factores fisioldgicos, ambientales y de estilo de vida que se
relacionan con el desarrollo de cancer de mama. Algunos de éstos son modificables, con

intervenciones preventivas para disminuir la incidencia (PAHO, 2019).

En los paises desarrollados la diferencia en la incidencia de cancer de mama, se puede explicar por
el tipo de alimentacién que consumen en conjunto con la exposiciéon hormonal. La tendencia a
tener habitos poco saludables en paises de bajos y medios ingresos, es un determinante en el

aumento de la incidencia de cancer de mama (OMS, 2019).

2.1.5 Diagnoéstico

La mamografia es el instrumento mas utilizado para deteccion de cancer mama. Consiste en una
dosis baja de rayos x que permite buscar cambios en el tejido mamario. Existen dos tipos de
mamografia, la de deteccion y la de diagnostico. La primera, se utiliza para buscar signos en
mujeres que no tienen ningun sintoma o problema en el tejido mamario. Las imagenes de rayos x
se toman desde dos angulos diferentes. La mamografia de diagnoéstico, se realiza si se observa una
anomalia en la mamografia de deteccion e incluye vistas de imagenes adicionales (ACS, 2018;

GPCA, 2013).

La mamografia detecta areas anormales en el tejido mamario, pero no pueden demostrar que esa

area anormal sea cancer. Por lo tanto, se necesita una biopsia para confirmar o descartar el
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diagnostico de cancer de mama. Hay diferentes tipos de biopsias. Las mas comunes utilizan agujas

o una incision de piel (ACS, 2018; DTCM, 2017; GPCA, 2013; SSA, 2009).

2.1.6 Tratamiento

La Asociacion Americana del Cancer (2018) indica que los tratamientos para cancer de mama se
dividen en locales y sistémicos, los cuales varian segun su tipo y etapa. Los tratamientos locales
inciden solo en el tumor, sin afectar el resto del cuerpo. Estos son cirugia y terapia de radiacion.
Los tratamientos sistémicos para el cancer de mama, se suministran via oral o en el torrente
sanguineo, para combatir células cancerigenas que estan por el cuerpo. Estos son quimioterapia

adyuvante o neoadyuvante, terapia hormonal y terapia dirigida.

2.2 Factores de Riesgo en Cancer de Mama

Los factores de riesgo para desarrollar cancer de mama, son multiples. Los factores no
modificables, estos pueden ser la predisposicion genética, la posmenopausia, el sexo y la edad. Por
otro lado, estan los modificables, que son no haber amamantado, la obesidad, la inactividad fisica,
exposicion a la radiacion, el consumo de hormonas terapéuticas exdgenas de estrogenos, el
consumo de alcohol y de tabaco (PAHO, 2017). Aunque esos factores de riesgos son bien
conocidos, en la mayoria de las mujeres que presentan la enfermedad, no es posible identificar

factores de riesgos como “causa’”.

El tener antecedentes familiares de cancer de mama, aumentan el riesgo entre 2 y 3 veces de
presentar la enfermedad (OMS, 2019). Las mutaciones de los genes BRCAI, BRCA2 y p53, se
asocian con un alto riesgo de desarrollar cancer de mama. Sin embargo, eso sucede rara vez y solo
explica una pequefia parte de la carga genética como determinante para presentar esta enfermedad

(OMS, 2019).
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Los factores de riesgo no modificables reproductivos como la exposicion prolongada a estrogenos
enddgenos, en las que abarca la primera menstruacion antes de los 12 afios, menopausia después
de los 52 afios y tener el primer hijo después de los 30 afios, son de los factores de riesgo mas
importantes para desarrollar cancer de mama. Por otro lado, consumir hormonas exdgenas como
anticonceptivos orales y tratamiento de sustituciéon hormonal presentan mas riesgo que aquellas

mujeres que no utilizan estos productos (OMS, 2019; IMSS, 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2019), reporta que el 21% de las muertes de cancer
de mama a nivel mundial, son relacionadas a la obesidad, el consumo de alcohol y el sedentarismo.
Y en los paises de ingresos medios y bajos represent6 el 18%. Por lo tanto, conocer como la
obesidad, el consumo de alcohol y la inactividad fisica afecta al desarrollo de cancer de mama es

de suma importancia para disminuir el riesgo desarrollar esta enfermedad.

El consumo de alimentos saludables, realizar actividad fisica y el control del consumo de alcohol,
sobrepeso y obesidad, podria reducir la incidencia de cancer de mama a largo plazo, (OMS, 2019).
Los beneficios de esta estrategia, se podrian reflejar si la poblacion toma las medidas necesarias.
Para esto, se necesitan un conjunto de politicas publicas que puedan ser aplicadas a la poblacion
en general. Por lo tanto, hasta el momento la deteccién temprana del cancer de mama, sigue siendo

la medida viable para el control de la enfermedad.

2.3 Caracteristicas Moleculares en Cancer de Mama

En el afio (2000) Perou y colaboradores, publicaron la subclasificacion molecular del cancer de
mama, el cual consiste en determinar qué pacientes recibird terapia neoadyuvante (quimioterapia
y hormonoterapia) para disminuir la recurrencia y prolongar la vida de las pacientes. La
importancia de determinar quien recibira estos tratamientos, se debe a la posibilidad de aplicarlos

solo a quien realmente le seran de provecho (Imigo et al., 2011).

Esta subclasificacion molecular consiste en evaluar la expresion genética de acuerdo con

microarreglos de cDNA vy lo clasificaron en cinco subtipos: Luminal A, Luminal B, cancer de
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mama triple negativo, similar a normal y Her2/neu (Imigo et al., 2011). Sin embargo, el uso de esta
tecnologia en hospitales o instituciones de salud es costosa, por lo que algunos autores han
propuesto clasificaciones aproximadas menos costosas y confiables basadas en la

inmnohistoquimica (Martinez & Castro, 2018), los cuales se clasifican segun el cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacion subtipo molecular del cédncer de mama de acuerdo con Ia
inmunohistoquimica

Subtipo molecular Inmunohistoquimica Pronéstico

Luminal A ER+ PR+ HER2- K167- Bueno

Luminal B ER+ PR+ HER2- K167+ Intermedio
ER+ PR+ HER2+ K167+ Malo

Her2 positivo ER- PR- HER2+ Malo

Triple negativo (similar basal) ER- PR- HER2-, marcador basal + Malo

Similar Normal ER+ PR+ HER2- K167- Intermedio

Modificado a partir de Dai et al., 2015 e Imigo et al., 2011. Dénde: ER (Receptor de estrogenos) PR
(Receptor de progesterona), Her2 (Proto-oncogén asociado a mal prondstico) Ki67 (Molécula de

proliferacion celular).

2.3.1 Gen Her/2 neu

El gen Her2/neu codifica una proteina de 185 kDa, un miembro de la familia del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) del receptor tirosina quinasa, los cuales son herl, her3, her4. Esta
proteina hasta el momento no se le conoce un dominio de union al ligando y no puede unirse a los
factores de crecimiento. Sin embargo, se une a los miembros de la familia del receptor EGF para
formar un heterodimero, estabilizar la unién y potenciar la sefializacion por cinasa (Gene Cards,
2018; GHR, 2018). Por lo tanto, desempefia un papel importante en la division y crecimiento

celular, en la cual coordina la red de sefializacion (English et al., 2013).
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Del total de las pacientes diagnosticadas con cancer de mama Her2/neu estd sobrexpresado
aproximadamente hasta el 30%. La amplificacion de Her2/neu produce la sobreexpresion de una
glicoproteina que pasa de los niveles normales de 30,000 receptores por célula, a 1°000,000,
aumentando la sefalizacion de division celular (Colomer et al., 2001; Tan & Yu, 2000-2013;
Colonia et al., 2015). Por lo tanto, su expresion anormal se ha vinculado con procesos cancerosos

(GHR, 2018).

La sefializacion de la glicoproteina que amplifica Her2/neu se produce por dimerizacion de Her2
y otros factores de crecimiento epidérmicos, como Her3, Her4 y en menor grado Herl. Los factores
de crecimiento heregulina y factor de diferenciacion neu2, tras unirse con Her3, inician la cascada
de transmision de sefiales al nucleo, por el dominio de tirosina cinasa y se activan los genes para
iniciar la division celular, como la proteinas quinasa Ras / Raf / mitogeno activada (Ras / Raf /
MAPK) y la proteina fosfatidilinositol 3 quinasa/ objetivo de la quinasa-B / mamifero de las vias
de rapamicina (PI3K / AKT / mTOR) (Colomer et al., 2001; Tan & Yu, 2000-2013; English et al.,
2013).

Las personas recién diagnosticadas con cancer de mama invasivos, deben someterse a la prueba de
inmunohistoquimica para detectar la sobrexpresion de Her2/neu, para determinar qué tipo de
tratamiento se administrara, véase cuadro 3. Cuando tienen un resultado de Her2 positivo,
responden mejor al tratamiento al administrar un anticuerpo monoclonal, lla ado trastuzumab que
se dirige a los receptores de la glicoproteina sobreexpresada de Her2 para inhibirlos (ACS 2018;

Dawood et al., 2010; Shahi & Manga, 2006; DTCM, 2013).

Cuadro 3. Resultados de la prueba Her2/neu por innmunohistoquimica

Resultado Estado de Her2/neu Tratamiento

0o+ Negativo No responde al medicamento que se dirige
al receptor de Her2/neu

2+ Equivoco Realizar prueba de FISH para detectar
positivo o negativo

3+ Positivo Tratado con medicamentos que se dirigen al
receptor de Her2/neu

Realizado a partir de ACS 2018

21



2.3.2 Obesidad y Her2/neu

La obesidad es un problema de salud publica en México y es un factor de riesgo de diversas
enfermedades cronicas, entre ellas el cancer de mama (ENSANUT MC 2016). Existe evidencia
que la obesidad promueve la proliferacion celular en el cancer de mama, por ejemplo, en la

menopausia.

En la menopausia, se detiene la produccion de estrogenos ovaricos, dejando al tejido adiposo como
principal proveedor, lo que favorece la proliferacion de células cancerosas. Cuando las reservas de
energia exceden la capacidad de almacenamiento en el tejido adiposo, experimentan hiperplasia e
hipertrofia produciendo niveles elevados de la hormona leptina. Esta hormona viaja al torrente
sanguineo hasta el hipotdlamo para inducir saciedad (Pérez-Solis et al., 2016). En algunos tejidos
se expresan receptores de leptina, incluyendo el mamario induciendo sefiales de proliferacion
celular en tejidos mamarios (Brown et al., 2009; Wu et al., 2009; Vona-Davis et al., 2007). La
asociacion de los niveles aumentados de leptina en la obesidad, se ha encontrado que regula
positivamente la transcripcion de genes asociados con el crecimiento y la proliferacion tumoral

tales como Cadh-1 y CP450Arom (Pérez-Solis et al., 2016).

