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RESUMEN

Actualmente se ha propuesto el uso de biomarcadores para el cancer de mama
(CaMa), como el acido sialico (AS), el cual ha demostrado ser un rasgo caracteristico
en la saliva de estas pacientes. Dentro de su etiologia multifactorial, el uso de
anticonceptivos hormonales (AH) ha aumentado a nivel mundial, se conoce que
una exposicion prolongada a estrogenos tanto exdgenos como enddgenos, puede
favorecer su desarrollo, ademas se han encontrado polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) relacionados con su biosintesis y metabolismo, uno de ellos
en el gen ESR1 que codifica para receptores de estrégeno, denominado rs3020314.
En este trabajo se evaluaron las concentraciones de AS (analizadas por Raman
SERS) y el SNP rs3020314 (mediante PCR tiempo real) a manera de
biomarcadores de riesgo en 13 pacientes con CaMa y 30 mujeres sanas. La
concentracion media de AS para las pacientes fue de 18.15 mg/dL y de 5.51 mg/dL
para el grupo control. Para la evaluacién del SNP, se obtuvo la frecuencia de genotipos,
la variante mas frecuente para ambos grupos de estudio fue la heterocigota (CT),
seguida de la heterocigota mutada (TT) para pacientes y homocigota silvestre (CC)
para el grupo control. Se realizé un analisis multivariado a través de regresion logistica
para identificar factores de riesgo para CaMa modificables y no modificables asociados
con la presencia del SNP del gen ESR1. De acuerdo, con estos resultados, no se

encontrd ninguna asociacion entre estos factores de riesgo y la presencia del SNP.

Palabras clave: Cancer de mama, biomarcador, acido sialico, polimorfismo genético,
gen ESR1.
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ABSTRACT

Currently, the use of biomarkers for breast cancer (BC) has been proposed, such as
sialic acid (SA), which has been shown to be a characteristic feature in the saliva of
these patients. Within its multifactorial etiology, the use of hormonal contraceptives
(HA) has increased worldwide, it is known that prolonged exposure to both exogenous
and endogenous estrogens can favor its development, and single nucleotide
polymorphisms (SNP) have also been found related to its biosynthesis and metabolism,
one of them in the ESR1 gene that codes for estrogen receptors, called rs3020314.
In this work, AS concentrations (analyzed by Raman SERS) and the SNP rs3020314
(using real-time PCR) were evaluated as risk biomarkers in 13 patients with BC and 30
healthy women. The mean SA concentration for patients was 18.15 mg/dL and 5.51
mg/dL for the control group. For the evaluation of the SNP, the frequency of genotypes
was obtained, the most frequent variant for both study groups was heterozygous (CT),
followed by mutated heterozygous (TT) for patients and wild-type homozygous (CC)
for the control group. A multivariate analysis was performed through logistic regression
to identify modifiable and non-modifiable risk factors for CaMa associated with the
presence of the ESR1 gene SNP. In agreement, with these results, no association was

found between these risk factors and the presence of the SNP.

Keywords: Breast cancer, biomarker, sialic acid, genetic polymorphism, ESR1 gene.
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama (CaMa) es el tipo de cancer con mayor incidencia y la principal
causa de muerte entre las mujeres a nivel mundial. Esto es debido a que en la mayoria
de los casos la enfermedad se diagnostica en etapas avanzadas, por lo que la
deteccion temprana sigue siendo fundamental para su control, ya que la tasa de
supervivencia relativa puede llegar a ser del 100% si se detecta en estadio O o |, y
disminuye hasta un 22% en el estadio IV.

Es importante mencionar que los métodos de diagnéstico, como la mamografia, solo
estan indicados para mujeres a partir de 40 afos, de esta manera el diagnostico se
encuentra limitado para las mujeres menores a 40 anos, con ello, existe la necesidad
de investigar nuevos enfoques basados en diagndstico molecular, como el uso de
biomarcadores. Actualmente, se ha demostrado que los niveles de acido sialico (AS)
en saliva son un rasgo caracteristico en las pacientes con CaMay, por lo tanto, se han
sugerido como un marcador predictivo no invasivo complementario al diagnéstico en

pacientes con este tipo de cancer.

Ademas, de acuerdo con su etiologia, el CaMa es multifactorial, es decir, se da entre
interacciones de factores modificables, como puede ser la inactividad fisica, el
sobrepeso u obesidad, historial reproductivo, uso de anticonceptivos hormonales (AH),
entre otros, y no modificables, como el sexo, el envejecimiento, antecedentes
familiares y las mutaciones genéticas, estos ultimos, desafortunadamente no

dependen del individuo.

Con base en lo anterior, dando especial enfoque en la poblacion de mujeres jovenes,
uno de los factores modificables menos evaluados y mas controversiales es el uso de
AH. De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS) la cifra de mujeres en
edad reproductiva a nivel mundial en el 2021 fue de 1900 millones, de las cuales, 851
millones utilizaban AH. Aunque aun no se determina el mecanismo por el cual los AH

se asocian con el CaMa, se conoce que una exposicion prolongada a hormonas



endbégenas y exoégenas (estradiol y progesterona) favorecen el riesgo para su

desarrollo.

Recientemente se han realizado estudios de casos y controles, los cuales evaluan
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) involucrados en la biosintesis y
metabolismo de los estrégenos que podrian participar en el desarrollo de la
enfermedad. Dentro de estos estudios se han encontrado posibles mutaciones en el
gen ESR1 que codifica para una de las isoformas del receptor de estrogeno (RE),
resultando asi con distintos SNP relacionados como factor de riesgo, uno de ellos,
rs3020314.

Debido a esto, se propuso evaluar las concentraciones de AS y determinar el SNP del
gen ESR1 (rs3020314) a manera de biomarcadores de riesgo para favorecer la

detecciéon temprana del CaMa ante el uso de AH como factor predisponente.



2. ANTECEDENTES

El CaMa es el cancer diagnosticado con mayor incidencia y la principal causa de
muerte entre las mujeres a nivel mundial con el 23.8 % (2.29 millones) del total de
nuevos casos y el 15.4 % (666 mil) del total de muertes relacionadas con él (WHO,
2022).

En México, durante el 2022, 87,880 personas fallecieron a causa de tumores malignos,
7,888 muertes fueron debidas a CaMa, de las cuales 99.4 % fueron mujeres y 0.6 %
fueron hombres. De igual manera, la tasa de mortalidad para mujeres de 20 afios y
mas, es de 18 defunciones por cada 100 mil mujeres, aumentando a 48.24 defunciones
en mujeres de 60 afios y mas (INEGI, 2022). En 2022, se registraron 23,760 nuevos
casos de CaMa en México, de acuerdo con el Boletin Epidemiolégico Nacional de la
semana 52 de la Secretaria de Salud (Secretaria de Salud, 2022). En San Luis Potosi
la incidencia se presenta en un rango de 6.96 a 36.04 por cada 100 mil mujeres, asi
como una tasa de mortalidad de 18.7 por cada 100 mil mujeres (INEGI, 2022).

2.1 Definicion de cancer de mama

El CaMa se define como la proliferacion acelerada e incontrolada de células del epitelio
glandular. Son células que han aumentado enormemente su capacidad reproductiva.
Las células de CaMa pueden diseminarse a través de la sangre o de los vasos
linfaticos y llegar a otras partes del cuerpo, adherirse a los tejidos y crecer formando
metastasis (IMSS, 2017). De acuerdo con la Clasificacién Internacional de
Enfermedades en su décima edicidon (CIE-10), esta enfermedad se encuentra como

tumor maligno de la mama con el codigo C50.
2.2 Clasificaciéon

Existen distintos tipos de CaMa con caracteristicas morfolégicas y biologicas
especificas, las cuales determinan su prondstico y tratamiento. Es por ello por lo que
se tiene una clasificacion, la cual proporciona un diagndéstico preciso de la enfermedad

para la toma de decisiones médicas (Tsang & Tse, 2020).



Esta clasificacion se basa principalmente en el tipo de CaMa, subtipo molecular y el
estadio de la enfermedad. A su vez, el tipo de CaMa depende del area anatémica de
la mama afectada (conductos, lobulos o tejido intermedio), el origen de la célula
(carcinoma si surgen del componente epitelial o sarcoma, si surgen de los
componentes estromales). De esta manera, la mayoria de los CaMa son carcinomas
y se subdividen en tres grupos principales de acuerdo con caracteristicas patolégicas

e invasividad como: no invasivo (in situ), invasivos y metastasicos (Feng et al., 2018).

Los subtipos moleculares del CaMa consisten en la expresion genética de los
receptores de estrégeno (RE), receptores de progesterona (RP), factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HERZ2) y del marcador celular de proliferacion Ki-67,

proporcionando asi cuatro subtipos:

e Luminal A: RE+, RP %, HER2 - y niveles bajos de Ki-67, representan
aproximadamente el 70 % de los CaMa y suelen ser de bajo grado y mejor
prondstico.

e Luminal B: RE+, RP +, HER2 t y niveles altos de Ki-67, representan del 10 al
20 % de los CaMa, crecen un poco mas rapido que los canceres luminal A y
tienen un prondstico un poco peor.

e HER2: RE-, RP -, HER2 + y niveles altos de Ki-67, representan del 5 al 15 % de
los CaMa, crecen mas rapido que los canceres luminares y tienen un prondstico
mas grave.

e Triple negativo: RE-, RP -, HER2 - y niveles altos de Ki-67, representan del 15 al
20 % de los CaMa, es de alto grado y su comportamiento es mas agresivo (Feng
et al., 2018; Pisarev et al., 2010).

Por ultimo, la estadificacién TNM, de acuerdo con el Comité Conjunto Estadounidense
sobre el Cancer (AJCC, por sus siglas en inglés) se basa en el tamano del tumor (T1-
T4), el estado de los ganglios linfaticos (NO-N3) y el grado de metastasis (MO/M1). Al
combinar estos factores se estadifica la enfermedad en cinco etapas (Tsang & Tse,
2020):



e Estadio 0: tumor no invasivo con tamafio < 20 mm.

e Estadio I: tumor invasivo con tamafio > 20 mm. Se subdivide en |A e IB.

e Estadio Il: el tumor mide de 20 a 50 mm y se ha propagado en 1 a 3 ganglios
linfaticos. Se subdivide en IIA e |IB.

e Estadio lll: el tumor es > 50 mm y se detecté en 4 a 9 ganglios linfaticos. Se
subdivide en IlIA, IIIB e IIIC.

e Estadio IV: el tumor se ha diseminado a diferentes 6rganos del cuerpo.
2.3 Factores de riesgo

Un factor de riesgo, en definicibn se considera cualquier cosa que afecte la
probabilidad de que un individuo padezca una enfermedad (Feng et al., 2018).

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-041-SSA2-2011, Para la prevencion,
diagnostico, tratamiento, control, y vigilancia epidemiologica del cancer de mama. Los
factores de riesgo se distinguen en cuatro grandes grupos: 1) biolégicos, 2)
iatrogénicos o ambientales, 3) de historia reproductiva y 4) de estilos de vida. Los
primeros son no modificables; los segundos escapan del control de la poblacién, los
del tercer grupo se asocian en beneficios en la salud reproductiva mayores que las
posibles desventajas, y los del cuarto grupo son modificables y se enfocan a promover

las conductas favorables a la salud que disminuyan el riesgo de desarrollar CaMa (9).
1) Factores de riesgo biolégicos:

e Sexo femenino: las mujeres tienen una probabilidad 100 veces mayor de
padecer CaMa que los hombres, debido al componente hormonal (Feng et al.,
2018; Sun et al., 2017).

e Envejecimiento: la incidencia del CaMa se relaciona fuertemente con el
aumento de edad (40 a 60 afios) debido a que a lo largo de los afos las células
del cuerpo pueden acumular mutaciones genéticas y a su vez los mecanismos

de reparacion se vuelven menos eficientes (Feng et al., 2018).



Historia personal o familiar de CaMa: tener un pariente de primer grado
duplica el riesgo en una mujer, mientras que tener dos parientes de primer grado
con la enfermedad, aumenta el riego hasta 3 veces (Sun et al., 2017).
Antecedentes de hallazgos de hiperplasia ductal atipica, imagen radial o
estrellada, asi como carcinoma lobulillar in situ por biopsia.

Vida menstrual de mas de 40 afos (menarca antes de los 12 afos y
menopausia después de los 52 afios): pueden aumentar el riesgo debido a una
mayor exposicion a hormonas endogenas (estrogeno y progesterona) (Feng et
al., 2018; Sun et al., 2017).

Densidad mamaria: disminuye la posibilidad de deteccion de un posible CaMa
mediante una mamografia, ya que le tejido denso puede ocultarlo (Feng et al.,
2018).

Mutaciones genéticas: Ser portador conocido de los genes BRCA1 o BRCAZ2.

2) latrogénicos o ambientales:

Exposicion a radiaciones ionizantes principalmente durante el desarrollo
o crecimiento (in utero, en la adolescencia).

Tratamiento con radioterapia en térax: el riesgo aumenta, si la persona
recibidé radiacién siendo adolescente, cuando los senos aun estaban en

desarrollo (Feng et al., 2018).

3) Relacionados con la historia reproductiva:

Nuligesta.

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

Terapia hormonal en la peri o postmenopausia por mas de cinco anos.
Control de natalidad y uso de AH: la principal fuente de hormonas exégenas

(estrégeno y progesterona) son los AH (Sun et al., 2017).

4) Relacionados con estilo de vida:

Alimentacion rica en carbohidratos y baja en fibra.



¢ Dieta rica en grasas tanto animales como acidos grasos trans.

e Sobrepesos significativo u obesidad: antes de la menopausia, los ovarios
producen la mayor parte del estrégeno del cuerpo, y el tejido graso solo una
pequeina parte, después de la menopausia los papeles se invierten; por lo
tanto, entre mas tejido graso, mayor nivel de estrogenos y con ello, mayor
riesgo (Feng et al., 2018).

e Sedentarismo: los niveles de actividad fisica afectan el peso corporal, las
hormonas y el equilibrio energético (Feng et al., 2018).

e Consumo de alcohol mayor a 15 g/dia: eleva el nivel de hormonas
relacionadas con el estrogeno en la sangre y activar las vias del receptor de
estrégeno (Sun et al., 2017).

e Tabaquismo.

Con fines de este trabajo, nos enfocamos principalmente en un factor modificable
como es el uso de anticonceptivos hormonales y un factor no modificable, como son

las mutaciones genéticas.
2.3.1 Métodos anticonceptivos

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (1993). NOM-005-SSA2-1993, de los
servicios de planificacion familiar. Los métodos anticonceptivos (MA) son utilizados
para regular la capacidad reproductiva de un individuo o una pareja con el fin de evitar

un embarazo.

De acuerdo con la OMS, la cifra de mujeres en edad reproductiva (15 a 49 afios) a
nivel mundial en el 2021 fue de 1900 millones. Entre 2000 y 2020, el numero de
mujeres que utilizaron un MA paso6 de 663 millones a 851 millones, aumentando la tasa
de uso de 47.7 % a 49 %. De acuerdo con los datos proporcionados por la Encuesta
Nacional de la Dinamica Demografica (ENADID) en el 2018, el porcentaje de mujeres
en edad fértil usuarias de MA en Meéxico es de 53.4 %, lo que equivale

aproximadamente a 17.6 millones.