Aunque no se ha encontrado asociacion hasta el momento entre la obesidad y el aumento de la
expresion de Her2/neu, si se ha visto que el aumento en el IMC se ha relacionado con mayor riesgo
del subtipomolecular Her2+, es decir ER- PR- y Her2+ (English et al, 2013). En un estudio de
Mazarella et al., (2013) se encontrd una relacion entre la obesidad y Her2/neu al promover la
metdstasis, en la que la supervivencia de las pacientes disminuia, sobre todo en tumores ER- y
Her2+. En otro estudio de Bowers et al., (2015), se descubrié que este padecimiento suprimi6 la
expresion del receptor de estrégenos beta por una via mediada por Her2, en la cual indica que la
obesidad podria suprimir la expresion del receptor de estrégenos beta activando Her2; sin embargo,
esto se desconoce y se necesitarian mas estudios para comprender el mecanismo. Asimismo, en
un estudio de Ray (2017) la leptina que secreta el tejido adiposo activa moléculas que conecta vias
de sefializacion de Her2/neu, también mTOR una quinasa parecida a PI3K que participa en el

metabolismo de los lipidos y la adipogénesis. Por lo tanto, entender como la obesidad regula la
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expresion de este gen a través de todos sus posibles mecanismos, seria importante para proponer

intervenciones nutricionales en el cancer de mama Her?2 positivo.

2.3.3 Alcohol y Her2/neu

El consumo de alcohol promueve la metastasis y es un promotor tumoral en células que
sobrexpresan Her2/neu (Xu et al., 2016). En un estudio de Wong et al., (2012), observaron que el
alcohol en células de cancer de mama que sobrexpresan her2/neu, aumentaba la metastasis por
medio de la via de sefializacion de estrogenos. De igual manera, el alcohol, inhibe el gen BCRA I,
que es un supresor tumoral, por lo tanto, este gen no puede realizar su funcion (Pérez-Solis et al.,

2016).

En otro estudio de Fiegl et al., (2006) realizado en mujeres con cancer de mama encontraron que
el gen HSD17B4 que codifica una enzima encargada del metabolismo del alcohol, se encontraba
metilado. Esto daba lugar a la inhibicion de la sintesis de la enzima y a una posible deficiencia en
el metabolismo del alcohol, ocasionando que el alcohol se encuentre mas tiempo en plasma y pueda

ocasionar dafios a nivel epigenético.

Asimismo, en otros estudios se ha comprobado que el alcohol aumentan las enzimas
metaloproteinasas encargadas de crear un ambiente carcinogénico y degradar la matriz extracelular,
promoviendo la migracion hacia ganglios linfaticos y fomentando la metastasis (Xu, 2016; Pérez-
Solis, 2016; MA, 2003; Xu, 2013; Xu, 2010; Mill, 2009; Luo, 2006; Ke, 2006; Luo, 2006). En un
estudio de Fan et al., (2000), se demostrd que la exposicion al alcohol en células de mama aumenté
de 10 a 15 veces mas la expresion genética del receptor de estrogenos alfa. De igual manera inactivo
el gen BRCAI un importante inhibidor de este receptor. Sin embargo, el mecanismo es

desconocido.
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2.3.4 Gen Her3 en Cancer de Mama

El gen Her3 codifica una proteina que es miembro de la familia de receptores quinasa y para activar
su sefializacion requiere unirse a otros miembros de la familia de ErbB como Her2 o EGFR (Herl).
Esto ocurre por la union de neuregulina a Her3 y se heterodimeriza particularmente con her2, lo
que da lugar a la fosforilacion de residuos de tirosina de la region C-terminal de her3.
Posteriormente fosfotirosinas de Her3 dan lugar a sitios de unidén para activar las vias de
proliferacion y division célular PI3K/AKT y Ras/Rat/MAPK. Por lo tanto, cuando Her2/neu esta
sobreexpresado la division y proliferacion de células malignas se ve aumentada y por lo tanto se
vincula con resistencia al tratamiento médico (Radioterapia). Se ha visto que en células que

expresan Her2, se ven niveles aproximadamente del 50-70% de Her3 (Mujo et al., 2014).

2.3.5 Epigenética en Cancer de Mama

En las primeras etapas del inicio del cadncer se ven alteraciones en la estructura de la cromatina por
modificaciones del ADN (Regiones metiladas CpG, La 5-hidroximetil citosina, ShmC) y
modificaciones postraduccionales de las proteinas unidas al ADN, como las histonas que pueden
tener lesiones genéticas, afectarse por el medio ambiente, entre otros factores. Esto afecta a la célula
y favorece la reprogramacién oncogénetica de las células primarias tumorales y adquieren
propiedades proliferativas. Después en etapas posteriores, junto con las mutaciones subclonales y
las sefiales del microentorno que se encuentran en la célula, encaminan a la metastasis del tumor

(Pasculli et al., 2018).

Recientemente se ha reconocido como reguladores epigenéticos a los ARN no codificantes
(ARNnc), especialmente a los micro ARN (miRNA) (Pasculli et al., 2018). Se ha comprobado que
son sensibles a la regulacion epigenética, al igual que los genes que codifican proteinas, pero €stos
pueden actuar por si mismos y regular postranscripcionalmente a los genes. Sin embargo, se ha

visto una desregulacion en cancer de mama por lo que en las ultimas décadas ha habido un interés
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por estudiar el epigenoma para identificar rasgos nuevos y mejorar el pronostico del cancer

(Pasculli et al., 2018).

2.3.5.1 Los miRNA vy el cancer de mama. Los microRNA (miRNA) son RNA de cadena corta de
19-25 nucleotidos no codificantes, que regulan la funciéon de los genes diana en la fase
postranscripcional, en las regiones 3’ especificas del ARNm, causando degradacion o supresion de
la traduccion. Se considera que los miRNA tienen un papel importante en el desarrollo, progresion

y metéstasis del cancer (Kurozumi et al., 2017; Zhang et al., 2015).

Los miRNA se han propuesto como nuevos biomarcadores para la deteccion del cancer de mama,
debido a que su extraccion es facil y estable, ya que existen en tejidos y fluidos corporales como
orina 'y plasma. Ademads, son resistentes al almacenamiento prolongado, a las RNasa, la ebullicion,

pH y multiples ciclos de congelacion-descongelacion (Zhang et al., 2015; Kurozumi et al., 2015).

2.3.5.1.1 miRNA-205. Entre los miRNA, miRNA-205 podria ser un nuevo biomarcador en
la deteccion temprana del cancer de mama, de acuerdo con multiples estudios (Zhang et al., 2015;
Yue et al., 2016; Luo et al., 2013; Sempere et al., 2007; Savad et al., 2012; Wang, 2013). Este
microRNA, se descubrio por métodos computacionales y posteriormente se determind el

mecanismo de expresion in vivo, indicando que es un supresor tumoral.

El miRNA-205 ha sido identificado como miRNA de baja expresion en pacientes con cancer de
mama comparado con grupo control en muestra de tejido (Savad y et al., 2012; Fiannac et al., 2015)
y suero (Liu et al., 2013; Zhang et al., 2015). Los niveles de expresion en suero de miR-205 de
pacientes con cancer de mama y pacientes saludables mediante qRT-PCR, se encontrd una
sobrexpresion de miRNA-205 en los pacientes saludables. En cambio, en los pacientes con cancer
de mama se encontr6 una baja expresion de miRNA-205 para el diagnostico de la enfermedad. La
evaluacion de sensibilidad y especificidad para diagnostico de la enfermedad por miR-205, fue de
86.2%, por lo que posee precision en el diagnostico de pacientes con cancer de mama entre

pacientes saludables.
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2.3.5.1.2 miRNA-205, genes Her2/neu'y Her3. En cancer de mama, cuando el gen Her2/neu
estd sobrexpresado, el miRNA-205, se encuentra con una baja expresion, por lo tanto, la represion
de la sobrexpresion de dicho gen, se encuentra deficiente (Wang et al., 2013; Adachi et al., 2011;
Hailong et al., 2009; Savad et al., 2012). La asociacion de la baja expresion de miRNA-205 ha sido
relacionada con cancer de mama de subtipo triple negativo (ER- PR- HER2-) en muestras de tejido
de pacientes con cancer de mama (Savad et al., 2012; Fiannac et al., 2015).

En un estudio de Adachi et al., (2011) encontraron que las células epiteliales mamarias que
sobrexpresaban el gen Her2/neu, disminuy6 la expresion de miRNA-205, lo que sugiere que
miRNA-205 es esencial para la tumorogénesis y puede ser una potencial diana terapéutica para el

cancer de mama con Her2+.

Algunos estudios indican que la sobrexpresion de Her2/neu es un tipo de tumores agresivos de
cancer de mama y depende de la interaccidon con otros miembros de la familia Her, en particular la
ruta PI3K/akt, importante en la tumorogénesis, y se realiza tras la fosforilaciéon de quinasa Her3.
El miRNA-205 modula negativamente a Her3 en los tumores mamarios, y se dirige directamente
al receptor Her3 e inhibe la activacion corriente abajo de Akt. De esta manera, miRNA-205 puede

mejorar la capacidad de respuesta de terapias especificas contra el cancer (Lorio et al., 2009).

2.3.5.1.3 Polifenoles en la regulacion de miRNA-205. Los compuestos activos de los
alimentos, como los polifenoles, se han reportado que modulan epigeneticamente la metilacion o
acetilacion del ADN vy participan en la modificacion de las histonas (Vo & Millis, 2012). Uno de
estos polifenoles es la cianidin 3-0-glucosido, que se sintetiza para protegerse de las infecciones en
las uvas, ardndanos entre otros alimentos y se reportd que regula la expresion de Her2/neu,
induciendo la apoptosis (Liu et al., 2014). De igual manera, en un estudio de revision reportaron
que el acido elagico, que se encuentra en fresas, uvas, moras, frambuesas, arandanos, guayabas,
nueces, entre otros alimentos encontraron que aumenta la expresion invitro e in vivo de miRNA-
205 (Abbasi et al., 2018). Por otro lado, la antiocianina Dolphin inhibe una via llamada AMPK en
células con Her2+. Se encuentra principalmente en uvas, cerezas y moras (Chen et al., 2018). Sin
embargo, el mecanismo de accion que tienen estos polifenoles en la modulacion epigenética del

miRNA-205 es desconocida.
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2.4 Justificacion

La obesidad y el consumo de alcohol son factores de riesgo para el desarrollo de cancer de mama.
Existe una gran prevalencia de obesidad en México, segiin la ENSANUT, la prevalencia de
obesidad en adultos es de 72.5%, constituyendo un problema de salud publica en el pais. La
prevalencia de consumo de alcohol en las mujeres un afio previo a la Encuesta Nacional de

Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco (2016-2017) es de 39% y es una cifra que va en aumento.

En cancer de mama se ha encontrado una sobrexpresion de Her2/neu del 20-30%, ocasionando un
peor prondstico de la enfermedad. Asi mismo, la obesidad y el consumo de alcohol se han
relacionado con el aumento de la metastasis en células de cancer de mama que sobrexpresan dicha

proteina.

Por otro lado, los factores ambientales a los que estamos expuestos, influyen en la expresion
genética (Xacur-Garcia et al., 2008). Lo que ocasiona constantemente, cambios epigenéticos en el

genoma humano.

En cancer de mama el miRNA-205 se ha encontrado que regula negativa e indirectamente a Her3.
Sin embargo, en las pacientes con cancer de mama, el miRNA-205 disminuye su expresion. Por lo
tanto, seria importante vincular los factores de riesgo modificables como la obesidad y el consumo
de alcohol, asi como el consumo de polifenoles. Los cuales podrian influir en la regulacion del gen
Her3 através de miRNA-205 y en un futuro proponer intervenciones que mejoren la supervivencia

en las mujeres con cancer de mama.
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3. HIPOTESIS

El consumo de alcohol, polifenoles y la obesidad promueven el aumento en la expresion de
los genes Her2/neu y Her3, modulado por el miRNA-205 en tejido tumoral en mujeres que padecen

cancer de mama.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar la asociacion entre el consumo de alcohol, polifenoles y obesidad en la expresion de los
genes Her2/neu'y Her3 en tejido tumoral mediado por miRNA-205 en mujeres que padecen cancer

de mama.

4.2 Especificos

o Medir la frecuencia de consumo de alcohol y polifenoles en mujeres que padecen cancer de
mama, tomando en cuenta el contexto de salud nutricional.

. Evaluar la expresion de los genes Her2/neu, Her3 y miRNA-205 en tejido tumoral y sano
adyacente en mujeres que padecen cancer de mama.

o Determinar la correlacion entre el consumo de alcohol, polifenoles y la obesidad con la
expresion de los genes Her2/neu, Her3 y miRNA-205 en mujeres que padecen cancer de

mama.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Participantes del Estudio

Se realiz6 una revision retrospectiva de los casos de cancer de mama diagnosticadas en el Hospital
General del Estado de Sonora (HGE) de los afios 2015 al 2018. Las mujeres con cancer de mama
fueron seleccionadas de la base de datos del Laboratorio de Anatomia Patoldgica del HGE. Los
criterios de inclusioén fueron mujeres con cancer de mama, sin tratamiento previo a la cirugia y
mayores de 18 afios. De igual manera, se tuvo en cuenta la disponibilidad del tejido tumoral y sano
adyacente. Los criterios de exclusion fueron: padecer algun otro tipo de cancer, metastasis,

tratamiento previo a la reseccion del tumor e incapacidad para firmar el consentimiento informado.

Los criterios de eliminacion fueron que las participantes que no estuvieran dispuestas a donar la
muestra de tejido tumoral y sano adyacente, o bien, que la participante decidiera abandonar el

estudio.

5.2 Disefio del Estudio

El estudio fue observacional, retrospectivo. Las variables independientes fueron el consumo de
alcohol, polifenoles y la obesidad. Las variables dependientes fueron la expresion del gen

Her2/neu, Her3 y miRNA-205.
Se evalud la expresion de los genes Her2/neu, Her3 y miRNA-205 en tejido tumoral y tejido sano

adyacente. Asimismo, se busca la relacion entre la expresion del gen Her2/neu y miRNA-205 con

obesidad, consumo de alcohol y polifenoles.
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5.3 Tamafio de Muestra y Reclutamiento de Pacientes

El tamafio de muestra fue por conveniencia, se seleccionaron de la base de datos del Laboratorio
de Anatomia Patologica del HGE. Se identificaron 232 posibles candidatas, de las cuales 168
cumplieron con los criterios de inclusion. Se visitaron a las 168 en diferentes municipios del Estado
de Sonora y se encontré6 que 7 mujeres han fallecido, 9 pacientes no contaron con registro del
domicilio en la base de datos del HGE, 36 candidatas no se han localizado, 18 pacientes tuvieron
tratamiento previo a la cirugia, 44 pacientes se encuentran en otros municipios que no fuimos a

reclutar y 54 voluntarias aceptaron participar en el proyecto, firmando consentimiento informado.

5.4 Consideraciones Eticas

El protocolo del proyecto se ajusto al principio de la Declaracion de Helsinki, el informe Belmont
de 1978, asi como al Reglamento de la Ley General de Salud en investigacion. De igual manera,
se baso en la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012 que establece los criterios para la
realizacion de proyectos de investigacion para la salud en humanos.

El nivel de riesgo del estudio, seglin el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en

materia de Investigacion para la Salud, se clasifica con riesgo 1.

El comité de ética en investigacion del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C.,
aprobd el proyecto en junio 2018 con la clave de autorizacion CE/007/2018. De igual manera el
Hospital General del Estado de Sonora aprobo el proyecto con autorizaciéon SSS-HGE-CI-Oficio-
2019-006. El consentimiento informado se otorgd a las participantes antes de comenzar el proyecto,
de igual manera podian retirar el consentimiento informado, en cualquier momento del estudio sin

ninguna repercusion, véase anexo 1.
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5.5  Recoleccion y Procesamiento de Muestras

Se tomaron muestras de tejido tumoral y tejido sano adyacente en las mujeres que padecen cancer
de mama por medio de la reseccion quirargica del tumor, en bloque de parafina. Se realizé dentro
del Laboratorio de Anatomia Patologica del HGE y en colaboracion con el personal asignado al
area. La obtencion de tejido tumoral y sano adyacente se realiz6 tomando una muestra de tejido
embebido en parafina, sumergido en una solucion de formalina neutra al 10% durante un promedio
de 18-24 horas (FFPE). Posteriormente, se realizaron cortes de Sum de espesor del tejido con un
microtomo marca Leica RM2125 RTS, se llevo a cabo la técnica de inmunohistoquimica (IHQ)
mediante el protocolo de Soler & Acosta, (2018) y se montaron en un portaobjetos. El tejido
tumoral ya tefiido se delimité con un plumoén, posteriormente se realizaron entre 5 y 10 cortes de
Sum adicionales, véase figura 1. Las preparaciones adicionales se superpusieron con la muestra de
inmunohistoquimica y se separo el tejido tumoral del sano adyacente usando la técnica de raspado
con bisturi con ayuda de un patdlogo experto, el tejido sano adyacente se depositd en un tubo
independiente del tejido tumoral de la muestra de cada participante. Posteriormente se aisl6 RNA

del tejido separado.
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Figura 1. (A) Tejido tumoral y sano adyacente de mama en FFPE. (B) Cortes de Sum de espesor
y montadas en portaobjetos. (C) Tejido tumoral tefiido con IHQ, vista en microscopio y delimitado
con plumon en portaobjetos. (D) Cortes adicionales de tejido en FFPE. (E) Raspado con bisturi del
tejido tumoral y sano adyacente. (F) Tubos independientes de tejido tumoral y sano adyacente de
la paciente con cancer de mama.

5.5.1 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizé mediante el kit NORGEN BIOTEK Corp para aislar el RNA total
del tejido embebido en parafina, siguiendo las instrucciones del fabricante. Excepto que, se
desparafiné el tejido a 80°C por 1 hora y quitamos parafina en exceso antes de poner el xilol. De
igual manera las centrifugaciones del desparafinado fueron a 4°C y el proceso de obtencion de

RNA a 6°C.
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Para estimar la concentracion y pureza del RNA de todas las muestras se realizd un andlisis
espectrofotométrico mediante NanoDrop1000 (Thermo Scientific), la concentracion se calculd por
absorbancia a 260nm y el indice de pureza por la relacion A260/280. Las muestras de RNA

obtenidas se almacenaron a -80C.

5.5.2 Sintesis de cDNA, y Evaluacion de Expresion Genética

La sintesis de cDNA, se realizo por TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems), usando Her2/neu (ID: HS1001580 ml), Her3 (ID: HS00176538 m1)y miRNA-205
(ID: 241040 mat) en estudio, asi como /8s (ID: HS99999901 s1)y miRNA-39 (ID: 000200) como
referencia (TagMan MicroRNA Assay- Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
La expresion de los genes Her2/neu, Her3 y miRNA-205 se calcul6 con el método de doble delta

Ct (2—AACT). El Ct es el ciclo de PCR donde la sefial de fluorescencia del fluorocromo supera el

umbral de amplificacion.

5.5.3 Evaluacion de Expresion Genética

El valor de Ct de cada gen Her2/neu, Her3 y miRNA-205 se calculd con la siguiente formula:
ACt = (Ct del gen de interés - Ct gen de referencia)

Para la normalizacion de los datos se utilizé la media de los Ct de (miR39 y 785) los genes de

referencia para cada muestra.

El célculo de ACt de las muestras de las mujeres que padecen cancer de mama se realizar6 con la

siguiente formula.
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2-MACt = [(Ct del gen de interés - Ct gen de referencia) — (Ct del gen de interés — gen de referencia)
Tejido tumoral Tejido sano adyacente
Participante con cancer de mama Participante con cancer de mama

A=Delta, Ct= Cycle threshold

Los resultados obtenidos se interpretaron como la expresion relativa de los genes Her2/neu, Her3

y miRNA-205.

El indice de cambio en la expresion de los genes Her2/neu, Her3 y miRNA-205 del tejido tumoral
con el sano adyacente, se calculd con la media de los valores de 2-*2“", Los valores mayores a 1
indicaron una sobrexpresion de los genes Her2/neu, Her3 y miRNA-205, mientras que los menores

a 1 representaron una baja expresion.