Existen diversas maneras de clasificar los MA, entre ellas:



a) Métodos anticonceptivos no hormonales:
e Reversibles:
v' Métodos de barrera: preservativos masculino y femenino, diafragma,
esponja vaginal, dispositivo intrauterino (DIU) T de cobre.
e Permanentes:
v/ Salpingoclasia.
v Vasectomia.
b) Métodos anticonceptivo hormonales:
¢ Anticonceptivos orales.
¢ Anticonceptivos inyectables.
e Implante subdérmico.
e Parche anticonceptivo.
e Sistema intrauterino (SIU) con liberacién hormonal.

¢ Anillo vaginal.

Los métodos hormonales estan compuestos de hormonas sexuales femeninas
sintéticas, como estrogenos y progesterona (Diaz & Schiappacasse, 2017). Los AH se

consideran métodos temporales y a su vez se clasifican en dos grupos:

e Los combinados de estrogeno y progestina.

e Los que contienen solo progestina.

Para comprender el mecanismo de accion de los AH, es importante recordar la funcion
de las hormonas enddgenas, estrégeno y progesterona, asi como su regulacion

durante las fases del ciclo menstrual.

La regulacién hormonal del ciclo reproductor femenino se lleva a cabo por medio del
“‘Eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonada”, el cual esta controlado por mecanismos de

retroalimentacion.

El hipotalamo se encarga de producir la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) la cual a su vez estimula la liberacion de la hormona foliculoestimulante

(FSH) y hormona luteinizante (LH) por parte de la adenohipdfisis. Estas ultimas



dos hormonas estimulan el crecimiento de los foliculos ovaricos y a la par, la
secrecion de estrogenos en las células de la granulosa. A la mitad del ciclo, la LH
provoca la ovulacidon y contribuye a la formacion del cuerpo luteo, el cual produce

y secreta estrogenos, progesterona, relaxina e inhibina (Tortora & Derrickson, 2013).

La duracién habitual del ciclo reproductor femenino oscila entre 24 a 35 dias y se
divide en cuatro fases: la fase menstrual, la fase preovulatoria, la ovulacion y la
fase posovulatoria. Durante la fase preovulatoria existe una secrecidén creciente de
estrégenos e inhibina por parte de las células de la granulosa folicular que
permiten la reparacion y proliferacion del endometrio en el utero, asi como al aumento
de las secreciones cervicales. Al inicio de la fase preovulatoria, los
niveles moderados de estas hormonas ovaricas inhiben la liberacién de FSH y LH.
Sin embargo, durante la ultima parte de esta fase se encuentran altos niveles de
estrégenos, por lo que se ejerce un efecto de retroalimentacion positiva
estimulando la liberacion de GnRH y LH, promoviendo asi la ovulacion. Durante la
fase de ovulacion, la LH induce la eclosion del foliculo maduro y la expulsion del
ovocito secundario. En la fase posovulatoria, los restos del foliculo conllevan a la
formacion del cuerpo Iuteo, que al ser estimulado por la LH, produce una
secrecion aumentada de estrogenos y progesterona, provocando la preparacion
del endometrio para la llegada de un ovulo fertilizado. Si el ovocito no es
fecundado, la actividad secretora del cuerpo luteo disminuye y se degenera en
cuerpo albicans, provocando la menstruacion. A medida que los niveles de
estrogeno y progesterona disminuyen, la liberacion de GnRH, FSH y LH aumenta
debido a la perdida de retroalimentacioén negativa (Tortora & Derrickson,2013; Messinis
et al., 2014).

El mecanismo de accion de los AH combinados se basa en la inhibicion de la
ovulacion por medio de la supresion de las gonadotrofinas FSH y LH. Los bajos
niveles de estas hormonas evitan el desarrollo de un foliculo dominante en el
ovario y, por lo tanto, no se incrementan los niveles de estrogeno. Lo anterior

provoca que no se genere el pico de LH a la mitad del ciclo y de esta manera, se



inhibe la ovulacién. Los AH que solo contienen progestageno incrementan el
espesor del moco cervical y pueden bloquear la implantacion en el utero, pero no

inhiben la ovulacion (Messinis et al., 2014).
2.3.1.1 Relacion con el cancer de mama

Como se mencion6 anteriormente la exposicidon prolongada a hormonas ovaricas
constituye un factor de riesgo para el desarrollo del CaMa. Lo anterior incluye: ciclos
menstruales prolongados; produccion excesiva de hormonas en la obesidad
posmenopausica; asi como el uso de anticonceptivos hormonales y/o terapia de
reemplazo hormonal. Aunque se desconocen los mecanismos precisos, existen
distintas hipotesis (Del Pup et al., 2019; Finlay et al., 2015).

Una de ellas es enfocada a las progestinas, las cuales pueden estimular la proliferacion
de células madre normales susceptibles a transformarse o activan a células madre

malignas ocultas, promoviendo asi la aparicién de tumores (Finlay et al., 2015).

Otra hipdtesis, se enfoca en los mecanismos hormonales y no hormonales de los
estrogenos. ElI mecanismo hormonal ocurre en los organos dependiente de
hormonas, en los cuales los estrégenos se unen al receptor de estrogeno (RE)
para estimular la proliferacién celular, sin embargo, es necesario un detonante
genotdxico para inducir mutaciones. Por otro lado, se habla de un mecanismo no
hormonal en el cual los estrogenos (estrona y estradiol) pueden actuar como
carcindégenos quimicos endogenos. En este mecanismo, los estrégenos se oxidan
de catecol a semiquinonas y posteriormente a quinonas. Este ultimo metabolito
puede reaccionar con el ADN formando asi aductos despurinantes en el N-3 de
Adenina y N-7 de Guanina. Posteriormente, los aductos se desprenden del ADN y
dejan sitios apurinicos. La reparacion erronea de los sitios apurinicos da lugar a
mutaciones criticas que podrian iniciar el desarrollo cancer. EI metabolismo de
los estrogenos a través de esta via esta equilibrado por un conjunto de enzimas
que minimizan su oxidacién a quinonas y con ello, la reaccion con el ADN. No

obstante, es importante mencionar que existen factores endégenos y exdgenos,

10



como el estilo de vida, la dieta, el envejecimiento, el medio ambiente y factores
genéticos que pueden alterar la homeostasis y con ello provocar el inicio del
cancer. Algunos estudios han reportado el desequilibrio en la homeostasis de los
estrogenos en el tejido mamario de mujeres con CaMa (Del Pup et al., 2019; Cavalieri
& Rogan, 2014).

Normalmente los estudios que asocian el uso de AH con el desarrollo de CaMa han
sido realizados a través de estudios de casos y controles en distintas poblaciones, en

los cuales se evalua a los AH en conjunto con otros factores de riesgo.

En un estudio realizado por Bardaweel et al. (2019) evaluaron a 450 mujeres jordanas
(n=225 casos y 225 controles; 18-65 afios de edad) con la finalidad de explorar
cualquier posible relacion entre el uso y duracion de los anticonceptivos orales (AO) y
el riesgo de CaMa. Sus resultados demuestran que el uso regular de AO se asocia de
manera significativa con un mayor riesgo de padecer CaMa (OR = 2.25, IC 95% 1.34
—2.79; p = 0.002), mientras que la duracion del uso no presentd asociacion (p >0.05).
Adicionalmente, se encontré que otros factores de riesgo tuvieron asociacion
significativa con el desarrollo de CaMa, incluyendo: edad de la menarquia y
menopausia, embarazo previo, estado menopausico, asi como antecedentes

familiares de cancer.
2.3.2 Mutaciones genéticas

En cuanto a los factores no modificables, datos epidemioldgicos de pacientes a nivel
mundial con CaMa sin analisis de estratificacion por edad, describen que del 10 al 30
% de los casos de CaMa se atribuyen a la historia familiar, es decir que tienen al menos
un familiar de primer grado afectado. Un porcentaje menor del 5 al 10 % de los casos
de CaMa tienen un componente hereditario fuerte, el cual se genera por mutaciones
genéticas en genes de susceptibilidad como el BRCA1 (breast cancer 1, “cancer de
mama 1”) o BRCAZ2 (breast cancer 2, “cancer de mama 2”) (Feng et al., 2018; Gémez
et al., 2017).
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Sin embargo, las mutaciones en los genes BRCA1 o BRCAZ2 no explican el desarrollo
de cancer en todas las familias propensas al CaMa, por lo que se han identificado otro

tipo de mutaciones en varios genes de susceptibilidad (Gomez et al., 2017).

Las mutaciones se dividen principalmente en: mutaciones altamente penetrantes que
se asocian con un riesgo relativo (RR) superior a 5, mutaciones de penetracion
intermedia que confieren un RR de 1.5 a 5y los loci de baja penetrancia que tienen un
RR menor a 1.5, estos ultimos suelen ser polimorfismos (Gomez et al., 2017).

2.3.2.1 Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)

Recientemente se han realizado estudios de asociacion de casos y controles que
permiten la deteccion y evaluacion de pequefos /loci de riesgo, los cuales se han

relacionado a polimorfismos de un solo nucleotido (SNP).

Se considera que la exposicidon a hormonas sexuales representa un factor de riesgo
para CaMa. Ademas, la presencia de SNP en los genes que estan involucrados en la
biosintesis y metabolismo de los estrégenos podrian participar en el desarrollo de la
enfermedad (Feng et al., 2018; Gémez et al., 2017).

Los efectos de los estrogenos sobre los tejidos diana esta mediados por los
receptores de estrégeno (RE), los cuales forman parte una superfamilia de receptores
nucleares que actuan como factores de transcripcion inducibles por ligando, en
este caso por estrogeno. A su vez, modulan la transcripcion de otros genes y
receptores de membrana. En el ser humano, se conocen dos isoformas de los RE, una
es el receptor de estrogeno a (REa) que es codificado por el gen ESR17 (6925.1) y otra
es el receptor de estrégeno B (REB) que es codificado por el gen ESR2 (14922-24)
(Gebreslasie et al., 2019).

Ambos receptores contienen dominios con varios grados de similitud, conservando la
capacidad de formar heterodimeros. En el extremo N-terminal se localiza el dominio
de activacion de funcion 1 (AF-1) y en el extremo C-terminal se encuentra el dominio
de activacion de funcion 2 (AF-2). Estos dominios reclutan varias proteinas, como los

correguladores transcripcionales y sus funciones son especificas de cada tejido.
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Mientras que AF-1 funciona de manera independiente de estrégeno y AF-2 lo hace de
manera dependiente. También se encuentra el dominio de unioén a ligando (LBD) que
reconoce hormonas estrogénicas, principalmente 17-betaestradiol (E2) y el dominio
con mayor identidad (96%) es el dominio de union al ADN (DBD), que media la
interaccién de los dimeros RE y los elementos de respuesta a los estrégenos (ERE)
de sus genes diana. Por su parte, LBD y DBD se encuentran separados por una region

bisagra (Tecalco et al., 2019; Porras et al., 2021).

Ademas de la via dependiente de ERE, los RE también tienen la capacidad de regular
la transcripcion sin la participacion de los ERE. Este proceso es mediado por
coactivadores y correpresores, incluidos el BRCA1, el cual actua parcialmente como
supresor de tumores inhibiendo la senalizacion de ERa. Como se menciond en un
inicio, el 70 % de los CaMa tienen expresion de este tipo especifico de receptor (REa)
por lo cual juega un papel importante en la patogénesis de los CaMa (Feng et al.,
2018).

2.3.2.1.1 Gen ESR1
El gen ESR1 humano se ubica en el locus q.25-1 del cromosoma 6, comprende ocho
exones que junto con los intrones abarcan 296 kb y expresa REa en tejidos diana de

estrégenos como utero, mama y ovario (Gebreslasie et al., 2019).

En el tejido mamario humano normal, la expresion de ESR17 se restringe al
compartimento epitelial. Solo del 7 al 10% de las células expresan REa. A su vez, este
receptor se encuentra ausente en células mioepiteliales diferenciadas y presente en
solo una fraccién de células luminales, donde los niveles de expresion varian a lo largo
de la vida, especificamente después de la pubertad, asi como durante los ciclos
menstruales, el embarazo y la lactancia. También se ha observado una expresion
elevada de ESR1 en distintos tipos de CaMa, lo que sugiere que la desregulacion del
nivel de expresion de este gen puede estar implicada en el desarrollo de esta patologia,
aunque no esta claro si esta expresion desregulada es suficiente para impulsar la
tumorigénesis en la glandula mamaria humana (24). Sin embargo, se ha propuesto un

mecanismo en el cual se vincula la exposicion a los estrégenos con el desarrollo de
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CaMa debido a su unién con el receptor en el tejido mamario, estimulando asi la
proliferacion y diferenciacion de estas células, lo que ocasiona una mayor
susceptibilidad a la transformacion por carcinbgenos quimicos ambientales
(Gebreslasie et al., 2019).

Debido a esto, se han evaluado posibles mutaciones en el gen ESR1 en distintas
poblaciones, resultando asi con polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)
relacionados como factor de riesgo, uno de ellos, denominado rs3020314 (Porras et
al., 2021).

El SNP rs3020314 se encuentra en el intron 4 del gen ESR1 en la posicién +2464 y
ocasiona un cambio de una citosina por una timina (C—>T). Esta ubicacion intronica
plantea la posibilidad de que se genere un empalme de RNA conocido como DSERa y
por lo tanto, una delecion del exén 5 que ocasiona un codén de terminacién prematuro
en el exdén 6 y, por lo tanto, un receptor que carece de los dominios de unién a
hormonas y activacion de genes. Se ha sugerido que DSERa puede ser capaz de
activar constitutivamente en ausencia de estrégenos (Porras et al., 2021; Quan et al.,
2014; Dunning et al., 2009).

Como se menciond anteriormente, este polimorfismo ha sido evaluado en distintas
poblaciones; el estudio mas reciente realizado por Gebreslasie et al. (2017) describe
la asociaciéon del SNP de ESR1 (rs3020314) con la predisposicién al CaMa en mujeres
sudanesas y ,estudiaron la correlacién de los genotipos de este SNP con factores de
riesgo. Se observd una asociacion significativa de CaMa con el genotipo CT de SNP
rs3020314 (p =0.02) en comparacion con el genotipo CC de tipo silvestre. Ademas, el
genotipo CT también se asocidé con factores de riesgo como un IMC elevado (= 25
Kg/m?) y una edad de menarquia temprana (< 13 afios). Con lo que concluyeron que
este SNP podria contribuir a un mayor riesgo de CaMa en las mujeres sudanesas.