Para el calculo de las diferencias en la expresion de los genes entre el tejido tumoral y sano
adyacente se utilizaron los A (Ct gen de interés — Ct gen de referencia) para tejido tumoral y sano

adyacente, respectivamente.

5.6 Inmunohistoquimica

Los estudios de inmunohistoquimica para la evaluacion de los receptores (ER, PR, Her2/neu y
Ki67) se realizaron por las clonas recomendadas de la FDA, Her2/neu: A085.25, CBI11, 4D5;
receptor estrogenos: 1D5, 6G11, SP1, 1D5+ER.2.123; receptor progesterona: 1A6, 1294, 312;
Ki67: MIB-1.

Los receptores de ER y PR, se detectaron por medio de una tincién nuclear y es valido reportar el
porcentaje de células neoplésicas positivas con 1%. Se sugieren los sistemas Allred y H-Score que
describe el Consenso Mexicano sobre diagnostico y tratamiento del cancer mamario (2017), para

especificar el porcentaje de células positivas.
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Sistema H-score, intensidad de tincién (0-3):

Porcentaje de células positivas x 3 (tincion nuclear intensa), mas
Porcentaje de células positivas x 2 (tincidon nuclear moderada), mas
Porcentaje de células positivas x 1 (tincion nuclear débil)

El resultado es el indice de H-score que va de 0 a 300.

Sistema Allred, células positivas (0-5):

Area positiva:

0: Sin células positivas

1: <1% de células positivas

2: 1 a 10% de células positivas

3: 11 a 33% células positivas

4: 34 a 66% de células positivas

5: 67% o mas de células positivas

El resultado es el indice de Allred que vade 0 a 8.

Intensidad de tincion 1= débil, 2= moderada, 3= intensa

La valoracion de la expresion de Her2/neu se realizé por medio del kit HerceptTest DAKO, se

elaboro e interpreto por la guia de la ASCO-CAP. La cual indica los puntos de corte de la siguiente

manera: los resultados 0 y 1 son negativos (10% de las células neoplasicas, tincion incompleta y

debil), el resultado 2 es dudoso y necesita confirmacion por el estudio de FISH/CISH ( >10%,

tincion completa, pero débil) y el resultado 3 es positivo (>10% tincion, completa, intensa y

uniforme en las membranas de las células neoplasicas) .

El marcador de proliferacion celular Ki67 se interpretdé como bajo: <14% y alto >14% (Imigo et

al., 2011). De acuerdo a los resultados de los receptores y de ki67 se clasifico por subtipo molecular

(Luminal A, Luminal B, Her2/neu+ y triple negativo de acuerdo a Dai et al., (2015) e Imigo et al.,

(2011), véase cuadro 2.
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5.7  Expediente Clinico

Del expediente clinico se tomaron el peso y talla al momento del diagnostico de cancer de mama
y se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) con la formula IMC=Kg/m?2. De acuerdo con los
resultados obtenidos se clasificd por estado nutricional de normopeso (18.5-24.9), sobrepeso (25-
29.9) y obesidad (>30) (OMS, 2018). De igual manera se tomo el grado tumoral de cdncer de mama
previamente clasificado por la escala Scarff-Bloom-Richardson y el estadio de la enfermedad por
el sistema TNM de American Join Committe on Cancer (NOM-041-SSA2-2011).

5.8 Cuestionario de Factores de Riesgo para Desarrollar Cancer de Mama

Se aplico un cuestionario de factores de riesgo disefiado previamente para el estudio (Lopez-
Vazquez et al., 2017), en el cual se pregunto el consumo de alcohol, entre otros. De igual manera
se tomo el peso utilizando una bascula marca AND FG-150 kg y la talla por medio del estadiometro
marca Seca en plano de Frankfurt, y se calculd el IMC con la formula IMC=Kg/m? (OMS, 2018),

véase anexo 2.

5.9 Percepcion Corporal

La percepcion corporal se midid, basandose en un modelo de figuras de un estudié de Pérez-Gil
(2010), en mujeres mexicanas de bajos recursos. En el cual, se les preguntaba a las participantes
con cudl modelo de silueta se identificaban y se clasificaban en desnutricién, normopeso, sobrepeso

u obesidad, de acuerdo al numero de cada silueta, véase figura 2.
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I 2 3 4 5 & 7 8 ?

Los modelos se clasificaron de acuerdo con les criterios de IMC, categorizindolos de b siguiente manera:

Modelo 1: desnutricién 3 Modelo 6: cbesidad |
Modelo 2: desnutricion 2 Modelo 7: cbesidad 2
Modalo 3: desnutricion | Modelo 8 y 9: obesidad 3

Modalo 4: normal
Modalo 5: sobrepeso

Figura 2. Modelos para la clasificacion de percepcion corporal. Tomado de Pérez Gil (2010)

5.10 Cuantificacion de Polifenoles

Se cuantificé el consumo de polifenoles cianidina 3-0-glucésido, acido elagico y delfinidina 3-o-
glucdsido, por medio de una frecuencia de consumo de alimentos un afio previo al diagnéstico de
cancer de mama. Se bas6 en una herramienta validada para mujeres mexicanas de Quizan & Ortega,
(2000) y por el registro de alimentos con los polifenoles descritos del software Phenol Explorer
3.6. De igual manera, se cuantificaran los polifenoles de los alimentos anteriomente mencionados
del software Phenol Explorer 3.6, el cual indica cuanto polifenol se absorbe dependiendo del

alimento, véase anexo 3.
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5.11 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizd con una prueba de chi-cuadrada para la asociacion del sobrepeso-
obesidad y los subtipos moleculares. De igual manera, para el andlisis del IMC antes y después del
diagnostico de cancer de mama se realizd con una ¢ pareada, esto para conocer el estado de salud
de las participantes.

Las diferencias en la expresion relativa de los genes Her2/neu, Her3 y miRNA-205 se realizaron
con una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, ya que los datos no fueron normales. Asi como
la prueba de ¢ pareada para observar diferencias en tejido tumoral y tejido sano adyacente.
Asimismo, la expresion de Her2/neu, Her3 y miRNA-205 relacionado con la obesidad, el consumo
de alcohol y polifenoles, se analiz6 con una chi-cuadrada. El paquete estadistico Minitab version

2017 se utiliz6 para el analisis de los datos y fue considerado un nivel de significancia (o) de 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se incluyeron 54 pacientes diagnosticadas con cancer de mama analizados en el periodo
2015-2018, que aceptaron participar en el estudio, de las cuales la edad promedio al momento del
diagnéstico fue de 53.5 afios (£8.8).

La mayoria de las pacientes presentaron los receptores positivos para ER, PR y el biomarcador de
proliferacion celular Ki67, véase figura 3. En un estudio de Maffuz-Aziz (2017) los receptores de
ER fueron de 72.22% y PR 64.81%, de igual manera el 43% tuvieron <14% y 56% >15%, siendo
muy similar a nuestro trabajo, a excepcion de Ki67 que fue de 70.37%, por lo tanto el pronostico

de la enfermedad se vuelve desfavorable.

- 80.00 72.22% 70.37%
< 70.00 - 64-81% '
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=
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8 40.00 -
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8 2000 18.52% ®HER2
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ER PR HER2 Kl67
Receptores

Figura 3. Receptores de estrogenos (PR), progesterona (PR), Her2/neu, K167

En un estudio en poblacion sonorense de Lopez-Vazquez (2017) se reportd un 46.6% de grado
tumoral 2, mayor porcentaje que nuestro estudio. Estas cifras nos indican que las células tumorales

crecen y se propagan mas rapido, por lo que el pronodstico se vuelve desfavorable, véase figura 4.

40



m]
m?
m3

mSR

16.66%

Figura 4. Grado tumoral de las pacientes con cancer de mama

La mayoria pacientes con cancer de mama presentaron las etapas [ y II (74.05%), véase figura 5.
En un estudio de Lopez-Vazquez (2017), las etapas clinicas I y II fueron de mayor prevalencia con
un 36% y la etapa III y IV con un 45%. En un estudio de Maffuz-Aziz (2017) se presentd6 muy
similar en etapas tempranas de [ a IIA con un 82.7% pesquisa y diagndstica 35.6%. Por lo tanto,
en este estudio se observa la deteccion del cancer de mama en etapas tempranas, mejorando la

supervivencia de estas pacientes.
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Figura 5. Estadio de cancer de mama en las pacientes
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La incidencia de los subtipos moleculares fue de: Luminal A (33.33%), B (35.18%), Her2/neu+
(18.51%) y triple negativo (12.96%), véase figura 6. Nuestros hallazgos, coinciden con la
prevalencia encontrada en un estudio de Dai et al., (2015), (Luminal A (23.7%), Luminal B
(38.8%), Her2/neu+ (25.2%) y Triple Negativo (12.3%), cuyo objetivo era explorar y resumir los
subtipos intrinsecos existentes, las caracteristicas clinicas-patologicas de los pacientes y la
clasificacion de tumores para comprender la aplicacion clinica y futuras tendencias del cancer de
mama. En un estudio de Lopez-Vazquez (2017), reportaron una prevalencia del subtipomolecular
Luminal A y B del 40%, respectivamente, y Her2/neu con un 13.33% y sin casos de triple negativo,
estos datos concuerdan con nuestro estudio, ya que las pacientes de este estudio son originarias del

noroeste de México.

ELUMINAL A
ELUMINAL B
=HER2+

mTRIPLE NEGATIVO

Figura 6. Subtipos moleculares de cancer de mama de las pacientes

6.1 Indice de Masa Corporal (IMC) y Subtipos Moleculares

Las pacientes con cancer de mama al momento del diagnostico presentaron sobrepeso-obesidad
con un 76.92%. Al relacionarlo con el subtipo molecular Her2+ no fue significativo (p>0.05). Sin
embargo, el subtipo molecular Luminal A, que presenta un pronostico favorable en cancer de mama
se asocio (p<0.05) con las pacientes que presentaban sobrepeso y obesidad, no encontrandose

asociacion con los subtipos moleculares mas agresivos, véase cuadro 4. Sin embargo, no se descarta
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que exista una relacion entre los diferentes grados de obesidad con los subtipos moleculares de
mayor agresividad. Debido a nuestra base de datos, el nimero de muestra de obesidad morbida fue
de una persona y no fue posible realizar esta asociacion, ya que en este estudio se evalué de manera

general, la asociacion del sobrepeso y la obesidad con los diferentes subtipos moleculares.

Cuadro 4. Asociacion de los subtipos moleculares y sobrepeso-obesidad en las pacientes con
cancer de mama
Subtipomolecular Asociacion con IMC Valor de p

Luminal A Sobrepeso-obesidad p<0.05

Luminal B, Her2+ y triple )
Ninguna p>0.05

negativo

Los estudios que evaluan el estado nutricional por IMC con la presencia de diferentes subtipos
moleculares se concentran en paises orientales y pocos en occidente. Por ejemplo, Sato et al.
(2018), realizaron un estudio en poblacion japonesa donde la obesidad (IMC> 25 kg/m2) se asocid
con un factor pronostico para presentar ER+ y Her2-. De igual manera, en un estudio de Abubakar
et al. (2018), en poblacion asidtica indigena, en las pacientes que presentaron el subtipo molecular
Luminal A, se evalu6 que un IMC> 25 kg/m2 o < 18.5 kg/m2 con una menarquia de inicio mayor
a 15 afios, se asociaron con un pronostico adverso. En un estudio de un pais occidental, en
Alemania, realizado por Nattenmiiller et al. (2018), analizaron los receptores hormonales en tejido
embebido en parafina de pacientes con cancer de mama con terapia hormonal posmenopausicas.
Concuerda que un IMC> 25 kg/m2, se asocidé con mayor riesgo de tumores menos agresivos, €s

decir, ER+, PR+, Her2- y Ki67-.
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6.2 IMC y Percepcion Corporal de las Pacientes con Cancer de Mama

Las pacientes con cancer de mama presentaron sobrepeso-obesidad un 76.92%, esto concuerda con
un estudio de Reyes-Barretero et al., (2016) que indicé un 76.89% de incidencia y Bartehellii-

Cardona et al., (2018) con un 84.4%, ambos realizados en poblacion mexicana.

El indice de masa corporal no fue diferente (p>0.05) antes y después del diagnostico de cancer de
mama, solo cuatro participantes pasaron de sobrepeso a normopeso, dos de obesidad a sobrepeso,
dos de sobrepeso a obesidad y una de normopeso a sobrepeso, las demds se mantuvieron con un
IMC similar. Aunque, las participantes refirieron haber cambiado sus habitos de alimentacion,
parece ser que no siguen una orientacion adecuada para realizar dichos cambios, véase figura 7. En
un estudio de Vargas-Meza et al., (2016) se vio un aumento de peso del 72.6% de las mujeres con
cancer de mama postmenopausicas y no hubo una diferencia después del tratamiento con un 69.5%,

datos similares a este trabajo.
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Figura 7. IMC al diagnostico de cancer de mama y actual
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La percepcion corporal de las pacientes que padecen cancer de mama, no concuerda con el IMC al
momento de la entrevista. De acuerdo a los modelos de percepcion corporal de Pérez-Gil (2010),
el 26.62% refiere percibirse con desnutricion y la realidad es que la categoria es nula. De igual
manera, el 7.40% se percibe con sobrepeso, sin embargo el nimero de personas que presentan un
IMC >25, es mayor (67.29%), véase figura 8. Es importante sefialar que una correcta percepcion
corporal, ayuda a apegarse adecuadamente al tratamiento médico, psicologico y nutricio, y asi

mejorar la calidad de vida de las pacientes (Pérez-Gil et al., 2010).
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Figura 8. Percepcion corporal e IMC al momento de la entrevista

6.3 Estimacion del Consumo de Alcohol

La mayoria de las pacientes que padecen cancer de mama refirieron no haber consumido alcohol
(55.56%), antes del diagnodstico de cancer de mama y un 44.45% refirid haber consumido por lo
menos una bebida alcoholica en un afio, véase figura 9. Esta cifra es similar a la reportada en la
Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco (2016-2017) con un 39%, lo que

refiere ser una cifra elevada para el riesgo de desarrollo de cancer de mama.
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Figura 9. Estimacion del consumo de alcohol en las pacientes con cancer de mama

6.4 Estimacion del Consumo de Polifenoles

Los polifenoles han sido muy estudiados y refieren tener efectos benéficos a la salud, sin embargo
no existe informacion suficiente sobre el consumo proveniente de la dieta. En este trabajo, se utilizo
la base de datos Phenol Explorer 3.6 (INRA et al., 2015). Existen multiples alimentos mexicanos
de los que se desconoce el contenido de estos compuestos. Hasta el momento no hay una
recomendacion diaria de estos polifenoles, pero un estudio de Zamora et al., (2013) ha asociado un
consumo elevado de polifenoles >600mg/dia, con un efecto protector a distintas enfermedades

cronicas, incluidas el cancer.

El promedio del consumo diario en este estudio, un afo previo al diagndstico de cancer de mama
de delfinidina 3-o-glucosido fue de 1.1+£0.81 mg/dia, acido elagico de 1.06 = 1.53 mg/dia y de
cianidina 3-o-glucosido de 3.96 + 6.02mg/dia, principalmente de fuentes como uvas, fresas,
duraznos y aceitunas, véase tabla 5. Si comparamos con el consumo de estos polifenoles con el
consumo de >600mg/dia, solo representa el 1% del consumo en la dieta de las mujeres que padecen
cancer de mama. La OMS (2019) indica que un consumo mayor de 400 gramos al dia, asegura el

consumo de polifenoles y otros nutrientes. En nuestro trabajo, se report6 que la media de consumo
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de frutas y verduras fue de 53.5+£99.78 gramos al dia, representando el 13.37% de la ingesta de los

tres polifenoles, véase cuadro 5.

En un estudio de Navarro et al.,, (2017) se reportdé que la poblacién espafola consume
1365.1mg/dia, en poblacion francesa de 1193mg/dia, filandeses de 863mg/dia y sicilianos de
663.7mg/dia, esto por encima de la ingesta de >600mg/dia de polifenoles reportado como benéfico

para la salud.

Cuadro 5. Estimacion de la ingesta de polifenoles y gramos de frutas y verduras

Polifenol Ingesta de [)’ollfenol Ingesta de frutfls y verduras
mg/dia g/dia
Delfinidina 3-o-glucésido 1.1£(0.81)
Acido elagico 1.06+(1.53)
53.54(99.78)
Cianidina 3-o-glucosido 3.96+(6.02)

6.5 Expresion Genética de miR-205, Her2/neu 'y Her3

En cuanto a la expresion relativa de los genes Her2/neu, Her3 y miR-205 basado en los valores de
2-AACt se encontraron diferencias entre miR-205 y Her2/neu (p<0.001), asi como entre Her3 y
Her2/neu (p<0.001), esto fue contrario a lo que se esperaba, ya que al haber una baja expresion de
miR-205, se esperaba un aumento en la expresion relativa de Her3, pero no fueron diferentes
(p=0.496), véase figura 10. En un estudio de Xi et al., (2018) en células de cancer de mama
humanas, demostraron que existe una correlacion entre la expresion de Her2/neu y Her3 porque

Her2 alberga un elemento de respuesta de miR-125 a/b compartido e indujo un secuestro del

mismo, que resultd en una baja expresion de Her3.
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Figura 10. Expresion relativa AACT de los genes miR-205(n=34), Her3 (n=34) y Her2/neu
(n=22). El simbolo (*) indica diferencias significativas (p<0.05).

En cuanto a la expresion de Her2/neu, en nuestro estudio encontramos que el 95% (n=22) de los
casos sobrexpresaron Her2/neu a nivel mRNA, mientras que del total de las pacientes (n=54) que
padecen cancer de mama, hasta el 18.5% sobrexpresan Her2/neu a nivel IHC y de las 21 pacientes
que expresaron Her2/neu a nivel mRNA fue de 18.8% expres6 Her2/neu a nivel IHC, siendo
diferente la expresion a nivel genético y proteina. Estos resultados se explican por los diferentes
niveles de regulacidon que existen, en ese sentido, es posible que muchos de los mensajes que son
transcritos no lleguen a ser traducidos (Cavagnari B, 2012). De igual manera, el 50% de los casos
que sobrexpresaron Her2/neu, coexpresan Her3, estas cifras concuerdan con el autor Mujo (2014),
lo que explica la dimerizacion entre Her2/neu y Her3, que activa la via de sefalizacion de la
proliferacion celular PI3K/AKT pudiera explicarse por la presencia de sobrepeso y obesidad, cuyas
asociaciones se describen a continuacion. Lo anterior sugiere que, para nuestro caso, aunque los
valores entre la expresion de Her2/neu a nivel mRNA y proteina difieran, las proporciones se

mantienen.
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Figura 11. Expresion genética de miR-205, Her3 y Her2/neu en Al tejido tumoral y Al sano
adyacente. El simbolo (*) indica diferencias significativas (p<0.05). A. Expresion de Her2/neu (n=22)
p=0.000001. B. Expresion de Her3(n=34) p=0.57. C Expresion de miR-205(n=34) p=0.75.

Los valores de Al sano y Al tumor se tomaron en cuenta para valorar la asociacion de tejido
tumoral y sano adyacente en las pacientes con cancer de mama. Al evaluar la expresion genética
de miR-205 y Her3 no se encontraron diferencias (p>0.05) entre tejido tumoral y sano adyacente
embebido en parafina en las pacientes que padecen cancer de mama, pero si hay mayor expresion
(p=.000001) de Her2/neu en tejido tumoral, véase figura 11. En un estudio de Lopez-Vazquez
(2017) se identificé que miR-205 en sangre periférica se encontraba disminuido en pacientes con
cancer de mama. Nuestros analisis de la expresion genética relativa de miR-205 en tejido tumoral
embebido en parafina parecen concordar, pero no fueron significativos (p>0.05). El sobrepeso y la
obesidad combinada se asociaron tanto con la expresion de Her2/neu (p=0.039) como con la

expresion de Her3 en tejido tumoral de cancer de mama, véase cuadro6.