En otro estudio realizado por Quan et al. (2014) probaron en mujeres de ascendencia
europea y africana las asociaciones entre el riesgo de CaMa y un conjunto especifico

de 20 genes que se sabe que estan involucrados en la sintesis, el metabolismo y la
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respuesta de los estrogenos, entre ellos rs3020314. Se observd una asociacion
significativa de CaMa con el genotipo CT (p=0.00009), esto unicamente en mujeres de
ascendencia europea. Un tercer estudio que confirma esta asociacién es el realizado
por Dunning et al. (2009) en el cual encontraron una asociacién con un aumento en la
susceptibilidad al CaMa con un modo de accion dominante en las poblaciones
europeas. Ademas, el aumento del riesgo parece recluirse en gran medida al riesgo
de tumores con RE positivos. La regién etiquetada por SNP rs3020314 contiene una
secuencia que esta mas conservada en especies de mamiferos que el resto del intron

4, y puede alterar sutiimente la proporcion de dos formas de empalme de ARNm (26).
2.4 Diagnostico

La valoracion adecuada de los signos y sintomas en relacion con la mama, deben
tomar en cuenta: edad, factores de riesgo, bilateralidad, examenes previos, y
sintomas. La posibilidad de que una masa palpable sea maligna aumenta a mayor
edad, en la posmenopausia y con las siguientes caracteristicas en el examen fisico:
consistencia firme, aspecto solido, bordes irregulares, escaso desplazamiento sobre
la piel, la regidn costal o los tejidos que le rodean, unilateral, no dolorosa y la presencia

de adenopatias axilares (Secretaria de Salud, 2011).
Se debe referir a una unidad especializada de mama a las mujeres con:

e Tumoracién mamaria de caracteristicas malignas a cualquier edad.

o Alteraciones de la piel como ulceracién, retraccion de la piel o pezon,
engrosamiento de la piel.

e Nueva tumoracion en mujeres con nodularidad preexistente.

e Nodularidad asimétrica que persiste después de la menstruacion en mujeres
menores de 35 afios con antecedentes familiares de CaMa o en mujeres de 35 o
mas afos de edad.

e Descarga sanguinolenta, abundante o persistente por el pezon.

La deteccion del CaMa con el uso de la mamografia de tamizaje es una herramienta

que permite diagnosticar de manera temprana la enfermedad, este estudio se
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realiza a partir de los 40 afios de edad y asi cada 2 a 3 afos; en caso de que se
encuentre la presencia de una masa palpable en glandula mamaria, se debe
realizar el estudio de ultrasonido, ademas existen otras técnicas de imagen
complementarias como son: radiografias, tomografia computarizada (TC) e imagen
por resonancia magnética (IRM), aunque el examen de biopsia sigue siendo la mejor
opcion para la decision diagndstica y terapéutica final por su confirmacién a través del
estudio histopatoldgico (IMSS, 2017; Liang et al., 2018).

Sin embargo, la detecciéon temprana sigue siendo una parte fundamental para el
control del CaMa, ya que la tasa de supervivencia relativa a 5 afios llega a ser del
100% si se detecta en estadio 0 o I; mientras que el porcentaje disminuye a 93 y a
72% en los estadios Il y I, respectivamente; y se reduce al 22% cuando se diagnostica

en el estadio IV (Hernandez et al., 2017).

Los métodos de diagnodstico también influyen en la tasa de supervivencia, debido a
que se encuentran limitados para las mujeres menores de 40 anos, es por ello por lo
que se busca explorar enfoques innovadores basados en diagnéstico molecular como

la identificacién de biomarcadores especificos.

En un estudio previo realizado en San Luis Potosi, S.L.P., por Hernandez et al (2017)
determinaron la concentracion de acido sialico (AS) en saliva como biomarcador para
diagnostico de CaMa en mujeres. Se evaluaron 206 muestras de saliva, 106 de
mujeres sanas y 100 de pacientes con diagnostico de CaMa. Se determind la
concentracion de AS mediante la técnica de Superficie Amplificada por Dispersion
Raman (SERS, por sus siglas en ingles “Surfaced-Enhanced Raman Spectroscopy)
producida por nanoparticulas de plata (AgNPs) reducidas con citrato, se concluyé que
las concentraciones de AS del grupo control (mujeres sanas) presentaban una
distribucion normal con una media estimada de 3.5 + 1.0 mg/dL a comparacién de las
pacientes con CaMa donde existe una amplia dispersion de concentraciones que

varian de 5 a 40 mg/dL, con una media de 18.3 £ 9.7 mg/dL.
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2.4.1 Acido sialico como biomarcador

El término «acido sialico» etimoldégicamente proviene del griego «sialos» cuyo
significado es saliva (Reglero et al., 2007). De los diversos acidos sialicos naturales,
el mas comun es el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), es la forma predominante y
casi la unica que podemos encontrar en fluidos corporales y tejidos humanos
(Garimaldi et al., 1983). La formula quimica del AS es C11H19NOgy esta compuesta por
un anillo de piranosa que consta de cinco atomos de carbono y un atomo de oxigeno,
un N-acetil (N-CHsCO), un grupo carboxilo (CO-OH) y un residuo de glicerol (C3H703).
En el ser humano estan presentes en liquido cefalorraquideo, saliva, suero y orina,
pero lo mas frecuente es que se encuentren formando parte de estructuras
macromoleculares glucidicas tales como mucinas, glicoproteinas y glucolipidos
(Hernandez et al., 2019).

Dentro de este contexto, existe o que se conoce como sialilacion, un estado alterado
del mismo esta asociado con el cancer, ya que la sialilacién de glicoproteinas regula
las propiedades celulares, como la adhesién célula-célula y célula-matriz, la migracion
de las células, la respuesta a estimulos extracelulares y la interaccién con las células
inmunitarias. Las células de CaMa utilizan las diversas funciones del AS para su
progresion y metastasis (Nagasundaram et al., 2020; Pally et al., 2021).

El AS se biosintetiza en el citosol utilizando N-acetimanosamina (ManNAc) y se
activa con monofosfato de citidina (CMP) en el nucleo, seguido de la adicion de AS
a las glicoproteinas mediante sialiltransferasas (Nagasundaram et al., 2020). Las
sialiltransferasas son una familia de enzimas que catalizan la transferencia de AS a los
oligosacaridos. Estas enzimas se encuentran ancladas a la membrana de la red trans
del aparato de Golgi. Se conocen 20 sialiltransferasas las cuales presentan diferencias
en la afinidad por el sustrato que reconocen y se clasifican en funcion del tipo de enlace
que forman. Los AS pueden estar unidos en enlace a-2,3 o a-2,6 a residuos de
galactosa (Gal) o en enlace a-2,6 a residuos de N-acetil galactosamina (GalNAc) y

en enlace a-2,8 a otro residuo de AS. Los diferentes tipos de enlace que forman da
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como resultado una gran diversidad de estructuras derivadas del AS (Morales &
Vallejo, 2007).

En las membranas de células bien diferenciadas se encuentra el AS localizado en
posicion a-2,3. Conforme las células se van diferenciando, la sialiltransferasa
encargada de lograr esta posicion deja de funcionar, ya que los operones de los genes
que transcriben para esta enzima se encuentran afectados, y la glucoproteina
comienza a expresar AS en la posicion a-2,6. En ciertos procesos patolégicos, como
la oncogénesis y las metastasis, ocurren alteraciones en la glucosilacién que se
asocian con el incremento o disminucién de su actividad. La sialiltransferasa a-2,6 se
sobreexpresa en varios tipos de cancer, como el mamario, el colorrectal, el

hepatocarcinoma y el cervicouterino (Berrones et al., 2012).

Con base a lo anterior, podemos asumir que las actividades fisiolégicas del cancer son
dinamicas y aberrantes, lo que a menudo conduce a la generacion o sobreexpresion
de biomarcadores especificos en comparacion con su estado normal (Liang et al.,
2018). Se ha propuesto el AS como biomarcador, debido a que se ha encontrado en la
membrana de células neoplasicas, incluidas las de mama, su aumento favorece la
movilidad celular, facilitando asi la separacion de las células del tumor primario, con
ello su expresion anormal se asocia con carcinogénesis y metastasis tumoral. Ademas,
la cantidad de AS en biofluidos como la saliva y el suero reflejan el tumor maligno
porque el AS puede desprenderse o secretarse de las células tumorales (Hernandez

et al., 2017; Nagasundaram et al., 2020; Vinogradova et al., 2014).

Con esto se ha demostrado que los niveles elevados de AS son un rasgo caracteristico
en la saliva de pacientes con CaMa y, por lo tanto, se han sugerido como un marcador
predictivo no invasivo para pacientes con este tipo de cancer (Vinogradova et al.,
2014).

Teniendo en cuenta la importancia de las funciones bioldgicas vy fisiopatolégicas del
AS, se han desarrollo métodos sencillos y sensibles para su deteccion.
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2.4.2 Espectroscopia Raman “SERS”

En 1928, C.V. Raman demostrd el concepto de dispersion inelastica de fotones al
interactuar con la materia. En esta técnica fotonica se obtiene informacion quimica y
estructural de diversas sustancias. La frecuencia de los fotones emitidos se desplaza
a valores mayores o menores en comparacion con la frecuencia de los fotones

incidentes, este fenomeno se denomina Efecto Raman (Singh et al., 2012).

El analisis consiste en hacer incidir un haz de luz monocromatica de frecuencia v sobre
la muestra de interés. Los fotones del haz incidente presentan colisiones elasticas
(alrededor del 99%) con los atomos de la muestra sin perder energia, sin embargo, el
1% restante de esos fotones presentan colisiones inelasticas en las cuales existe
transferencia de energia que modifica la frecuencia de los fotones dispersados que
forman la llamada dispersion Raman, la cual contiene informacion sobre la
composicion y estructura de la muestra debido a que las moléculas son excitadas a un
estado vibracional distintos del que tenian antes del choque (Hernandez et al., 2017;
Vinogradova et al., 2014).

La diferencia de energia entre los fotones se analiza con un espectrometro 6ptico para
generar el espectro vibracional "Raman" el cual es Unico para cada tipo de compuesto
y sirve como una "huella digital" para identificarlo. A pesar de ello, la dispersion Raman
es un efecto débil y frecuentemente es enmascarado por la fluorescencia. Las
muestras biologicas suelen ser fluorescentes y plantean un gran desafio a la hora de
registrar espectros Raman (Singh et al., 2012).

Es por ello qué en 1974 tras una serie de experimentos por intentar registrar el espectro
Raman de la piridina sobre un electrodo de plata, se llegd a la conclusion de que la
sefial Raman aumentada, no podia explicarse unicamente por el incremento del area
superficial producida por el efecto redox, sino que se estaba produciendo el efecto
SERS (Hernandez et al., 2017).

En SERS, la muestra se adsorbe sobre una superficie metalica rugosa o

nanoparticulas, generalmente de cobre, plata u oro. La mejora observada en los
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espectros SERS se debe principalmente a dos efectos: el efecto electromagnético y el

efecto quimico (Singh et al., 2012).

El mecanismo electromagnético (ME) del SERS se basa en un fenomeno conocido
como plasmoén de resonancia superficial localizado (LSPR), el cual crea regiones de
intenso campo EM alrededor de la superficie de la nanoparticula que produce mejoras
de sefal que van desde 108 a 10"2, combinado con la interaccion quimica directa entre

la molécula y la superficie metalica (Hernandez et al., 2017; Singh et al., 2012).

El efecto SERS esta determinado por tres componentes principales: la molécula, la
nanoestructura metalica y la radiacion EM. La absorcién y dispersion de la luz por las
nanoparticulas metalicas se considera su propiedad mas importante. El factor de
intensificacion debido al efecto SERS depende de: la forma y tamafo de las
nanoparticulas y de la distancia a la que se encuentra la molécula sobre la superficie
metalica (1-10 nm de distancia) ya que es una técnica de corto alcance (Hernandez et
al., 2017).

Actualmente, la determinacion de AS por SERS tiene un gran potencial, debido a que
esta técnica funciona como sonda analitica molecularmente especifica para la
deteccion altamente sensible de sefales Raman débiles de analitos en bajas
concentraciones. Las suspensiones coloidales de plata de tamano nanométrico son
los sustratos SERS mas comunes debido a su facilidad de preparacién, larga vida util
y alto factor de mejora de la sefial Raman que puede excitarse desde la region
espectral UV a la infrarroja (Hernandez et al., 2017; Vinogradova et al., 2014).

El analisis de AS en biofluido por SERS tiene varias ventajas, como rapidez, bajo costo
y no invasividad, y tiene una aplicacion clinica potencial (Liang et al., 2018).

Ademas de lo mencionado anteriormente, el AS también pudiera ser utilizado como
biomarcador de riesgo para favorecer la deteccion temprana de CaMa en las mujeres
jovenes teniendo como factor predisponente, el uso de AH.

Previamente, en nuestro grupo de investigacion, se evaluod la relacion entre el uso de

AH vy las concentraciones de AS detectado en saliva en un grupo de mujeres sanas.
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Para ellos, las voluntarias se dividieron en 3 grupos: grupo control, uso de
anticonceptivos hormonales menor a 4 ainos y uso de anticonceptivos hormonales
mayor a 4 afios. Para la cuantificacion de AS se utilizo la técnica Raman-SERS, se
dividieron en tres grupos las concentraciones obtenidas de AS: normal (< 4 mg/dL), en
riesgo (> 4 a 7 mg/dL) y alterado (> 7 mg/dL). La concentracion maxima de AS
detectado fue de 9.2 mg/dL. Todas las voluntarias que utilizaban sistema intrauterino
(SIU), el 64% de las que utilizaban anticonceptivos orales y el 75 % de las que usaban
implante subdérmico, presentaron concentraciones de riesgo y alterado. Con esto, se
concluy6é que el uso de AH modifica las concentraciones de AS, presentando una
mayor concentracion del mismo aquellas voluntarias que utilizaban el SIU, los
anticonceptivos orales e implante subdérmico a comparacion de las que no (Rodriguez
et al., 2022).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que el CaMa sigue siendo un problema de salud publica, al ser de mayor
incidencia y la principal causa de muerte entre las mujeres a nivel mundial, se requiere
orientar la investigacién en la deteccién temprana. En la actualidad, los métodos de
detecciéon temprana del CaMa se encuentran limitados, enfocandose principalmente
en mujeres mayores a 40 anos. Esta situacion excluye a un grupo importante de
mujeres con riesgo de desarrollar la enfermedad, como las mujeres jovenes que aun

no cumplen con los criterios para la deteccion convencional, como la mamografia.

Estudios previos han demostrado que el AS medido en muestras de saliva puede ser
utilizado como biomarcador de deteccion temprana llegando a ser una prueba
complementaria para el diagnostico de CaMa, ademas que pudiera implementarse
como prevencion, ya que permitiria ampliar el rango de edad para la deteccion de

CaMa, incluyendo a mujeres jovenes en riesgo.