Ademés los analisis manifiestan una asociacion entre la expresion de Her3 y el consumo de alcohol

en tejido tumoral (p=0.07). Asimismo, se determin6 una asociacion entre el consumo de cianidina
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3-0-glucosido y la expresion del gen Her2/neu en tejido sano (p=0.054). El autor Liu (2014) reportd
que esta antocianina regula la expresion de este gen induciendo la apoptosis en células de cancer
de mama, este resultado sugiere un metabolismo diferencial en tejido tumoral con respecto al tejido
sano. Por su parte, el consumo de &cido elagico se asocid con la expresion de Her2/neu en tejido
tumoral (p=0.052), posiblemente la ingesta de este polifenol sea insuficiente para aumentar miR-
205 en tejido tumoral (Abbasi et al., 2018), véase Cuadro 6. La mayoria de los estudios analizan la
asociacion entre Her2/neu y la exposicion ambiental u otros genes en cancer, lo hacen a nivel IHQ
o bien, a nivel mRNA en lineas celulares, mas en nuestra busqueda, no encontramos evidencia
previa de la asociacion de la expresion de Her2/neu con el sobrepeso y la obesidad y el consumo
de acido eldgico a nivel mRNA en tejido tumoral. Estos hallazgos permiten hacer nuevas

inferencias sobre el comportamiento tumoral en condiciones reales.

Cuadro 6. Asociacion de la expresion genética entre Her2/neu , Her3 en tejido tumoral y sano
adyacente con sobrepeso-obesidad, consumo de alcohol y polifenoles.

Gen Asociacion Tejido Valor de p
Sobrepeso y obesidad Tumor p=0.039*
Her2/neu Cianidina 3-o-glucosido Sano p=0.054
(n=22) Acido elagico Tumor p=0.052
Sobrepeso y obesidad Tumor p=0.02*
Her3 _
(n=34) Alcohol Tumor p=0.07

El simbolo (*) indica diferencias significativas (p<0.05).
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7. CONCLUSIONES

Refutamos nuestra hipdtesis de trabajo, pues si bien la expresion de los genes Her2/neu 'y
Her3 esté asociada al consumo de alcohol y polifenoles, asi como al estado nutricional, en

nuestro contexto de estudio, tales fendmenos no son mediados por la expresion de miR205.

Inferimos que hay un comportamiento diferencial entre el metabolismo del tejido tumoral
y sano adyacente, lo que permite explicar las asociaciones tejido especifico que

identificamos.

Para nuestro conocimiento, este trabajo representa el primer reporte que demuestra una
asociacion de la expresion de Her2/neu y Her3 a nivel mRNA con el sobrepeso y la
obesidad y el consumo de acido eldgico, cianidina 3-o-glucdsido y el consumo de alcohol

en tejido mamario tumoral y/o sano adyacente.
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8. RECOMENDACIONES

o Aumentar el nimero de muestra en otras estancias de salud.

. Explorar otras vias de sefalizacion, relacionadas con obesidad y genes de proliferacion
célular.

o Explorar otros miRNAs que estén involucrados en la regulacion epigénetica de genes

relacionados a la division y proliferacion célular.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA CASOS RETROSPECTIVOS

Regulacion de la expresion de los genes Her2, Her3 en cancer de mama, mediado por la obesidad y
el consumo de alcohol.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente documento esta dirigido a mujeres con diagnostico de cancer de mama como invitacion a
participar en el proyecto de investigacion titulado “Regulacion de la expresion de los genes Her2 y Her3 en
cancer de mama, mediado por la obesidad y el consumo de alcohol”, realizado por investigadores del Centro
de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C.

Le pedimos tomarse su tiempo para leer cuidadosamente este documento, expresar cualquier duda que usted
tenga, puede comentarlo con su médico, familiar o con quien se sienta mas comoda. Solamente debera
acceder a participar en este estudio cuando haya comprendido la informaciéon de manera que pueda tomar
una decision informada respecto a su participacion.

JPor qué y para qué se realiza este estudio?
El objetivo de este estudio es evaluar la asociacion entre la obesidad y el consumo de alcohol en la expresion

de los genes Her2 y Her3 en tejido tumoral y sano adyacente, ya que la sobrexpresion de estos genes se ha
relacionado con un mal prondstico de la enfermedad, porque la molécula que bloquea su expresion llamada
miRNA-205 se encuentra disminuida y esto ocasiona un aumento de la division de las células cancerigenas
mas rapido que otros tipos de cancer de mama.

Es importante observar que este estudio no implica el uso de medicamentos en fase de investigacion. El
tratamiento que recomiende su médico para usted no estara basado en nuestra investigacion, usted recibira
el tratamiento estandar para cancer de mama indicado por su institucion de salud.

.Quiénes pueden participar en el estudio?
Mujeres con diagnostico de cancer de mama que tenga disponible tejido tumoral y sano adyacente embebido
en parafina y no haya estado en tratamiento previo a la remocion del tumor.

. Qué pasara si participo en este estudio de investigacion?

En caso de que usted decida participar, se le solicitaran las siguientes muestras:

* Del tejido obtenido en su cirugia, se solicitara muestra de su tumor y tejido normal adyacente en bloque
de parafina (alrededor de 500 a 1000 mg), dentro del laboratorio de patologia del hospital en el cual se
atiende, dicha muestra no afectara el diagnostico de su cancer.

Se le solicitara responder a un cuestionario de factores de riesgo de cancer de mama que incluye preguntas
acerca de su historial reproductivo, antecedentes de cancer en su familia y factores de riesgo relacionados a
padecer cancer de mama. De igual manera se le solicitara que recuerde sus habitos alimenticios al momento
del didgnostico para conocer patrones de alimentacidon que nos ayuden a comprender la alimentacion de las
mujeres con cancer de mama y se le tomard peso y talla actual. Adicionalmente, se obtendra informacion
de su expediente clinico dentro de su Hospital para conocer mas acerca de las caracteristicas de su
enfermedad. Esta informacion mejorard nuestra comprension de las caracteristicas clinicas y
epidemiologicas del cdncer de mama en las mujeres mexicanas.

59



¢ Cuadl sera el uso de mis muestras para investigacion?

El material genético obtenido de sus muestras, sera codificado, almacenado y estudiado en el Laboratorio
de Patologia Experimental del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo AC. Como parte del
proyecto, una cantidad especifica del material genético seran utilizadas para realizar la investigacion. Si
usted esta de acuerdo, las muestras sobrantes de tejido y material genético podrian ser almacenadas y
utilizadas en futuras investigaciones relacionadas con cancer de mama. Ninguna persona ajena al proyecto
recibird informacion relacionada con usted ni con sus muestras. Si es su deseo, usted podra retirar sus
muestras en cualquier momento del estudio, haciendo la solicitud por escrito a los investigadores
responsables.

JPuedo dejar de participar en el estudio?

Si. Usted puede decidir retirar su consentimiento en cualquier momento. Su participacion en este estudio es
completamente voluntaria, lo que usted decida no afectara de manera alguna la atencion médica que usted
recibe en su institucion de salud.

. Cuales son los efectos secundarios o riesgos que puedo esperar de participar en el estudio?

En este estudio no se esperan efectos secundarios o riesgos para usted debido a que solamente le
solicitaremos su aprobacion para el manejo de la muestra quirurgica de tejido tumoral y sano adyacente que
previamente ya se realizo en su hospital. Asi como la informacion de su padecimiento previamente explicada
en este documento.

Existen beneficios por participar en el estudio?

La investigacion que se llevara a cabo con sus muestras no ofrece beneficios inmediatos para usted. Sin
embargo, al conocer el comportamiento de la expresion de estos genes podria ayudar a personas que
padezcan de cancer y otras enfermedades en el futuro. Los beneficios de la investigacion que emplea tejido,
incluyen aprender mas acerca del cancer, como diagnosticarlo y cdmo tratarlo. Los informes acerca de la
investigacion llevada a cabo con sus muestras no se agregaran a su historial médico, no se entregaran a usted
o a su médico. Usted puede tener acceso a los resultados si lo solicita a los investigadores del estudio, sin
embargo, la informacion obtenida no tendra efecto alguno en los cuidados y atencion que usted reciba. Es
muy importante mencionar que los resultados obtenidos seran publicados en revistas cientificas.

.Se mantendra la privacidad de mi informacion médica?

Nos aseguraremos que su informacion personal se mantenga confidencial. En este estudio, la informacion
obtenida de sus muestras, cuestionario y expediente clinico sera registrada en una base de datos electrénica
donde se eliminard su informacion personal y solo se le identificard mediante un nimero de estudio. Solo
los investigadores responsables del estudio podran tener acceso a la informacion obtenida. Si la informacion
de este estudio se publica o se presenta en una reunion cientifica, congreso o publicacion, no se utilizara su
nombre u otros datos personales que permitan conocer su identidad. La informacion genética que
obtengamos de su participacion en este estudio, no se compartira con compaiias de seguros médicos, ni
empleadores, en conformidad con el articulo 16 de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud.

. Cuales son los costos de participar en el estudio?
No habra cargo alguno para usted o su institucion de salud por los estudios de investigacion que se realizaran
con sus muestras.

.Me pagaran por participar en este estudio?

Usted no recibird pago alguno por participar en el estudio. Sus muestras se utilizaran sélo para fines de
investigacion y no se venderan.
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. Quién puede responder mis preguntas respecto al estudio?

Si usted tiene alguna otra pregunta acerca del estudio, puede llamar a la Mtra. Alejandra Lopez Vazquez al
cel. 044-66-21-95-37-60 (Universidad de Sonora). En otro caso, puede llamar al investigador responsables
del estudio, Dr. Ivan Anduro Corona, al 044-66-21-94-44-82 de lunes a viernes en horario de 9:00 am a
5:00 pm (Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C., CIAD A.C.). Si desea hacer preguntas
acerca del estudio o sus derechos como participante en una investigacion a alguien que no sea el médico o
el coordinador del estudio, o si desea expresar cualquier problema o inquietud que pudiera tener acerca del
estudio, le pedimos que llame al Dr. Luis Quihui Cota al teléfono 2-89-24-00, ext. 301 (presidente de la
Comité de Etica e Investigacion del CIAD A.C.), en horario de 8:00 am a 3:00 pm, de lunes a viernes.

Al firmar el siguiente formato de consentimiento, usted esta de acuerdo en que sus muestras de tejido
obtenidas en este estudio seran utilizadas para fines de investigacion y esta de acuerdo en contestar el
cuestionario de factores de riesgo de cancer de mama, frecuencia de alimentos y tomar las medidas
antropométricas correspondientes.

Consentimiento
Ademas, se le pedira que firme el siguiente formato para autorizar el acceso a su informaciéon de salud.
Usted recibira copias de este formato de consentimiento.

LA PARTICIPACION EN LA INVESTIGACION ES VOLUNTARIA. Usted tiene derecho a negarse a
participar o a retirarse en cualquier momento en este estudio sin poner en peligro su atencion y cuidados
médicos. Su médico puede decidir retirarla de este estudio con o sin su consentimiento si es lo mas
conveniente para usted en términos médicos.

Firma

He leido todo lo anterior, he hecho preguntas y recibido respuestas sobre lo que no comprendia. Tuve la
oportunidad de llevarme este formato a casa para su revision o comentarios. Si usted desea participar en
este estudio, sirvase firmar al calce.

Nombre de la participante:
Firma de la participante: Fecha:
Nombre del testigo
Firma del testigo: Fecha:
Relacion con la participante:
Direccion:
Nombre del testigo
Firma del testigo: Fecha:
Relacion con la participante:
Direccion:

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento:

Firma de la persona que obtiene el consentimiento:
Fecha:
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ANEXO 2.CUESTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO

ID:| | [ | | Fecha:| | [/ | [/ | [ | |
Dia Mes Afio
Hospital:
Fecha de diagnostico de cancerdemama: | | |/ | |/ | | | |
Dia Mes Ano

SECCION A. INFORMACION GENERAL

1. (Cuales su fecha de nacimiento? | | [/ | |/ | | | |
Dia Mes Afo

2. (Cudlessuedadactual? | | | |edad

3. (Endonde nacio?

Ciudad Estado Pais

>

(Cual es su origen nacional o ascendencia?

Ciudad Estado Pais
SECCION B. ESTATUS SOCIOECONOMICO

1. ¢Cual es el grado mas alto (o afio) de la escuela que ha completado? (marque uno)
Primaria: 0Jo1 0OJo2 0Jo3 [Jo4 0Jo5 0106
Secundaria: 107 008 09
Preparatoria: 10 11 12
Universidad: (013 O14 0O15 Ol16 O17+

2. (Cual ha sido la ocupacién que ha realizado (o realiza) por mas tiempo? ;Por cuantos afnos?
Ocupacion: ||| afios de ocupacion

3. (Cuantas personas viven en su casa, incluida usted? |__|__|
a) De estas personas, ;Cuantos son nifios de <18 afios de edad? |__|_|

4. (Cudl de las siguientes categorias describe mejor su ingreso familiar total de su hogar durante los
ultimos 12 meses? esto debe incluir los ingresos de todas las fuentes, salarios, rentas, seguridad social,
pensiones, ayuda de familiares (incluyendo pagos de pension alimenticia).

O < $2000

O $2000 - < $4000

[ $4000 - < $6000

O $6000 - < $8000

O $10,000 - < $12,000

0 >$12,000

[0 No sabe/No esta segura
00 Rechazo responder

5. ¢Cuantas personas en su casa dependen de dicho ingreso total?
|| | Ntmero de personas
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SECCION C. HISTORIAL PERSONAL Y FAMILIAR DE CANCER
a) Historial personal de cancer

1. Hasta hace un aflo antes de su diagnostico ;Alguna vez le han realizado una cirugia de mama, biopsia
por aspiracion o con aguja, remocion de un bulto, alargamiento o reducciéon mamaria?

[0 Si O No (Pase a la siguiente seccion)

2. Antes de su diagnostico de cancer, ;Alguna vez un médico le diagnosticod cancer?
[0 Si O No (Pase a la pregunta 5)

3. (Qué tipo de cancer diagnostico su médico? ;En qué parte de su cuerpo inici6?

Tipo Lugar donde inicio6

4. (En qué afio le fue diagnosticado?
|_|_|_|_[Afo

5. ¢Harecibido alguna vez quimioterapia, radioterapia u otro tipo de terapia para cancer de mama?
O Si O No

6. ¢Cuadl?
O Quimioterapia

] Radioterapia

O Otro, indique cual

b) Historial familiar de cancer
Las siguientes preguntas son acerca de su historial familiar de cancer, le pedimos que por favor realice un
esfuerzo en recordar si alguno de sus familiares presentd cualquier tipo de cancer o tumor, respondiendo a
las siguientes preguntas.

1. (Algan familiar ha sido diagnosticado con cancer o tumor?
O Si O No O No sabe

2. ¢Qué familiar?  ;Qué tipo de cancer?

3. (Cuantos hermanos tiene/tuvo? De sus hermanos ;Qué posicion ocupa usted?
|__|__| mimero de hermanos

SECCION D. FACTORES HORMONALES Y REPRODUCTIVOS
a) Menstruacion

1. (A qué edad inicié su menstruacion?
| | |Edad [INo sabe

2. ¢Cuando fue su ultima menstruacién?

I 74 Y T o O
Mes Afo edad ONo sabe

3. (Cual de los siguientes describe mejor porque su ciclo menstrual se detuvo?
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

LEmbarazo reciente

OLactancia materna

CJAnticonceptivos o medicamentos

OLa menopausia natural

[ICirugia para extirpar el utero o los ovarios
[Otra (especificar)
[INo sabe

b) Embarazos y lactancia

(Alguna vez ha estado embarazada?
[0 Si [ONo (Pase a la pregunta 15)

(Qué edad tenia la primera vez que qued6 embarazada?
| | | Afios LINo sabe

(Cuantas veces ha estado embarazada? Por favor incluya mortinatos, abortos involuntarios, abortos,

embarazos ectopicos y nacidos vivos.
|| |Numero de embarazos en total

(Cuantos de sus embarazos resultaron en nacidos vivos?
| | |Numero de embarazos nacidos vivos

(Cuadl era su edad en el nacimiento de su primer hijo nacido vivo?
| | |Edad [ No sabe

(Cuadl era su edad en el nacimiento de su ultimo hijo nacido vivo?
| |__|Edad [ No sabe

(Alguna vez tomo medicamento u hormona como ayuda para quedar embarazada o mantener un

embarazo?
O Si O No (Pase a la pregunta 12)

(Recuerda el nombre del medicamento que tomo, o si este estaba compuesto de hormonas?
Especificar:

(Amamanto a alguno de sus hijos?
O Si
[J No (Pase a la pregunta 15)

(Cual era su edad cuando amamanto por primera vez?
| | |Edad

Pensando en todos sus hijos(as) ;Por cuanto tiempo, semanas o meses, en total los amamanto?
| | |Semanas O | | |Meses
¢) Historial de cirugia ginecologica

(Alguna vez ha tenido histerectomia, es decir, han sido removidos su utero o matriz?
0ISi
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CINo (Pase a la pregunta 16)
[ONo sabe (Pase a la pregunta 16)

16. ;Cual era su edad cuando le removieron su ttero o matriz?
| | | Edad
17. ;Cuantos de sus ovarios han sido removidos?
O Ninguno (Pase a la pregunta 15)
O Eliminacion parcial de uno o ambos ovarios
O Un ovario
O Ambos ovarios
L1 Otro (Por favor especifique )
O No sabe
18. (A qué edad fue su mas reciente remocion de uno o ambos ovarios?
| | | Edad
19. (Ha tenido ligadura de trompas, es decir, han atado sus trompas de Falopio?
01 Si O No O No sabe
d) Uso de anticonceptivos
e)
20. ;Alguna vez ha tomado pastillas anticonceptivas por cualquier motivo (método anticonceptivo,
regular los periodos menstruales, acné, etc.)?
O Si
O No (Pase a la pregunta 26)
[J No sabe (Pase a la pregunta 26)
21. {Qué edad tenia cuando empezo a tomar pastillas anticonceptivas?
| | | Edad
22. ;Por cuantos meses o afios en total ha usado pastillas anticonceptivos?
|| _|Meses O|_| |Aifos
23. {Qué edad tenia cuando dejo de usar pastillas anticonceptivas?
| | |Edad O O Todavia tomo pastillas anticonceptivas
24, ;Usa o0 us6 alguno de los siguientes anticonceptivos?
Edad en | Edad en .
No | laque la que wPor
Tipo de anticonceptivo Si | No S . cuantos
sabe | inicio su | dejo de < o
afos?
uso usarlo
Inyecciones T T O || || Nosabe
Parche hormonal 101 01 L] || || Nosabe
Anillo vaginal O O I L] | || |Nosabe
Dispositivo intrauterino (DIU) LT T[] ] || || Nosabe
Otro (especifique) LT 0T 01 L ||| Nosabe
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f) Hormonas post-menopausia

A veces las mujeres toman hormonas femeninas, como el estrégeno o progesterona durante o después de
la menopausia para controlar sus sintomas como los bochornos. Las siguientes preguntas son acerca del
uso de dichas hormonas, a menudo llamadas terapia de remplazo hormonal o terapia hormonal para la
menopausia.
25. (Alguna vez ha usado terapia de reemplazo hormonal?
I Si
O No (Fin de preguntas hormonales)
[ No sabe (Fin de preguntas hormonales)

26. ;Aproximadamente a qué edad comenzd a tomar la terapia de reemplazo hormonal?
| | _|Edad

27. (Aproximadamente a qué edad dejo de tomar la terapia de reemplazo hormonal?

| | _|Edad O Aun tomo terapia de reemplazo hormonal

28. (Por cuantos meses o afios en total ha usado la terapia de reemplazo hormonal?
| | [MesesO| | |Afos

29. ;Qué tipo de terapia de reemplazo hormonal ha tomado durante el mayor periodo de tiempo?
[ Pastillas de estrogeno
[ Pastillas de progesterona/ progestina
O Pastillas de estrogeno y progesterona/progestina en la misma pildora o en diferentes pildoras
O Cremas de estrogeno, inyecciones o parches
[J Cremas de progesterona/progestina, inyecciones o parches
O Cremas de estrogeno y progesterona/progestina, inyecciones o parches
O No sabe

SECCION E. CONSUMO DE ALCOHOL

Para responder a las preguntas de esta seccion, una bebida alcohélica es igual a lo siguiente:
Cerveza = una botella de 355 ml o lata
Vino = un vaso de 118 ml
Licores = 30 ml (1 shot) o bebida preparada con 30 ml de licor
Si usted bebe mas de un tipo de bebida alcohdlica, afiadir el nimero de bebidas para cada tipo para
obtener el nimero total de bebidas

1. En toda su vida, ;ha bebido al menos 1 bebida de cualquier tipo de alcohol, sin contar los pequeiios

sorbos?

S ettt ens (H
N Ottt O, (Pase a la siguiente seccion)
No sabe/Rechazo responder...........ocveevvevverienienceeeeeennen. Lo (Pase a la siguiente seccion)

2. (Cuantos afios tenias cuando empezaste a beber, sin contar los pequefios sorbos?
No sabe/Rechazo responder ...........ocvevveeveevvenieevecnnenn, Coo
a) Evaluacién de la exposicion reciente
3. Enlos tltimos 12 meses, /con qué frecuencia usted bebid por lo menos una bebida alcoholica?