Desde el punto de vista preventivo, es importante proporcionar mas informacion a las
mujeres jovenes sobre los factores de riesgo asociados al CaMa, principalmente
aquellos modificables, como es el uso de AH, el cual de acuerdo con la OMS la cifra
de mujeres en edad reproductiva (15 a 49 anos) a nivel mundial en el 2021 fue de 1900
millones, de los cuales, 851 millones usaban AH. Y con ello generar una mayor
conciencia sobre su uso, ya que se ha descrito que la exposicion prolongada a
hormonas enddgenas y exogenas (estradiol y progesterona), puede ser la causa de
esta asociacion con el CaMa. Ademas, entre los factores no modificables, se
encuentran las mutaciones genéticas, en las cuales se han descrito SNP involucrados
con la biosintesis y el metabolismo de estrogenos, uno de ellos en el gen ESR1 que

codifica para una de las isoformas del receptor de estrogeno, denominado rs3020314.

Con base en lo anterior, la evaluacion de las concentraciones de AS y determinacién
del SNP en el gen ESR1 (rs3020314) a manera de biomarcadores de riesgo pueden
favorecer la deteccion temprana del CaMa ante el uso de anticonceptivos hormonales

como factor predisponente.
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4. HIPOTESIS

Mujeres que no usan anticonceptivos hormonales (AH) y que carecen del polimorfismo
rs3020314 en el gen ESR1 tendran un menor riesgo de desarrollar cancer de mama
(CaMa) a lo largo de su vida y exhibiran concentraciones mas bajas de acido sialico
(AS) en comparacion con las mujeres que si usan AH o que ya tienen un diagndstico

de CaMa, especialmente aquellas que también presentan el SNP en el gen ESR1.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar las concentraciones de acido sialico y determinar el SNP del gen ESR1
(rs3020314) a manera de biomarcadores de riesgo para favorecer la deteccion
temprana del cancer de mama ante el uso de anticonceptivos hormonales como factor

predisponente.
5.2 Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas metalicas para la calibracion vy
determinacion de acido sialico mediante la técnica Raman-SERS.

e Cuantificar las concentraciones de acido sialico en mujeres diagnosticadas con
cancer de mama y en el grupo de mujeres control.

e Evaluar la presencia de SNP ESR1 (rs3020314) en mujeres diagnosticadas con
cancer de mama y en el grupo de mujeres control mediante PCR tiempo real.

e Establecer la asociacion entre el uso de anticonceptivos hormonales y la
concentracion de acido sialico en los grupos de estudio.

e Evaluar factores de riesgo modificables y no modificables relacionados con el SNP
ESR1 (rs3020314) como un biomarcador de riesgo de cancer de mama en mujeres

sanas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Diseno del estudio clinico
6.1.1 Diseno del estudio

Estudio tipo cuantitativo, analitico, de casos y controles cuyo alcance es correlacional.
Por el momento de recoleccion de datos, se considera retrospectivo y por la cinética

del estudio: transversal.
6.1.2 Lugar de realizacion

Laboratorio de Neurotoxicologia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad

Autonoma de San Luis Potosi.

Laboratorio de Nanotecnologia Aplicada, Coordinacion para la Innovacion y Aplicacion

de la Ciencia y la Tecnologia (CIACYT), Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

Pacientes consulta privada - Centro de Investigacion y Desarrollo Oncolégico en las
instalaciones del Centro Regional de Enfermedades Oncolégicas (CREO), San Luis
Potosi, S.L.P.

6.1.3 Universo del estudio

El estudio se llevé a cabo con pacientes diagnosticadas con CaMa y controles sanos.
6.1.4 Método de muestreo

El muestreo fue de tipo no probabilistico, por conveniencia.

6.1.5 Tamafo de muestra

Al tratarse de un estudio piloto, se incluyeron 13 pacientes con diagndstico de CaMa 'y

30 controles sanos, con un total de 43 participantes.
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6.1.6 Criterios de seleccion de pacientes

e Criterios de inclusion:

v
v
v

Sexo femenino.

Diagnostico confirmado de CaMa en cualquier estadio.

Firma del consentimiento informado y cuestionario contestado (datos
demograficos, historial reproductivo, antecedentes médicos personales y

familiares).

e Criterios de no inclusion:

v

Diagnéstico de diabetes mellitus, hipertensién arterial, enfermedades
autoinmunes o procesos inflamatorios.

Embarazo o lactancia.

Consumo de medicamentos antiinflamatorios y corticoesteroides en los ultimos

tres meses.

e Criterios de eliminacion:

v
v

Retiro voluntario del estudio antes de concluir el seguimiento.

Limitaciones técnicas para obtener y/o procesar la muestra sanguinea.

6.1.7 Criterios de seleccion de controles sanos

e Criterios de inclusion:

v

v
v
v

Sexo femenino.

Edad mayor a 18 anos.

Presencia de menstruacion.

Firma del consentimiento informado y cuestionario contestado (datos
demograficos, historial reproductivo, antecedentes médicos personales y

familiares).

e Criterios de no inclusion:

v' Diagnostico de CaMa, diabetes mellitus, hipertension arterial, enfermedades

autoinmunes o procesos inflamatorios.

v Gingivitis o periodontitis (evaluacion realizada por médicos estomatdlogos de

la Facultad de Estomatologia de la UASLP).
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v" Embarazo o lactancia.
v" Consumo de medicamentos antiinflamatorios y corticoesteroides en los ultimos
tres meses.

e Criterios de eliminacion:

v" Retiro voluntario del estudio antes de concluir el seguimiento.

v Limitaciones técnicas para obtener y/o procesar la muestra sanguinea.
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6.1.8 Variables de estudio

Categorizacion

Variable Definiciéon operacional Valor Unidades | Tipo de variable para el andlisis
esperado ..
estadistico
Variables dependientes
Copc_entra_glpn Cantidad de apldo sialico 0-50 mg/dL Cuant!tatlva NA
de acido sialico en saliva continua
Variables independientes
Anos cumplidos desde la fecha Cuantitativa
Edad de nacimiento hasta su inclusion 18-90 anos ; NA
) discreta
en el estudio
Indice de masa | Indice del peso de una persona 16-45 Kg/m? Cuant!tatlva NA
corporal (IMC) en relacion con su altura continua
Masa total de grasa dividida por Cateqcrica <33%=0
Grasa corporal la masa corporal total, 18-50 % norﬁinal 33-39%=1
multiplicada por 100 >39% =2
AH Uso de AH en la a) Si NA Categorica Si=0
paciente/voluntaria b) No nominal No =1
Antec_:t?dentes de Presencia de cancer en la a) Si Categorica Si=0
familiares con . . . NA . _
. familia de la paciente/voluntaria | b) No nominal No =
cancer
SNP encontrado en el gen a) CC L CC=0
(?sbf’,:zl:;)%’ﬂ) ESR1 que se ha relacionado b) CT NA Cﬁéﬁﬁga CT=1
con el CaMa c)TT TT=2
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a) Ductal Ductal =0
Clasificacion Tipo histolégico determinado por b) Lobulillar Categorica Lobulillar =1
histologica de atologia en biopsia de tumor. ¢) Mixto NA nominal Mixto = 2
CaMa P 9 P " | d) Otros Otros =3
e) Benigno Benigno = 4
a)0 0=0
b) la la=1
. c) lla lla=2
o __El estadio otorgado d) b Categérica lb = 3
Estadio clinico clinicamente al momento del Il NA dinal llla = 4
diagnostico ) llla ordina a-
f) lllb lllb=5
g) llic lllc=6
h) IV V=7
Receptor de Determmaqon de receptores a) Positivo Categorica Positivo = 1
X estrogenos por . NA . C
estrégeno . . L b) Negativo nominal Negativo = 2
inmunohistoquimica
Receptor de Determinacion de receptores a) Positivo Categorica Positivo = 1
progesterona por . NA . o
progesterona : . g b) Negativo nominal Negativo = 2
inmunohistoquimica
HER2NEU Determmamon _de HE,RZNEU a) Posm\{o NA Categprlca Posmyo =_1
por inmunohistoquimica b) Negativo nominal Negativo = 2

Tabla 1. Variables de estudio
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6.1.9 Aspectos éticos

El protocolo del trabajo se sometié al Comité Estatal de Etica en Investigacion en
Salud, obteniendo su aprobacion con el numero de registro estatal: SLP/13-2022.

En cuanto a la garantia de confidencialidad, la informacién personal y médica que se
proporciono para este estudio fue de caracter estrictamente confidencial y fue utilizada
unicamente por el equipo de investigacion de este proyecto y no estuvo disponible para
ningun otro propésito. Esta informacion se conjunto con la de otros participantes para
realizar el presente estudio. Con la finalidad de mantener el anonimato, se le asigné

un cédigo a cada participante para el uso de sus datos.
6.1.10 Plan de trabajo

El reclutamiento de las pacientes diagnosticadas con CaMa se realizé por medio de
sus consultas de seguimiento y primera vez en consulta privada en el Centro Regional
de Enfermedades Oncoldgicas (CREQO), se les hizo una invitacion a participar en el
protocolo de investigacion siempre y cuando cumplieran con los criterios de seleccion,
una vez aceptada su participacion voluntaria, se les fue entregada la carta de

consentimiento informado.

El reclutamiento de los controles sanos se realizé por medio de una infografia en el
cual se invitd a participar en el protocolo de investigacion a las voluntarias que
cumplieran con los criterios de seleccion. Las voluntarias interesadas fueron citadas
en el Centro Regional de Enfermedades Oncoldgicas (CREO) para la entrega de la

carta de consentimiento informado.

Las pacientes y voluntarias interesadas en participar, firmaron su carta de
consentimiento informado y posteriormente se les aplicé un breve cuestionario para

recopilar los datos necesarios para efectuar el estudio.

El cuestionario tuvo la finalidad de obtener informacién general, salud ginecoldgica,
antecedentes ginecologicos, antecedentes familiares y habitos y costumbres. En la
seccion de informacion general, se pregunté la escolaridad, la ocupacion y el estado
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civil, con la finalidad de usar estos datos para describir ambos grupos mediante
estadisticas descriptivas; el nimero de teléfono se usé como medio de contacto para
la entrega de resultados. Ademas, en la seccion de antecedentes ginecologicos se
preguntd si se usé o habian usado anticonceptivos hormonales, asi como el tipo de
anticonceptivo hormonal, la marca y el tiempo de uso (Anexo 3 y 5). Para mantener el
anonimato y la confidencialidad de los datos personales, se le asigné un cédigo a cada

participante, con la finalidad de evitar asociarse o vincularse con la titular de estos.

Una vez contestado el cuestionario, a cada participante se les tomaron datos
antropomeétricos como estatura, peso y porcentaje de grasa corporal. Seguido a esto,
se paso a la toma de muestra, se recolecto una muestra de saliva y una muestra de

sangre venosa periférica.
6.1.10.1 Toma de muestra de saliva

Para la recoleccion de la muestra de saliva a cada paciente / voluntaria se le indico
realizarse una limpieza oral que consistia en un cepillado dental vigoroso para
posteriormente esperar 3 minutos antes de depositar de 1.0 a 1.5 mL de saliva en un

vial estéril. Las muestras se conservaron a una temperatura de 4°C hasta su analisis.

6.1.10.2 Toma de muestra de sangre

Posterior a la muestra de saliva, las pacientes / voluntarias fueron sometidos a un
procedimiento de toma de muestra sanguinea en la vena cubital media, recolectando
una muestra en un tubo BD Vacutainer™ de 3 mL adicionado con EDTA como
anticoagulante, para la posterior extraccidon y analisis de ADN para la evaluacion del
polimorfismo del gen ESR1 (rs3020314).

6.1.10.3 Analisis de muestras de saliva

Las muestras de saliva al ser recolectadas se conservaron a un temperatura de 4°C.
En cuanto al tratamiento previo a su analisis, las muestras fueron centrifugadas a 6000
rom por 5 min, esto con la finalidad de conservar el sobrenadante en el cual se

encuentra el acido sialico libre, el sobrenadante se transfirid a otro vial, las muestras
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ya tratadas se almacenaron a 4°C hasta el dia de su analisis, en el cual se mezclaron
con AgNPs para después medir la concentracion de AS por la técnica de
Espectroscopia RAMAN-SERS.

6.1.10.4 Analisis de muestras sanguineas

Las muestras de sangre al ser recolectadas se conservaron a una temperatura de 4°C

hasta su extraccion de ADN gendémico en un periodo no mayor a 5 dias.
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6.2 Equipo y reactivos

6.2.1 Equipo

Parrilla de calentamiento con agitacion magnética MS-H340-S4 de 4 posiciones,
DLAB.

Dispersion de luz dinamica (DLS) Nano Zetasizer Malvern, Modelo Zen 3600.
Microscopio Hitachi STEM-5500 equipado con campo brillante, modo STEM y
detectores campo oscuro.

Raman de HORIBA Jobin Yvon XploRA Plus acoplado a un microscopio optico
Olympus BX41.

Sistema de filtracion al vacio “Millipore”.

Balanza analitica.

Centrifuga refrigerada.

Ultracongelador.

Nanodrop Thermo Scientific.

Termociclador BIO-RAD CFX96 Touch Real Time PCR.

6.2.2 Reactivos

Nitrato de plata (AgNOs, 99.99%), Citrato trisddico dihidratado (CsHsNa3zO7*2H20)
y Acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) de grado analitico adquiridos en Sigma-
Aldrich.

Agua desionizada.

Blood DNA Preparation — Solution Kit (Jena Bioscience).

Ensayo de genotipado TagMan®.
gPCR ProbesMaster (Jena Bioscience).
Agua grado biologia molecular.

Etanol e isopropanol grado biologia molecular.
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6.3 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas utilizada fue la del método de Turkevich que se basa en
la reduccion de iones plata en una disolucién acuosa de citrato de sodio, para después
realizar la calibracion de la cuantificacion de acido sialico por la técnica de Raman-
SERS (28).

6.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)

Se realizé la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) por el método de Turkevich,
partiendo de una solucion de nitrato de plata (2.5 mM) en agua desionizada, la cual se
calent6 hasta lograr una ebullicién alrededor de los 95°C, posteriormente se le afiadid
una solucion de citrato trisddico (2.5 mM). Al pasar 40 minutos, la reaccion se torné de
incolora a un color amarillo grisaceo, lo que indica la formacion de nanoparticulas. Se
llevé a cabo el lavado de las AgNPs por centrifugacion a ciclos de redispersién con

agua desionizada tres veces, y se realizd su caracterizacion.

6.3.2 Caracterizacidon de nanoparticulas de plata (AgNPs)
6.3.2.1 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

La dispersiéon de luz dinamica (DLS por sus siglas en inglés, “Dynamic Light
Scattering”) es una técnica la cual nos ayuda a medir las caracteristicas fisicas de

particulas en solucién por debajo del intervalo del micron (10 nm a 100 nm).