INUICE oo eee e eeeseeeeeseseeeeeeseeeeeeeees O, (PASE A LA PREGUNTA 5)
<4 VECES EIL UL ITIES. ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeaeeens O,
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Una vez a la semana
2-3 veces por semana
4-7 veces por semana

4. Enlos tltimos 12 meses, en los dias que bebid alcohol, jcuantas bebidas por dia bebio en

promedio?

|__|__| Namero

NO TECUETAA....eeeiiiiiiiiiiiieee e

b) Evaluacion de la exposicion de por vida acumulada

5. (Ha consumido alguna vez bebidas alcohdlicas, como cerveza, vino o licor al menos una vez a la
semana durante 6 meses 0 mas?

NO |:|2
.................................................... D99

(Pase a la siguiente seccion)
(Pase a la siguiente seccion)

6. (A qué edad empezd a consumir bebidas alcohdlicas, como cerveza, vino o licor al menos una vez

a la semana durante 6 meses 0 mas?

En promedio, ;Con que frecuencia bebia por
lo menos una bebida alcohdlica?

En los dias que bebié alcohol a

<4 Una 2.3 dias 4,-7 esa edaq, (',cua.l’ltas bebidas en
. dias | promedio bebio?
Cuando tenia: Nunca | vecesal | vez por por
mes semana | semana por
semana
7a. menor de 20 afios L] No sabe/Rechazo
de edad O - U L U 7b. Ntimero | responder [log
8a.20-29 afios de edad | O, O, O, o, | o, | | |Nosabe/Rechazo
8b. Numero | responder [og
5 L] No sabe/Rechazo
9a. 30-39 afos de edad 0, O, 0O; O, Os 9b. Ntimero | responder Cloo
10a. 40-49 anos de L] No sabe/Rechazo
edad O O s O O 10b. Numero | responder [y
11a. 50-59 anos de L] No sabe/Rechazo
edad O 0 Os e Os 11b. Ntmero | responder [log
~ L] No sabe/Rechazo
12a. 60 afios de edad 0, O, 0O; O, Os 12b. Niimero | responder Cloo

7. Al momento del diagnostico de cancer de mama, ;con qué frecuencia usted bebid por lo menos una

bebida alcoholica?

L1, (PASE A LA SIGUIENTE SECCION)
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< VECES EILUIL ITIES ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseraeeeesens O,
UNa vez a 18 SEMANA. ... oeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeas O,
2-3 VECES PO SEMANA.....ccvveerereeenrieeereesreeesrreensseeesseeessnens Oy

4-7 veces por semana

JAlguna vez un médico le

g . , ; Qué tipo de
indico que tuvo o tiene la Marque la (Qué edad ;’3‘ tamile:n to se le
siguiente condicion? respuesta tenia? R
indico?
U Si L] O Hospitalizacion
Presion alta, no durante el O No Edad g ﬁ:ﬁzmemo
embarazo [ No sabe O Ninguno de los anteriores
O Si L O Hospitalizacion
Colesterol alto O No Edad g ﬁ:ﬁimemo
[ No sabe O Ninguno de los anteriores
I Si, L O Hospitalizacion
Enfermedad de tiroides especificar Edad g ﬁg‘fc‘zmemo
tipo: [ No sabe O Ninguno de los anteriores
O No
U Si L] O Hospitalizacién
Diabetes, no durante el O No Edad g lg/llgtliigéZmento
embarazo [ No sabe O Ninguno de los anteriores
U Si L] O Hospitalizacién
Polipos en el colon o recto | L1 No Edad g ﬁg‘fc‘zmemo
[ No sabe O Ninguno de los anteriores
O Si L O Hospitalizacion
Calculos en la vesicula O No Edad g ﬁg‘féimemo
[ No sabe [ No sabe

O Ninguno de los anteriores
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SECCION F. OTRAS CONDICIONES DE SALUD

Ahora le haré preguntas sobre algunas condiciones de salud (enfermedades).
SECCION G. ANTROPOMETRIA Y ACTIVIDAD FISICA

1. Peso actual

2. Talla actual

3. De acuerdo a las imagenes de siluetas, con ;Cudl se identifica?

I 2 3 4 5 & T 8 ?

Los modelos se clasificaren de acuerdo con los criterios de IMC, categorizindolos de la siguiente manera:

Modelo |: desnutricién 3 Modelo 6: cbesidad |
Modely 2: desnurricién 2 Modelo 7: obesidad 2
Modele 3: desnutricion | Modelo 8 y 9: obesidad 3

Modelo 4: normal
Modelo 5: sobrepeso

Tomado de Pérez-Gil (2010)

4. ;Cual ha sido el peso maximo que ha llegado a tener y qué edad tenia? (excluya el peso de embarazos)

|l |_Ikeg [_|_|_[Edad
Ahora le haré unas preguntas sobre su actividad fisica.
Actividades que 5. ¢(Qué tan seguido participaba en 6. (Qué tan seguido participo
realizaba cuando tenia actividades fisicas vigorosas tales en actividades fisicas
como nadar en piscina olimpica, moderadas tales como
bailar, correr, gimnasia, baloncesto, caminar a paso ligero,
montar en bicicleta rapido, aerobics? voleibol, tenis recreativo,
softbol, ciclismo pausado?
Alrededor de su [0 Diariamente [0 Diariamente
diagnéstico [0 4-6 veces por semana [0 4-6 veces por semana
[0 2-3 veces por semana [0 2-3 veces por semana
O 1 vez por semana O 1 vez por semana
[ 1-3 veces por mes O 1-3 veces por mes
[0 Menos de una vez al mes o nunca [0 Menos de una vez al mes o
nunca

69



ANOTACIONES DEL ENTREVISTADOR

1. La cooperacion del entrevistado fue:

2. La calidad de la entrevista fue (complete para cada seccidn)

No Cuestionable | Generalmente De alta
satisfactoria confiable calidad

Seccién A. Informacion general

Seccion B. Estatus socioeconomico

Seccion C. Historial familiar de cancer

Seccién D. Factores hormonales y reproductivos

Seccion E. Consumo de alcohol

Seccion F. Otras condiciones de salud

Seccidén G. Antropometria y actividad fisica

3. La calidad global de la entrevista fue:
No satisfactoria.......cccceeveerieereineenienieeee 1
Cuestionable..........cocceveevenenrieninieieeeee, 2
Generalmente confiable .............cceeevverieennen. 3 (Comentarios)
De alta calidad...........ccoeeeveecrierierieiieeeen. 4 (Comentarios)

4. La(s) razon(es) por la cual la informacion fue no satisfactoria o la calidad de la informacion cuestionable
fue debido a que el entrevistado: (encierre en un circulo las opciones que aplican)

No sabia informacion suficiente acerca del tema...........cooeeierieieiieiececeeecee e 1
NO qUiSO SEr MAS ESPECITICA ....cuvieurieiieiiieieeieeie et ste et seeeeeens 2
Estaba aburrida o desinteresada ..........coccevevererienenieneneneeeeeeeeeee e 3
Estaba molesta, deprimida 0 €n0jada..........ccceevierrieiieiieiieeeseesie e 4
Tenia problemas para hablar 0 escuchar ..........ccccocoveeveniniiniinnece, 5
Estaba confundida o distraida por interrupciones frecuentes..........c.ceceeveererneenee. 6
Era inhibida por otros a su alrededor .........ccocveiviiiieieeieceeceece e 7
Estaba avergonzada por el tema abordado............ccceevveeviiiniieniecieciecreereeeen 8
Estaba emocionalmente inestable .............ccceeeeiiiiiiiiiiiiiciie e 9
Estaba fisicamente débil/enferma .............coccooeiiiiiiiiiiinieeeeeee e, 10
Otro

(Especificar)
Comentarios:
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ANEXO 3

FRECUENCIA DE CONSUMO DE POLIFENOLES EN ALIMENTOS

Fecha:

Nombre:

Folio:
No.

Expediente:

Fecha de diagnoéstico cancer de
mama:

No.
Inmunohistoquimica:

Trate de recordar la fecha de su diagnéstico de cancer de mama o un acontecimiento importante a ese

momento, ahora ;Con qué frecuencia consumia los siguientes alimentos?

Porcion Frecuencia de Gra |Cla
Alimentos Promedio Tamaiio consumo mos | ve
cH/M G| D|s | M
Frutas y jugos

1- Arandano 1/2 taza
2- Jugo de naranja 1 vaso mediano
3- Ciruela 1 mediana
4- Frambuesa 1 taza
5- Manzana 1 mediana
6- Granada 1 pieza mediana
7- Naranja 1 mediana
8- Mora 3/4 taza
9- Fresa 9 piezas medianas

10- Cereza en almibar

1/4 taza

11- Cereza fresca

20 piezas

12-Durazno almibar

1/2 taza

13- Durazno

2 piezas medianas

14- Nectarina

1 pieza mediana

1 racimo mediano

15- Uvas (20 pz)
Vegetales CH M| G | D S M
16- Lechuga 2 hojas
17- Tomate (crudo, cocido) 1 chico
18- Zanahoria (cocida, 1/2 zanahoria
guisada) mediana
19- Zanahorias crudas 1 mediana
20- Cilantro 1 taza

Platillos Preparados

CH M G | D S | M

21- Frijoles enteros

2 cdas de cocinar

22 - Frijoles guisados (secos,
aguados)

1 cda de cocinar
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Salsas, aderezos y

sazonadores CH
23-
Salsa/tomate/picada/enlatada | 3 cucharaditas
24- Salsa/tomate/hecha en casa | 3 cucharaditas
25- Salsa de tomate picante 3 cucharadas
enlatada soperas
Tortillas, panes y botanas CH
26- Pan integral 2 rebanadas
27- Pan integral tostado 2 rebanadas
Aceites CH
28- Aceituna verde con hueso | 6 piezas
29- Pistacho 18 piezas
30- Nuez 3 pzas
Azcares
31- Mermelada (fresa,
zarzamora, mora, durazno) 1 cucharada
Bebidas CH
32- Vino tinto 2 copas
33- Cerveza 1 lata (355ml)
1 caballito
34- Cofiac (60mL)
35- Café 1 taza
1 caballito
36- Ron (60mL)
1 caballito (60
37- Whisky mL)
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