Las AgNPS fueron caracterizadas con un equipo DLS Zetasizer Nano Malvern
Panalytical modelo Zen 3600 empleando las siguientes caracteristicas: temperatura a
25°C, laser estandar 633 nm y a 4 mW de potencia para la medicion del tamano
promedio y potencial Z. Todas las mediciones fueron realizadas por 5 corridas de 15
segundos por triplicado. Para ambas mediciones se utiliz6 agua desionizada como

dispersante.
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La mediciones de potencial Z nos definen la estabilidad del coloide, de acuerdo con
una propiedad fisica en la cual las cargas superficiales neta de las nanoparticulas, se

repelen unas a otras evitando asi su aglomeracion.
6.3.2.2 Espectroscopia de Transmision Optica

Los espectros de absorbancia Optica se registraron en un espectrofotdmetro Cary 100
UV vy visible (UV-Vis) en el rango de 200 a 800 nm, ademas del software Origin Pro
2018. El registrador de graficos generalmente grafica la absorbancia contra la longitud

de onda (nm) en la seccién UV y visible del espectro EM.
6.3.2.3 Microscopia Electrénica de Transmision

Se obtuvieron imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) de alta

resolucion de las AgNPs.

Para la evaluacion de las AgNPs, fue necesario realizarle un lavado para eliminar el
citrato, ya que la finalidad no fue observarlo en el microscopio, para eso se colocaron
500 pL de AgNPs en un vial, se agregaron 2.5 mL de etanol y se realizaron dos lavados
en la centrifuga a 4500 rpm por 8 min, por ultimo se agregd etanol hasta obtener una
muestra color transparente opaco. Para el preparado, se utilizé una rejilla de cobre
recubierta de carbono, se colocaron 8 uL de la preparacion anterior y se dejo secar al

aire libre.
6.3.3. Calibracion de acido sialico mediante la técnica Raman-SERS

Para la calibracion de AS fue necesario preparar una serie de soluciones que
correspondian a la curva de calibracion del mismo. Estas soluciones se prepararon
con Acido N-acetilneuraminico (Neu-5Ac) de grado analitico adquirido en Sigma-
Aldrich, las concentraciones a preparar fueron de 1, 5, 10, 20, 50 y 100 mg/dL,

respectivamente.

Para las mediciones por Espectroscopia Raman se utilizé el equipo Raman de HORIBA
Jobin Yvon XploRA Plus acoplado a un microscopio 6ptico Olympus BX41, empleando

un rango de medicion de 400 — 1800 nm, 40 segundos de tiempo de adquisicion 3
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acumulaciones y una fuente de laser verde de 532 nm. El haz del laser se enfocé al
centro de la muestra con el objetivo de 20 x. Debido a que las muestras eran liquidas
fueron depositadas en una placa de aluminio con pozos de capacidad de 100 pL cada

uno.

Para la técnica SERS, primero se midi6 el espectro Raman de las AgNPs (50 L),
posteriormente las AQNPs en combinacion con agua desionizada en una relacion 2:1
y finalmente se prosiguié con la medicion de cada una de las concentraciones de la

curva de calibracion siguiendo la misma relacion.

La fluorescencia fue removida con el software Vancouver Raman Algorithm, para

después graficar con el software OriginPro 2018.
6.3.4 Medicion de acido sialico en muestras de saliva

Para la obtenciéon de las concentraciones de AS en saliva se hace una recalibracion
diaria del AS para poder comparar en las mismas condiciones instrumentales

mencionadas anteriormente los niveles de AS en saliva.

Las muestras de saliva una vez recolectadas, se centrifugaron a 6000 rpm por 5 min
para obtener el sobrenadante y mezclarlo con las AgNPs; las muestras se colocaron
en pozos de un sustrato de aluminio en una relacion 2:1 (50 pL de AgNPs y 25 L de
saliva) para posteriormente medir la concentracion de acido sialico (AS) por
Espectroscopia Raman-SERS.

La fluorescencia fue removida con el software Vancouver Raman Algorithm, para

después graficar con el software OriginPro 2018.
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6.4 Genotipificacion del polimorfismo del gen ESR17 (rs3020314)

Para la evaluacion del polimorfismo SNP del gen ESR1 (rs3020314) se empleo el
método de discriminacion alélica por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en

tiempo real mediante sondas TagMan.
6.4.1 Extraccion de ADN genémico

Las extracciones de ADN gendmico se realizaron a partir de sangre venosa periférica
por medio de un kit de purificacion de ADN basado en soluciones (Jena Bioscience),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el ADN, se cuantificd
usando el equipo Nanodrop Thermo Scientific; por otro lado, también se evalu6 la
pureza empleando el cociente de absorbancias 260/280 con un valor 6ptimo de 1.8 a
2.0.

Con la finalidad de utilizar concentraciones homogéneas de ADN para todas las
muestras en estudio, se realizaron diluciones de 20 ng/uL, para asi obtener una
concentracion final de 90 ng de ADN gendmico por pocillo de reaccion. El volumen
final de reaccion fue de 10 pL.

6.4.2 PCR tiempo real

Para llevar a cabo la reaccion de amplificacion se utilizé el kit gPCR ProbesMaster
(Jena Bioscience). Primero se preparé una mezcla maestra con el Master Mix, las
sondas Tag Man especificas del SNP rs3020314 del gen ESR1 (ThermoFisher
Scientific, catalogo #4351379) y el agua de grado biologia molecular. Finalmente se
afnadia la plantilla de ADN gendmico purificado antes mencionada, cada una de las

muestras fue analizada por duplicado.

La secuencia de las sondas TagMan especificas se proporciona en la orientacion de
la cadena del genoma (+) en relacién con el genoma de referencia del Centro Nacional

para la Informacién Biotecnolégica (NCBI, por sus siglas en inglés).
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Los alelos SNP se incluyen entre paréntesis, donde el orden de los alelos corresponde
a la asociacién con los fluoroclomos de la sonda, donde [Alelo 1 = fluorocromo VIC™
/ Alelo 2 = fluorocromo FAM™)].

Para llevar a cabo la PCR se utilizé el equipo BIO-RAD CFX96 Touch Real Time PCR.

Para el analisis de resultados el software utilizado fue Bio-Rad CFX Manager, en el
cual se realiz6 una discriminacion alélica arrojando los siguientes resultados:

e Alelo 1 — CC (Homocigoto silvestre)

e Heterocigoto — CT

e Alelo 2 -TT (Homocigoto mutado)
De acuerdo con estos resultados, quienes presentaron el genotipo “Heterocigoto — CT”
contaban con la presencia del SNP del gen ESR1 (rs3020314). Por el contrario

aquellas que tuvieron el genotipo CC o TT, no lo tenian.
6.5 Analisis estadistico

Se realizdé un analisis descriptivo de los datos, en los que se evaluaron, medias,
desviaciones estandar (DE), frecuencias, porcentajes y percentiles. Posteriormente se
realizé el analisis de los datos para evaluar el tipo de distribucidon mediante la prueba
de Shapiro-Wilk (n<50).

Para evaluar la diferencia de cada variable entre los grupos (pacientes y controles) se
utilizaron las pruebas estadisticas de t de Student o U de Mann-Whitney en base a la

normalidad de los datos, paramétricos y no parameétricos, respectivamente.

También se realizé un analisis multivariado a través de regresidén logistica para
identificar factores de riesgo para CaMa modificables y no modificables asociados con

la presencia del SNP del gen ESR1 (genotipo CT).

El analisis estadistico se realizd con el paquete GraphPad Prism 8 y STATA.
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7. RESULTADOS
7.3.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Se analizaron un total de 43 muestras, de las cuales 13 fueron pacientes
diagnosticadas con CaMa (grupo de casos) y 30 mujeres sanas como grupo control.
Las caracteristicas demograficas descriptivas y los principales factores de riesgo para
CaMa tanto de las pacientes como de los sujetos control se resumen en la tabla 5,
para el caso de las pacientes, dos de ellas no respondieron su estado civil, y una de

ellas no contaba con su historia clinica.

Las pacientes presentaron una media de 59.8 anos y el grupo control 27.3 afos. El
100% de las pacientes eran casadas y el 83.3% de los controles eran solteras. De
acuerdo con el grado de escolaridad, el 76.9% de las pacientes y el 66.7% de los
controles sanos concluyeron una licenciatura. Estas tres caracteristicas tuvieron una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05).

Para los datos antropométricos se evaluaron la talla, el peso, el IMC y el porcentaje de
grasa corporal. La talla se midié en metros (m) y el peso en kilogramos (Kg), la media
+ DE para los casos fue de 1.64 + 0.05 my 65.8 £ 9.11 Kg, y la media para los controles
fue de 1.60 £ 0.06 my 64.5 £ 11.82 Kg. Con base en estos datos se calcul6 el IMC,
observandose un resultado de 24.9 + 2.85 Kg/m? y 25.1 + 3.7 Kg/m? para los casos y
controles, respectivamente. Para el porcentaje de grasa corporal se utilizé una bascula
de bioimpedancia, observandose una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos (26.5 % para casos y 38.9 % para controles; p < 0.0001).

No se observo una diferencia estadisticamente significativa para la menarquia en afios
(12 afios para ambos grupos), visita al ginecologo, el habito de fumar y realizar
actividad fisica. Por el contrario, el embarazo, el uso de AH y la historia familiar de
cancer, presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p <
0.05) (tabla 5).

38



La caracteristicas clinico-patolégicas de los casos de CaMa se resumen en la tabla 6,
el tipo histolégico mas comun entre las pacientes fue el carcinoma ductal y en su
mayoria (75 %) fueron diagnosticadas en etapas localmente avanzadas (IIB-IIIC).
También se obtuvieron datos de Ila expresion de los receptores por
inmunohistoquimica, el 66.7 % y 50 %, de las pacientes tuvo una expresién positiva
del RE y de RP, respectivamente, sin embargo, el 33.3 % de los casos tuvo una
expresion positiva del receptor HER2NEU. En cuanto el subtipo molecular el 41.6 %
se catalogaron en luminal A, 25% en luminal B, 16.6 % en Her2+y 16% triple negativo

(nula expresion de receptores).
7.2 Medicioén de acido sialico
7.2.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata (AgNPs)

Se realiz6 una sintesis de AgNPs por el método de Turkevich en base a la reduccién
de iones plata en disolucion acuosa de citrato de sodio, la caracterizacion se llevé a

cabo en la soluciéon de nanoparticulas obtenidas posterior a sus respectivos lavados.

Para la primera caracterizacion se utilizé el equipo DLS Zetasizer Nano Malvern
Panalytical modelo Zen 3600 empleando las siguientes caracteristicas: temperatura a
25°C, laser estandar 633 nm y a 4 mW de potencia, esto con la finalidad de medir el

tamano de las nanoparticulas asi como su potencial Z.
7.2.1.1 Tamaino AgNPs

La técnica de DLS permite medir las caracteristicas fisicas de particulas en solucion
por debajo del intervalo del tamafio del micrén, que va desde los 10 nm a 100 nm.

En la Fig. 7.1 se muestra la distribucion de tamafo de las AgNPs sintetizadas. La
muestra fue leida por triplicado, por lo cual los tamafos de nanoparticulas varian. Esta
variacion se puede observar al mostrarse dos picos de 22.5 y 153.3 nm, con una

intensidad de 10.6 y 89.4 %, respectivamente, con un promedio de 84.76 nm.
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7.2.1.2 Potencial Z de AgNPs

El potencial Z es un criterio que mide la estabilidad de las nanoparticulas en solucién,
se considera estable en valores de potencial zeta superiores a + 30 mV o inferiores a
— 30 mV. La Fig. 7.2 muestra la distribucion de potencial Z de las AgNPs, la muestra

fue leida por triplicado obteniendo una media de — 34 mV.
7.2.1.2 Espectroscopia de Transmision Optica

La Espectroscopia de Transmision Optica genera un espectro Uv-Vis el cual nos
confirma la formacion de AgNPs preparadas en liquido por el método de reduccién
quimica. En la Fig. 7.3 el espectro muestra una banda con una absorcién maxima en

412 nm a una absorbancia de 0.92.

7.2.1.3 Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

La microscopia electronica de transmisién (TEM) es una herramienta importante para
la caracterizacion de nanomateriales. Debido a su alta resolucién, es posible obtener
imagenes de las columnas de atomos que conforman una muestra. En la Fig. 7.4 se
muestran las imagenes que confirman el tamafio y la forma cuasi esférica de las

AgNPs a una concentracién de 2.5 mM.
7.2.2 Calibracion de acido sialico por la técnica Raman-SERS

Inicialmente, se determinaron los espectro Raman de referencia: AS en estado sdlido,
el coloide de AgNPs y la combinacién de AgNps con una solucién de AS a 200 mg/dL,
para posteriormente realizar la curva de calibracion con base en las siguientes

concentraciones: 1, 5, 10, 20, 50 y 100 mg/dL respectivamente.

En la Fig. 7.5 se muestran las bandas mas significativas para los espectros Raman de:
AS en estado sdlido, las AgNPs y la combinacién de AQNPs con una solucion de AS a
200 mg/dL. Para el espectro Raman de AS solido se observaron las bandas: 647, 846,
945, 1001, 1110, 1258, 1656 y 1726 cm, las cuales corresponden a modos de

vibracién caracteristicos de este compuesto.
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Posteriormente en el espectro Raman de las AgNPs, se pueden observar las bandas
caracteristicas en 924, 952, 1023 y 1607 cm™'. Ademas, los modos de vibracién mas

amplios nos indican la interaccion entre el ion citrato con la superficie del metal.

Finalmente, se muestra el espectro Raman SERS del AS a 200 mg/dL adsorbido en
las AgNPs. Las bandas SERS mas significativas se encuentran en: 1002, 1237 y 1391
cm-', atribuidas a las vibraciones del anillo de piranosa, acetamida y grupos carboxilo,
respectivamente. Algunas bandas que sobresalen un poco después de los 1500 cm-’

(1559 y 1585 cm-') se han asignado a residuos de iones citrato.

En la Fig. 7.6 se puede observar como el espectro Raman de las AgNPs por si solas
no tienen una intensidad tan marcada. Podemos comprobar el efecto Raman SERS ya
que cuando combinamos las AgNPs con la soluciéon de AS a 200 mg/dL, la sefal se
amplifica hasta 3 veces su magnitud con la ayuda de las nanoparticulas, respecto al

espectro Raman del AS sélido.

Para las mediciones de AS en saliva fue necesario realizar una curva de calibracion,
para ello se partieron de las siguientes concentraciones: 1, 5, 10, 20, 50 y 100 mg/dL,
las cuales se realizaron en base a AS comercial (Sigma-Aldrich).

En la Fig. 7.7 se muestran los espectros Raman SERS de todas las disoluciones que
se usaron para la curva de calibracién, se puede observar como va aumentando la
sefal Raman de la misma manera que aumenta la concentracion de AS, es importante
mencionar que las AgNPs utilizadas fueron las mismas para cada una de las
mediciones. Las bandas SERS mas significativas que se encuentran en todos los
espectros son: 1002, 1237 y 1391 cm™', que se encuentran en el eje X, y en el eje Y
podemos comprobar como la intensidad Raman va aumentando conforme la
concentracion de AS. De esta manera se pudo proseguir con la medicién de AS en

muestras de saliva del grupo de controles y pacientes.
7.3.2 Concentracion de acido sialico en saliva
En esta etapa de resultados se midid la concentracion de AS en saliva de doce

muestras de pacientes y de treinta muestras de voluntarias. Una de las muestras de
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pacientes presentaba una saturacién en la medicion y por lo tanto no se pudo obtener

Su espectro.

En la Fig. 7.8 se muestra un diagrama de cajas en el cual podemos observar que la

concentracion de AS en ambos grupos difiere significativamente.

Los datos se presentan como mediana (cuartil inferior a cuartil superior). Debido a la
distribucion no paramétrica de los datos, se utilizé la prueba estadistica U de Mann
Whitney. La mediana de concentracion de AS fue de 16.95 mg/dL y 5.51 mg/dL, para
el grupo de pacientes y controles (Tabla 7), también se evalu6 el valor de p dando asi
un resultado de p < 0.05, con el cual se comprueba que la concentracién de AS en

ambos grupos tiene una diferencia estadisticamente significativa.

También se decidid evaluar la concentracion de AS en funcidén del estadio clinico.
Como solo hubo dos pacientes en estadio IV, se agruparon con las pacientes en
estadio lll. En la Fig. 7.9 se muestra un diagrama de cajas en el cual podemos observar
la concentracion de AS en funcién del estadio clinico. Los valores numérico se

muestran en la Tabla 8 como la mediana (cuartil inferior a cuartil superior).

Debido a que el numero de pacientes fue reducido y por lo tanto, los datos de cada

grupo, no se realiz6é un analisis estadistico.

Como en el presente estudio también se evalué el uso de AH como factor
predisponente, se dividié al grupo control (n=30) en grupo con uso de AH (n=20) y
grupo sin AH (n=10) (Fig.7.10). Al realizar esta division, se verificé la normalidad de
los datos, resultando una distribucion paramétrica. Se realizé el analisis t de student
para evaluar si habia una diferencia de la concentracion de AS entre ambos grupos,

obteniendo una concentracion de 5.45 y 5.62 mg/dL, respectivamente (Tabla 9).

De acuerdo con el analisis, en el grupo control no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en la concentracion de AS entre usar AH o no.

42



7.3 Factores de riesgo en grupo control

Debido a que unicamente se incluyeron 13 pacientes y no se logro incorporar el
numero minimo deseado (n=30). Se decidi6 analizar unicamente los factores de riesgo
tanto modificables (IMC, grasa corporal, uso de AH, actividad fisica) y no modificables
(menarquia e historia familiar de cancer) en el grupo control los cuales se resumen en
la tabla 10. Como se puede observar la mayoria de las mujeres sanas presentaron un
IMC normal con una media de 22.49 Kg/m?, el 56.7% realizaban actividad fisica y el
66.7% tuvo una edad de menarquia = 12 afos. Sin embargo, aunque la mayoria
presento un IMC normal, no fue el mismo caso con el porcentaje de grasa corporal, ya
que 23 de ellas presentaron > 35% de grasa corporal con una media de 41.57 %, el

70 % utilizaban AH y el 63.4 % refirid tener historia familiar con cancer.

De igual manera se hizo el mismo analisis pero evaluando solo a los controles que
usaban AH (n=20), en la tabla 11, se puede observar que se sigue manteniendo la
misma tendencia, en su mayoria IMC normal (media de 22.27 Kg/m?), porcentaje de
grasa corporal > 35 (media de 40.34 %), menarquia = 12 afios e historia familiar de

cancer, Unicamente la realizacion o no de la actividad fisica fue la misma.

Por ultimo, en la tabla 12, se muestra el numero de factores de riesgo (IMC mayor a
25 Kg/m?, grasa corporal mayor a 35 %, sedentarismo, edad de menarquia menor a
12 afos, historia familiar de cancer presente en los controles con y sin uso de AH.
Como se puede observar, son pocas las mujeres del grupo control que presentan

menos de 2 factores de riesgo, independientemente del uso o no de AH.

En el grupo control 20 mujeres sanas utilizaban AH, de acuerdo con el tipo un 60%
usaban tabletas orales, un 15% parche transdérmico, un 5% inyecciones, un 15%

implante subdérmico y un 5% DIU (Fig. 7.11).

A su vez se determino la concentracion de AS de acuerdo con el tipo de AH (tabla 13
y Fig.7.12), para las tabletas orales se obtuvo una media de 5.28 mg/dL, el parche de
5.21 mg/dL y el implante de 5.86 mg/dL. Las inyecciones y el DIU presentaron una

frecuencia de uno, por lo cual se obtuvo una concentracion de AS de 7.29 y 5.08 mg/dL,
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respectivamente. De esta manera, con el implante y las inyecciones, se tuvieron
concentraciones de AS por encima de la mediana en el total de los controles (5.62

mg/dL) y por la media en total de los controles que usaban AH (5.45 mg/dL).
7.4 Genotipificacién del polimorfismo rs3020314

En la Fig. 7.13 y 7.14, se muestran las graficas de discriminacion alélica de los

resultados del grupo control y pacientes, respectivamente.

Debido a que no se logro reclutar en pacientes la N minima planteada en la propuesta
de investigacion (N=30) no fue posible realizar una comparacion con suficiente
potencia estadistica con el grupo de controles (N=30), por lo que solo se presentan las

frecuencias de alelos y genotipos en la tabla 14 como resultados preliminares.

La frecuencia relativa de cada alelo fue 0.346 para C y 0.654 para T en pacientes con
CaMa y 0.53 para C y 0.47 para T en controles. De acuerdo con la frecuencia de
genotipos, la variante homocigota silvestre (CC) se present6 en 1 (7.7 %) paciente y
en 9 (30 %) controles. Para el caso de las pacientes, las variantes heterocigota (CT) y
homocigota mutada (TT) se presentd en 6 (46.6 %) cada una. En cambio, en el grupo
control, la variante CT fue la mas frecuente en un 46.6 %, y la variante TT la menos

frecuente con un 23.4 %.

7.4.1 Regresion logistica multivariada
De las variables consideradas en el modelo, no se encontrd asociacidon entre los

factores de riesgo para CaMa y la presencia del SNP del gen ESR1.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a que en México esta informacion es limitada, en el presente trabajo se decidid
evaluar biomarcadores de riesgo para el CaMa, como lo son el 4cido sialico y el SNP
en el gen ESR1 (rs3020314) con la finalidad de generar una investigacién con enfoque

preventivo y de deteccion temprana (Chavarri et al., 2012).

De acuerdo con nuestros resultados, existe una diferencia de edad entre ambos
grupos, ya que las pacientes tuvieron una media de 59.8 afos y el grupo control de
27.3 anos (tabla 5). De esta manera, contar con un grupo control mas joven nos
permitié evaluar de manera mas especifica los factores de riesgo que pudieran estar
presentando las jévenes, como es el caso de un IMC en sobrepeso u obesidad,
porcentaje de grasa corporal elevado (> 35 %), el uso de AH en su mayoria, asi como
historia familiar con cancer. Con ello no se descarta que para futuros proyectos se
amplie el rango de edad para poder llegar a una media comparable en ambos grupos,

como seria lo ideal.

Para las caracteristicas clinico-patologicas, el tipo histolégico mas comun entre las
pacientes fue el carcinoma ductal, dentro de este diagnostico el 75 % presento etapas
localmente avanzadas (lIB-11IC). En cuanto a los receptores el 66.7 % tuvo una
expresion positiva del RE, el 50 % del RP y un porcentaje mas bajo (33.3 %) tuvo una

expresion positiva de HER2.

En cuanto al subtipo molecular, el luminal Ay B fueron los mas frecuentes (41.6 % y
25 %, respectivamente) seguidos por el subtipo Her2 + y finalmente el triple negativo

(16.6 % estos dos ultimos).

Con base en lo anterior, aunque el numero de pacientes fue reducido, nuestros
resultados reflejan en gran parte el comportamiento de la enfermedad a nivel nacional.
En un estudio de revisidn realizado por Chavarri et al. (2012), los autores reportaron
entre los resultados mas relevantes de diversos estudios que alrededor del 80 % de
las pacientes presentaron enfermedad localmente avanzada o metastasica. También

encontraron que el 57% de las participantes presentaron tumores con receptores
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hormonales positivos, seguidos de tumores Her2 + en un 20% y enfermedad triple

negativa en un 23%.

En el estudio realizado por Carrillo et al. (2019) evaluaron distintos SNP (rs2234693 y
rs9340799) en el gen ESR1. En este trabajo participaron 507 pacientes con CaMa. Los
autores reportaron que el 91 % presentaba carcinoma ductal como tipo histolégico y el
67 % fueron diagnosticadas en etapas localmente avanzadas. Con respecto al subtipo
molecular, el 46 % presento tipo Luminal A, el 20% Luminal B, el 12 % Her2 +y el 22%
triple negativo. Como se puede observar, al comparar las cifras obtenidas en nuestro
estudio con otras reportadas de CaMa presente en mujeres mexicanas, son muy

similares.

Para la determinacion de AS en saliva fue necesario realizar en primera instancia la
sintesis de AgNPs para la cual se utilizé6 el método de Turkevich que implementa la
reduccion de iones plata en disolucion acuosa de citrato de sodio (Hernandez, 2019;
Vinogradova et al., 2014). Posteriormente, se llevo a cabo su caracterizacion por DLS,
espectroscopia de transmision Optica y microscopia electréonica de transmision. El
equipo DLS, mide el movimiento browniano y lo relaciona con el tamano, por lo que
las nanoparticulas deben medir de 1 a 100 nm de preferencia. De acuerdo con la
distribucion de tamafo obtenida de nuestras muestras, el promedio de las

nanoparticulas se encontraba en 84.76 nm como se observa en la Fig. 7.1.

Es importante senalar que el tamano de las AQNPs puede variar de una sintesis a otra,
en un estudio realizado por Hernandez et al. (2017) realizaron mediciones de AS con
cinco diferentes distribuciones de AgNPs: 5 a 50 nm, 80 + 30 nm, 65 £ 20 nm, 110
30 nmy 20 a 150 nm. Las mediciones se realizaron en una muestra control y de una
paciente con CaMa, dando los siguientes resultados: 3.2 mg/dL, 3.4 mg/dL, 2.9 mg/dL,
3.6 mg/dL y 3.1 mg/dL con una media de 3.24 + 0.27 mg/dL para la muestra control y,
20.1 mg/dL, 19.7 mg/dL, 20.1 mg/dL, 19.5 mg/dL y 20.4 mg/dL con una media de 19.96
+ 0.36 mg/dL para la muestra de paciente. Con esto se demuestra la reproducibilidad
de la metodologia y que los resultados de la concentracién de AS son confiables, ya

que se traslapan los valores medios en la incertidumbre experimental del método.
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Para evaluar la estabilidad de las nanoparticulas en solucion se midié el potencial zeta,
el cual es una propiedad de los materiales que miden el potencial electrocinético en
sistemas coloidales, lo que nos indica el grado de repulsidbn entre particulas
adyacentes, cargadas en una dispersiéon (Mayoral et al., 2014). Una solucion se
considera estable con valores de potencial zeta superiores a + 30 mV o inferiores a -
30 mV. El potencial zeta de nuestras AgNPs present6 una media de - 34 mV, debido a
que nuestras particulas son lo suficientemente pequefias, este potencial zeta nos
indica que la solucion es estable y por lo tanto se resistira a la agregacion, lo cual es

indispensable para la correcta adsorcidén del AS y las AgNPs al momento de su analisis.

Para la espectroscopia de transmision 6ptica se obtuvo un espectro Uv-Vis (Fig. 7.3)
que muestra una banda con una absorcion maxima en 412 nm a una absorbancia de
0.92, esta banda surge de la resonancia de plasmones de superficie caracteristica de
AgNPs a nano escala, lo que confirma su formacién por el método de reduccion
quimica. Comparando nuestros resultados, estos son similares a los obtenidos por
Vinogradova et al. (2014) donde también realizaron la sintesis de AgNPs por el método
de Turkevich y obtuvieron una banda de absorcién maxima de 403 nm, al igual que
Hernandez et al. (2019), en el cual también obtuvieron una banda de absorcion

maxima en el mismo rango (428 nm).

Por ultimo se realizd microscopia de transmision 6ptica, la cual es una herramienta
fundamental para la caracterizacién de nanomateriales, ya que nos permite obtener
imagenes de alta resolucion al punto de obtener imagenes de las columnas de atomos
que conforman una muestra. Las imagenes TEM que se muestran en la Fig. 7.4
confirman el tamafo y la forma cuasi esférica de las AgNPs a una concentracion de
2.5 mM, el tamano que se puede observar en las imagenes coinciden con el tamano

promedio que se obtuvo por DLS, aproximadamente de 80 nm.

Una vez caracterizadas las AgNPs, se realizé la calibracion de AS por Espectroscopia
Raman-SERS, en base a tres espectros de referencia: AS sdlido, el coloide de AgNPs

y la combinacién de AgNPs con una solucion de AS a 200 mg/dL.
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La estructura relajada del AS esta formada por carboxilo, hidroxilo, N-acetilo y una
cadena lineal que se asemeja a la estructura del glicerol, ademas tiene 114 modos
vibratorios que son infrarrojos y Raman activos. Para el espectro Raman del AS so6lido
se obtuvieron las principales bandas en: 647, 846, 945, 1001, 1110, 1258, 1656 y 1726
cm', que de acuerdo con Vinogradova et al. (2014) el espectro se puede dividir en tres
rangos espectrales principales: de 500 a 950 cm™', se atribuyen a vibraciones debidas
a grupos CO(CH) o sus sustitutos en el anillo de piranosa, de 950 a 1200 cm!, modo
de estiramiento C-O con alguna contribucidn de vibraciones de estiramiento C-C, y de
1200 a 1500 cm™ con vibraciones deformativas como las que involucran
funcionalidades HCH y CH20H.

La banda ubicada en 647 cm™ se le asigna al modo de balanceo CH:2 en el ciclo de
piranosa, la banda 845 cm™' se da por el estiramiento C-O en la cadena de glicerol, la
banda 1001 y 1110 cm™ corresponde a la deformaciéon C-O-C, las bandas 1258,1656
y 1726 cm™' indican el modo amida Ill y amida I, respectivamente (Vinogradova et al.,
2014; Hernandez et al., 2019).

En el espectro Raman de las AgNPs se pueden observar las bandas caracteristicas
en 924, 952, 1023 y 1607 cm', estos modos se atribuyen a los grupos carboxilato de
anclaje ubicados en el campo de plasmones de superficie de la plata. Munro et al.
(1995) propone una geometria de unidon que muestra dos grupos de carboxilato de

citrato que se unen a la superficie de coloide de la plata.

En el espectro Raman SERS de las AgNPs en combinacion con la solucion de AS a
200 mg/dL, se pudo observar un aumento en la intensidad Raman, a su vez se
identificaron las bandas caracteristicas en 1002, 1237 y 1391 cm', atribuidas a las

vibraciones del anillo de piranosa, acetamida y grupos carboxilo, respectivamente.

En cuanto al mecanismo de adsorcion del AS a las AgNPs, Vinogradova et al. (2014)
compararon la intensidad de la banda 1237 cm™! observada en un espectro SERS de
Cit-AgNPs con el espectro SERS de AgNPs-AS, este modo se atribuye a las

vibraciones de estiramiento de los enlaces Ag-O y Ag-N, sugiriendo asi que la

48



adsorciéon de AS en la superficie de las AgNPs se da a través del grupo carboxilo o
amida, o ambos. De esta manera, para generar el efecto SERS, las moléculas de AS
tienen que cruzar una barrera energética provocada por la repulsion electrostatica de
la cubierta de citrato antes de que puedan adsorberse directamente en las AgNPs
cargadas positivamente o permanecer en las proximidades (menos de 10 A) de sus

superficie (Biswas et al., 2007).

Para la evaluacion de la concentracion de AS en saliva, se analizaron 12 muestras de
pacientes y 30 de grupo control, obteniendo una mediana (Q1-Q3) de concentracion
de 16.95 (12.2 — 20.7) mg/dL y 5.06 (3.1 — 6.9) mg/dL, respectivamente, la diferencia
entre ambos grupos fue estadisticamente significativa (p < 0.0001), con ello se

confirma que la expresion de AS se encuentra aumentada en las mujeres con CaMa.

Es importante mencionar que la medicién de AS en saliva se considera un analisis
reciente, ya que en sus primeras evaluaciones se obtenia la concentracion sérica de
AS no solo en CaMa sino en otras enfermedades. Es el caso de un estudio realizado
por Stefenelli et al. (1985) en el cual se determind la concentracion de AS en 2,264
personas con diversos tumores malignos, infecciones bacterianas, enfermedades
reumaticas y enfermedades hepaticas cronicas, asi como en un grupo control, en este
ultimo se obtuvo una concentracion media de 58.5 mg/dL, y dentro de los tumores
malignos se evalué el CaMa con una concentracion media de 79.8 mg/dL, en la tabla
16 se puede observar las concentraciones obtenidas para las otras enfermedades. Asi
mismo, la concentracion de AS no sélo se ve aumentada en neoplasias malignas sino
también en procesos bacterianos, inflamatorios y reumatoides, es por eso la
importancia de mencionar que la medicion de este biomarcador se debe de realizar

como un método complementario y no cdmo unico método de diagndstico.

En otro estudio realizado por Hogan et al. (1980) midieron la concentracién de AS en
suero de 65 pacientes con CaMa y en 56 sujetos control, obteniendo una
concentracion media de 88.5 mg/dL y 51 mg/dL, respectivamente, sus resultados
sugieren que las concentraciones séricas de AS pueden ser de valor complementario

en la evaluacion del estadio del tumor.
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Sin embargo, no fue hasta Ozturk et al. (2011) realizaron un estudio piloto para evaluar
la concentracion de AS en saliva de 15 pacientes con CaMa en diferentes etapas y 10
individuos sanos como controles de la misma edad, obteniendo una concentracion
media de 4.7 mg/dL para el grupo control y 11.4 mg/dL para el grupo de pacientes, al
igual que en las concentraciones obtenidas en muestras séricas, se puede observar

que también existe una diferencia en su concentracion respecto al grupo control.

Ademas, Hernandez et al. (2017) también evaluaron la concentracion de AS en una
poblacién mayor, en 100 mujeres con CaMa y en 106 mujeres sanas, implementando
la sintesis de AgNPs y la espectroscopia Raman SERS para su medicion, dentro de
sus resultados obtuvieron una concentracion media de AS de 4.7 mg/dL para el grupo

control y de 18.3 mg/dL en las pacientes.

Siguiendo esta metodologia, Hernandez et al. (2019) realizaron la evaluacién del AS
en saliva en otro tipo de afecciones como el cancer de ovario, gingivitis y periodontitis.
Para el cancer de ovario se evaluaron 52 pacientes con masas axiales programadas
para intervencion quirurgica, 37 de ellas resultaron con masas axiales benignas y en
15 pacientes estas masas fueron cancerigenas, en cuanto a su concentracion de AS

fue de 5.1 mg/dL y 23.0 mg/dL, respectivamente.

Para la segunda parte de su estudio evaluaron a 30 mujeres sanas, 30 pacientes con
diagndstico de gingivitis y 33 pacientes con diagndstico de periodontitis, en las cuales
se obtuvo una concentracion media de AS de 5.79 mg/dL, 12.98 mg/dL y 19.81 mg/dL,

respectivamente (Hernandez et al., 2019).

De acuerdo con los resultados anteriores, podemos observar que en nuestro estudio
obtuvimos concentraciones medias de AS muy similares a los ultimos estudios, el
primero por Hernandez et al. (2017) en el cual su grupo de pacientes con CaMa
obtuvieron una concentracion media de 18.3 mg/dL y nosotros de 18.15 mg/dL; en el
segundo estudio realizado por Hernandez et al. (2019), en su grupo control se obtuvo
una concentracion media de 5.79 mg/dL y nosotros de 5.51 mg/dL.
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A su vez, se realizé una evaluacion del AS en funcion del estadio clinico, los datos se
dividieron en etapa | (mediana = 17.01 mg/dL), lll (mediana = 14.44 mg/dL), lll y IV
(mediana = 19.21 mg/dL), estas ultimas dos se agruparon en uno solo debido a que
en el estadio IV solo se contaba con dos pacientes. Estos resultados son comparables
con los obtenidos por Hernandez et al. (2017), etapa | (mediana=11.9 mg/dL), 1l (16.3
mg/dL), lll y IV (20.7 mg/dL).

Con esto se comprueba que el AS se encuentra aumentado en varias enfermedades,
sin embargo, en los ultimos afos se le ha dado prioridad a su medicion en saliva,
debido a que la obtencion de la muestra no es invasiva en comparacion de una muestra
sanguinea. Ademas, su medicién por Raman SERS para el CaMa es altamente
prometedor, ya que se puede aplicar como biomarcador de diagnostico
complementario, independientemente de la edad o la densidad mamaria, las cuales
son caracteristicas que resultan inconvenientes para un diagndstico convencional. Es
por ello, que este biomarcador puede ser util para la prevencion del CaMa por estar al
alcance de una poblacion de mujeres jévenes (< 30 afios). También, en cuestion del
tratamiento, su medicion constante pudiera ser de utilidad clinica al momento de
evaluar la respuesta de la paciente al mismo. Debido a que las concentraciones de AS

tienen a disminuir conforme disminuye la carga tumoral.

Por otra parte, debido al numero reducido de pacientes, se decidio evaluar los factores
de riesgo modificables y no modificables en el grupo control, con el fin de representar

lo que pudiera estar pasando entre las mujeres jovenes de nuestra poblacién.

Dentro de los resultados obtenidos (tabla 12) se puede observar que 17 participantes
del grupo control presentan un IMC normal (media de 22.49 Kg/m?) y el resto un IMC
de sobrepeso en promedio de 28.40 Kg/m?2. Sin embargo, aunque la mayoria presentd
un IMC normal, 23 de las mujeres tuvieron un porcentaje de grasa corporal mayor a
35 %, lo cual es alarmante debido a que estos niveles de grasa corporal no solo se
asocian con el riesgo de padecer CaMa, sino también para otro tipo de enfermedades,
principalmente metabdlicas y cardiovasculares. De igual forma, el 70 % de las mujeres
del grupo control usaba AH y el 43.3 % no realizaba ningun tipo de actividad fisica. En
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cuestion de factores no modificables, el 33.3 % presento su menarquia antes de los

12 afios y el 63.4 % refirid tener historia familiar con algun tipo de cancer.

De acuerdo con estos resultados, podemos observar que desde una temprana edad,
la mujer ya puede estar presentando una serie de factores de riesgo para CaMa, en
su mayoria mediados por exposicién prolongada a hormonas enddégenas o exégenas,
principalmente en el tejido mamario (Feng et al.,, 2018; Sun et al.,, 2017; Rojas &
Stuckey, 2016).

Dentro de los mecanismos cancerigenos del estrégeno se han propuesto dos vias, la
primera es a través de la sefalizacion del RE que altera la expresion genética,
aumentando la proliferacion y por lo tanto las mutaciones; y en la segunda se ve
implicado su metabolismo oxidativo en metabolitos de quinona que pueden formar
aductos despurinantes del ADN (Del Pup et al., 2019; Cavalieri & Rogan, 2014; Lavigne
etal., 2001). Ademas, dentro de los factores no modificables, esta la menarquia menor
a 12 anos y la menopausia tardia (después de los 55 afios), la razén de ambos se da

por una exposicion prolongada a hormonas ovaricas.

Un estudio realizado por Titus et al. (1998) demostr6 que las mujeres que comenzaban
a tener la menstruacién ante de los 12 afios tenian aproximadamente un 50 % mas de
riesgo de CaMa que aquellas que presentaron la menarquia después de los 15 anos.
Por su parte, Trichopoulos et al. (1972) reportaron que las mujeres con menopausia
natural a los 55 afios o0 mas tenian el doble de riesgo en comparacion con la

menopausia después de los 45 afos.

En cuanto a los factores modificables, Biglia et al. (2013) evaluaron el IMC de 2,148
mujeres pre y posmenopausicas con CaMa. Sus resultados muestran que las mujeres
posmenopausicas con un IMC mayor a 25 Kg/m? tenian un porcentaje
significativamente mayor de tumores de ER+ que las mujeres con IMC normal, ademas
de una asociacion con un mayor tamafo del tumor. A su vez, Turkos et al. (2013)
evaluaron a 818 mujeres premenopausicas con CaMa no metastasico con un

seguimiento de 29 meses, encontrando que las mujeres obesas (IMC mayor a 30
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Kg/m?) tenian mas probabilidades que las mujeres de peso normal de ser
diagnosticadas con tumores de alto grado e invasién linfovascular. También, la
resistencia a la insulina da como resultado una sobreestimulacion del epitelio mamario
mediado por estrogenos. Estos efectos imitan la proliferacién y progresion de las
células cancerosas, aumentando asi el riesgo de CaMa y el desarrollo de un fenotipo
agresivo. Con esto, la evidencia epidemiolégica muestra que tener sobrepeso u

obesidad se asocia con un mayor riesgo a distintos tipos de cancer.

Se cree que el mecanismo que relaciona el exceso de grasa corporal con el aumento
del riesgo de CaMa esta vinculado con la insulina y los compuestos similares a la
insulina, como factores de crecimiento. De esta manera, la hiperinsulinemia crénica
(HC) disminuye la concentracion de proteinas que se unen a factores de crecimiento,
aumentando sus niveles circulantes, como el factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1), el cual se ha asociado con el CaMa premenopausico (Renehan et al., 2004;
Renehan et al, 2006). Ademas se ha descubierto que la HC disminuye la
concentracion sanguinea de globulina fijadora de hormonas sexuales, lo que provoca

un aumento de estrégenos circulantes (Kaaks et al., 2002).

Con base en lo anterior, otro factor modificable relacionado a su vez con el IMC es el
sedentarismo, de manera contraria, el aumento de actividad fisica tiene efectos
positivos sobre el estado fisico, como reduccion de la obesidad, efectos hormonales y
reproductivos, entre otros. En un estudio de cohorte prospectivo, se encontré que las
mujeres que realizaban regularmente actividad fisica a la edad de 35 afios tenian una
disminucién del 14 % en el riesgo de CaMa. El mecanismo propuesto se basa en la
disminucién de la grasa corporal que conlleva a una disminucién de la conversion
periférica de andrégenos en estrogenos a través de la enzima aromatasa, asi como a
una disminucién de la insulina y otros factores de crecimiento. Ademas la actividad
fisica provoca un aumento de la globulina fijadora de hormonas sexuales por lo cual
reduce la cantidad total de estrogeno circulante libre (McTiernan et al., 1998;
McTiernan et al., 2003).
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A diferencia de la edad en la que se presenta la menarquia y la menopausia o el
comportamiento de estas, uno de los factores modificables que se han relacionado con
la exposicion a hormonas exdgenas, es el uso de AH. Estos han retomado mayor
relevancia desde que su uso aumento en el estilo de vida de la mujer moderna, ya que
esta exposicion hormonal estd muy por encima de la de las mujeres en poblaciones
de fertilidad natural, y por lo tanto el comienzo de su uso se da en edades mas
tempranas y por intervalos de tiempo mas prolongados antes del primer parto
(Bonfiglio & Di Pietro, 2021; Lovett et al., 2017).

De acuerdo con la OMS, para el afio 2020 el uso de AH entre las mujeres en edad
reproductiva (15 a 49 afos) aumento a 851 millones (49 %) y en México, el ultimo dato
proporcionado por el ENADID en el 2018 fue de 17.6 millones que equivale a un 53.4
% . Desafortunadamente, los datos sobre su asociacion y relacién con el CaMa aun

son controversiales y no concluyentes.

Se han realizado a lo largo del tiempo, estudios epidemiolégicos analiticos,
particularmente investigaciones de cohorte en los cuales evaluan asociacion entre la
administracién exégena de hormonas sexuales femeninas, como anticonceptivos
orales (AO) y el riesgo de CaMa (Peachman, 2018). Es el caso de Calle et al. (1996)
realizaron un analisis de mas de 150,000 mujeres de 54 estudios alrededor del mundo
sobre la relacion en el CaMa y el uso de AO, concluyendo que las usuarias actuales o
recientes (minimo 12 meses) de AO estuvieron expuestas a un mayor riesgo (riesgo
relativo, RR=1.24), aunque este riesgo ya no era evidente 10 afos después de
suspender su uso. En 2014, Beaber et al. realizaron un estudio de casos y controles
entre mujeres de 20 a 49 afos, en el cual observaron que el uso reciente de las
formulaciones de AO mas nuevas se asocié con un aumento del 50 % en el riesgo de
CaMa en comparacion en el uso anterior o con nunca haber usado. Por su parte, otro
estudio de cohorte prospectivo a nivel nacional en Dinamarca realizado por Mgrch et
al. (2017) evaluaron la asociacién entre el uso de AH y el riesgo de CaMa en mujeres
de 15 a 49 afos, en comparacion con las mujeres que nunca habian utilizado AH el

RR entre las usuarias actuales y recientes de AH fue de 1.20. Los autores encontraron
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que después de suspender el uso de AH, el riesgo de CaMa fue aun mayor entre las
mujeres que habian utilizado AH durante 5 afios o mas respecto a las mujeres que no
habian usado AH.

En el presente estudio también evaluamos el uso de AH, para ello dividimos a las
mujeres sanas en dos grupos, aquellas que utilizaban AH (n=20) y en aquellas que no
(n=10). Se realizé un analisis para determinar posibles diferencias en cuanto a la
concentracion media de AS entre ambos grupos, los cuales tuvieron una concentracion
de 5.45 mg/dL y 5.62 mg/dL, respectivamente (tabla 8).

De acuerdo con este analisis, dentro del grupo control la concentracion de AS no
presenta una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.9942) entre usar o no AH.
Sin embargo, dentro del grupo de mujeres que utilizaban AH, el uso de tabletas orales
fue el tipo mas utilizado con un 60 %, seguido del parche transdérmico e implante

subdérmico (15 % cada uno), asi como inyecciones y DIU (5 % cada uno).

Nuevamente se realiz6 el analisis estadistico para la concentracion media de AS, pero
ahora con base en el tipo de AH utilizado, asi como su duracion promedio en meses
(tabla 12). Las mujeres que utilizaban el implante presentaron una concentracion
media de AS de 5.86 mg/dL con una duracion de 34.7 meses y, en el caso de las
inyecciones, unicamente una mujer lo utilizaba y presentd una concentracion de AS de
7.29 mg/dL con un tiempo de uso de 24 meses. Con estos tipos de AH, se obtuvieron
concentraciones de AS por encima de la media en el total de los controles (5.51 mg/dL)
y en total de los controles que usaban AH (5.45 mg/dL).

De esta manera, la exposicion tanto enddégena como exdégena a hormonas sexuales a
lo largo de la vida puede influir posteriormente en el desarrollo de CaMa debido a que
las células mamarias son mas susceptibles a los efectos cancerigenos de las
hormonas desde el periodo prenatal hasta la pubertad y adolescencia, y hasta el primer
embarazo a término por que la mama aun no ha completado la diferenciacion celular
(Bonfiglio & Di Pietro, 2021; Klijn et al., 2000).
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Otro de los factores no modificables que también se evalu6 fue la historia familiar de
cancer, ya que del 10 al 30 % de los casos de CaMa se atribuyen a la presencia de al
menos un familiar de primer grado afectado (Feng et al., 2018; Dunning et al., 2009).
Se puede observar en la tabla 9, que el 63.4 % de la mujeres del grupo control, refirid
tener al menos un familiar afectado de cancer. Lo anterior es relevante, ya que todas
las enfermedades tienen un componente ambiental y genético, y en el caso especifico
del CaMa, en la mayoria de las ocasiones, las mujeres no toman en cuenta la carga
genética que se puede llegar a tener, asi como la presencia de otros factores no
modificables. De esta manera, es de vital importancia que las mujeres en la actualidad
identifiquen los factores de riesgo para asi tomar decisiones mas acertadas y evitar

que aumente su predisposicion a desarrollar CaMa a lo largo de su vida.

Sin embargo, dentro de la historia familiar se pueden presentar distintas mutaciones
que van desde un componente hereditario fuerte con alta penetrancia, por ejemplo en
el gen BRCA1 o BRCAZ2, hasta aquellas de penetrancia intermedia o baja. En estas
ultimas se encuentran los SNP, que han tomado relevancia en los ultimos afios dentro
del estudio del CaMa ya que varios de ellos se han evaluado en genes involucrados
con la biosintesis y metabolismo de los estrégenos, como es el caso del gen ESR1

que codifica al RE, el cual se expresa en un 70 % del total de casos de CaMa.

En el presente estudio se evaluo el SNP en el gen ESR7 denominado rs3020314, el
cual se encuentra en el intrén 4 en la posicion +2464 (C - T), lo cual genera un
empalme de ARN y da lugar a un nuevo receptor (D5ERa) que carece de los dominios
de uniéon a hormonas y activacion de genes, ocasionando que el receptor se active

constitutivamente en ausencia de estrégenos.

Desafortunadamente, al no lograr alcanzar el numero de pacientes establecido,
unicamente reportamos resultados preliminares en cuanto a la genotipificacion del
polimorfismo en el grupo control (tabla 14). También es importante mencionar que el
SNP rs3020314 en especifico no ha sido evaluado previamente en poblacion mexicana
y de acuerdo con la investigacion bibliografica realizada, este trabajo es el primer en

abordarlo. Los SNP del gen ESR1 evaluados en poblacidn mexicana incluyen
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rs2234693, rs9340799, rs1884051, rs3798577, rs2077647, rs1801132, rs2234693 y
rs9340799 (Carrillo et al., 2019; Cahua et al., 2015).

Dentro de los resultados preliminares obtenidos en el grupo control (n=30), se calculd
una frecuencia alélica de 0.53 para C y 0.47 para T. Ademas, con la frecuencia de
genotipos, la variante mas frecuente fue la heterocigota (CT) con un 46.6 %, seguida
de la variante homocigota silvestre (CC) con un 30.0 % y finalmente la variante
homocigota mutada (TT) con un 23.4 %. Al no contar con un estudio de referencia en
poblacion mexicana para el SNP rs3020314, se decidié comparar la frecuencia alélica

obtenida con las de otras poblaciones.

En un estudio realizado en mujeres sudanesas la frecuencia alélica fue de 0.537 para
C y 0.463 para T (Gebreslasie et al., 2019), para mujeres de ascendencia africana su
frecuencia alélica fue de 0.72 para C y 0.28 para T, y dentro de este mismo estudio se
evaluaron a mujeres de ascendencia europea, las cuales tuvieron una frecuencia
alélica de 0.28 para C y 0.72 para T (Quan et al., 2014). Para el caso de mujeres del
reino unido, su frecuencia alélica fue de 0.31 para C y 0.69 para T (Dunning et al.,
2009), la frecuencia alélica en poblacion espafnola es de 0.27 para Cy 0.73 para T, a
su vez, en este mismo articulo comparan estas frecuencias con las reportadas en
Hapmap-CEU (residentes de Utah con ascendencia del norte y oeste de Europa) que
fueron de 0.29 para C y 0.71 para T, y en Hapmap-HCB (Chino han en Beijing) que
fueron de 0.81 para Cy 0.19 para T (Velasco et al., 2010).

Con base en lo anterior, podemos deducir que la frecuencia alélica obtenida en nuestro
estudio se asemeja con la obtenida en mujeres sudanesas, sin embargo, se
recomienda disponer de una base de datos de al menos 200 alelos por locus (100
individuos) para estimar parametros poblacionales y alelos precisos (Restrepo et al.,
2019).

Por otra parte, se realiz6 un analisis multivariado con los datos obtenidos del grupo
control a través de regresion logistica para identificar de manera exploratoria factores
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de riesgo para CaMa modificables y no modificables asociados con la presencia del
SNP del gen ESR1 (genotipo CT) (tabla 16).

Las variables consideradas en el modelo fueron: IMC (sobrepeso u obesidad), uso de
AH, actividad fisica, menarquia (antes de los 12 afios) e historia familiar con cancer.
Se determino que no existe una asociacion estadisticamente significativa entre los
factores de riesgo antes mencionados y la presencia del SNP. Sin embargo, este
resultado pudo verse afectado por la n, y no se descarta que en futuros estudios esta
relacion entre los factores de riesgo y la presencia del SNP sea significativa, al igual

que en el estudio realizado por Gebreslasie et al (2019).

De acuerdo con lo anterior, se considera que es necesario aumentar la n con la
finalidad de explorar y ampliar el conocimiento en el area de la genética y el CaMa en
México, ya que el SNP del gen ESR1 (rs3020314) puede representar un potencial

como biomarcador de riesgo.
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Limitaciones

En cuanto a las limitaciones del proyecto, se encuentra principalmente que no fue
posible completar el numero minimo propuesto de pacientes con CaMa por diversos

motivos en distintos espacios.

Ademas, otra limitacién en cuanto a la realizacion del analisis de regresion logistica
fue la n de las voluntarias, debido a que para este analisis, los resultados de los 30
genotipos se subdividieron, por lo cual la n se redujo aun mas. De esta manera, no se
descarta totalmente que no exista una asociacion significativa entre los factores de

riesgo y el SNP.
Perspectivas

Aunque no se logré6 completar la n deseada para el grupo de las pacientes, se
obtuvieron resultados muy interesantes, por lo cual dentro de las perspectivas para el
trabajo seria no solo completar la n para el grupo de pacientes, sino también aumentar
la n para ambos grupos. En lo que respecta a la genotipificacion del SNP del gen ESR1
(rs3020314) debido a que en nuestro estudio fue evaluado por primera vez en
poblacién mexicana, lo ideal seria aumentar la n minimo a 100 participantes por grupo,
ademas de incluir a mujeres posmenopausicas en el grupo control para asi tener las
caracteristicas descriptivas lo mas similar posible y los resultados obtenidos puedan
ser comparables estadisticamente.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se destaca la importancia de los factores de riesgo para CaMa,
principalmente de los factores de riesgo modificables como el IMC, el porcentaje de
grasa corporal, el uso de anticonceptivos hormonales y la actividad fisica, los cuales
observamos que se encuentran presente en gran medida en una poblacioén joven. De
esta manera, se considera indispensable identificar y evaluar el papel que
desempefian estos factores de riesgo modificables para asi contribuir al desarrollo de

estrategias de prevencion primaria destinadas a reducir la incidencia del CaMa.

En cuanto a la evaluacién de la concentracion de acido sialico, se comprobd que se
encuentra aumentado en la saliva de pacientes con CaMa y de acuerdo con el método
de analisis utilizado (Raman SERS) y al tipo de muestra no invasiva, es altamente
prometedor para ser aplicado como un biomarcador de diagnéstico complementario,
ya que, en comparacidon de los métodos convencionales, su evaluacion no es
influenciada por la edad de la mujer o la densidad mamaria. Desde el punto de vista
preventivo, la determinacién de AS como biomarcador de CaMa se encontraria al
alcance de mujeres jovenes (< 40 afios) a diferencia de la mastografia. De igual forma,
su constante monitorizacion en mujeres con CaMa que ya cuentan un tratamiento
establecido, podria servir de referencia para el médico al momento de evaluar la

respuesta al tratamiento.

Finalmente, en cuanto a los factores de riesgo no modificables, aunque solo pudimos
obtener resultados preliminares sobre la genotipificacion del SNP del gen ESR1
(rs3020314), observamos que tiene potencial como un biomarcador de riesgo. Sin
embargo, es necesario ampliar el estudio al aumentar n de ambos grupos y poder
realizar un analisis mas completo sobre la presencia de este polimorfismo en poblacion
mexicana, ya que hasta dénde se investigd, el presente trabajo es el primero en

determinarlo.
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GLOSARIO
BRCA1: gen localizado de manera normal en el cromosoma 17, que por lo general,
ayuda a suprimir el crecimiento de las células. La persona que hereda la version
alterada o mutada del gen BRCA1 tiene un riesgo mayor de contraer cancer de mama,
de ovario o de proéstata (IMSS, 2017).

BRCAZ2: gen localizado de manera normal en el cromosoma 13, que por lo general,
ayuda a suprimir el crecimiento de las células. La persona que hereda la version
alterada o mutada del gen BRCAZ tiene un riesgo mayor de contraer cancer de mama,
de ovario o de préstata (IMSS, 2017).

Cancer de mama: proliferacién acelerada e incontrolada de células del epitelio
glandular. Son células que han aumentado enormemente su capacidad reproductiva.
Las células de CaMa pueden diseminarse a través de la sangre o de los vasos
linfaticos y llegar a otras partes del cuerpo, adherirse a los tejidos y crecer formando
metastasis (IMSS, 2017).

Cancer de mama hereditario: a la condicion transmitida genéticamente que

incrementa el riesgo de cancer de mama (Secretaria de Salud, 2011).

Ciclo menstrual: periodo de 28 + 5 dias comprendido entre dos menstruaciones
durante el cual se lleva a cabo la maduracién de foliculos ovaricos, la ovulacién y la

formacion de un cuerpo luteo (Secretaria de Salud, 1993).

Edad fértil o reproductiva: etapa de la vida del hombre y la mujer durante la cual se

posee la capacidad bioldgica de la reproduccién (Secretaria de Salud, 1993).

Factor de riesgo: a la caracteristica o circunstancia personal, ambiental o social de
los individuos o grupos, asociada con un aumento de la probabilidad de ocurrencia de
un dafo (Secretaria de Salud, 1993).

Familiar de primer grado: padre, madre, hermano, hermana o hijo (IMSS, 2017).

Familiar de segundo grado: abuelos, tios, sobrinos, medios hermanos (IMSS, 2017).
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Ganglio: a la estructura diferenciada que se encuentra rodeada por una capsula de
tejido conjuntivo y algunas fibraselasticas que forma parte de las cadenas del sistema
linfatico (Secretaria de Salud, 2011).

Mastografia: estudio radiolégico de las mamas, tomado con un aparato (mastdgrafo),

con el que se efectuan mamografias de tamizaje o diagnéstico (IMSS, 2017).

Mastografia de tamizaje: al estudio realizado para la deteccion temprana de cancer

de mama a mujeres aparentemente sanas (IMSS, 2017).

Mastografia diagnéstica: al estudio realizado como parte de la evaluacion
diagndstica por resultado de imagen sospechosa o en mujeres con sintomas clinicos

de patologia mamaria sospechosa de cancer (IMSS, 2017).

Menarca temprana: edad de la primera menstruacion antes de los 12 afos (IMSS,
2017).

Menopausia: cese de la menstruacion que, generalmente, ocurre alrededor de los 50
afios. Se considera que una mujer esta en la menopausia cuando no ha tenido un

periodo menstrual durante 12 meses seguidos (IMSS, 2017).
Menopausia tardia: cese de la menstruacion a los 55 afios o mas (IMSS, 2017).

Método anticonceptivo: son utilizados para regular la capacidad reproductiva de un

individuo o una pareja con el fin de evitar un embarazo (Secretaria de Salud, 1993).

Nédulo: a la agrupacion celular o fibrosa en forma de nudo o corpusculo, identificable
por exploracion clinica o imagen en dos planos en estudio mamografico (Secretaria de
Salud, 2011).

Nuligesta: a la condicion de la mujer que nunca se ha embarazado (Secretaria de
Salud, 2011).

Prevencidn primaria: a las medidas orientadas a evitar la aparicion de una

enfermedad o problema de salud, mediante el control de los agentes causales y
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factores de riesgo. Tiene como intervenciones la promocion de la salud, la proteccion

especifica y la quimioprofilaxis (IMSS, 2017).

Prevencién secundaria: a las medidas orientadas a detener o retardar el progreso de
una enfermedad o problema de salud ya presente en un individuo en cualquier punto
de su aparicién. Tiene como intervenciones los programas de deteccion precoz y

tratamiento oportuno para limitar el dafio (IMSS, 2017).

Prevenciodn terciaria: a las medidas orientadas a evitar, retardar o reducir la aparicion

de las secuelas de una enfermedad o problema de salud (IMSS, 2017).

Razén de momios (Odds ratio, OR): posibilidad de que una condicién de salud o
enfermedad se presente en un grupo de poblacion frente al riesgo de que ocurra en
otro. En epidemiologia, la comparacion suele realizarse entre grupos humanos que
presentan condiciones de vida similares, con la diferencia de que uno se encuentra
expuesto al factor de riesgo mientras que el otro carece de esta caracteristica. Por lo

tanto, la razén de momios es una medida de tamarno de efecto (IMSS, 2017).

Riesgo relativo (RR): es una razon, el rango de su valor oscila entre 0 e infinito.
Identifica la magnitud o fuerza de la asociacién, lo que permite comparar la frecuencia
con que ocurre el evento entre los que tiene el factor de riesgo y los que no (IMSS,
2017).

Terapia de reemplazo hormonal (TRH): hormonas (estrogeno, progesterona o
ambas) administradas a las mujeres después de la menopausia para reemplazar las

hormonas que los ovarios ya no producen (IMSS, 2017).
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