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RESUMEN

La obesidad es un factor negativo para el desarrollo de cancer de mama en mujeres
postmenopausicas que disminuye su tasa de supervivencia. Actualmente, diversos
estudios se centran en investigar la asociacion de diversos genes y polimorfismos
de mayor prevalencia en mujeres obesas como LEP, LEPR, ADIPOQ, entre otros,
en diversas poblaciones. Por lo cual entender la etiologia y asociacion del cancer
de mamay la obesidad en el estadio posmenopausico en la mujeres mexiquenses
nos ayudara a comprender el origen de estas patologias y su utilidad como
biomarcador de riesgo, con fin de disefiar tratamientos dirigidos que mejoren la
calidad de vida de las pacientes, disminuyendo su incidencia y mortalidad.

Como primera parte de esta investigacion nos enfocamos en evaluar la expresion
de los genes LEPR y AdipoR1 con relacién el aumento del IMC, para esto se trabajo
con grupo de 46 mujeres voluntarias mayores a 55 afios de edad, sin el diagndstico
de alguna patologia confirmada. La poblacion se clasifico de acuerdo a su IMC y se
caracteriz6 de acuerdo a sus datos clinicos y expresion de LEPR y AdipoR1
mediante RT-PCR. Los datos obtenidos nos permitieron observar que es 70% de
la poblacion estudiada presentaba problemas de obesidad y sobrepeso y que estos
a su vez se correlacionaban de manera modera (r=0.648, p=0.043) con la expresion
del gen LEPR y moderada negativa con el gen AdipoR1 (r=-0.389, p=0.034).

Esta relacion sugiere que estos genes podrian participar como un factor mediador
entre la obesidad y el cancer de mama, por lo cual, se continuaran realizando
estudios para la deteccién de los SNP’s y se pueda aportar mas informacion acerca
del fenotipo y los factores implicados en el desarrollo del cancer de mama vy la

obesidad.
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ABSTRACT

Obesity is a negative cause for the development of breast cancer in postmenopausal
women and decreases their survival rate. Recent studies are focused on the
association of various genes and polymorphisms of higher prevalence in obese
women, such as LEP, LEPR, ADIPOQ, among others in diverse populations.
Therefore, understanding the etiology and association of breast cancer and obesity
in the postmenopausal stage in Mexican women might help us understand the origin
of these pathologies and their usefulness as a risk biomarker to design targeted
treatments that improve the quality and life span of patients reducing their incidence

and mortality.

In this research, we focused on evaluating whether the expression of the LEPR and
AdipoR1 genes were associated with the increase in BMI. For this, we worked with
a group of 46 female volunteers without the diagnosis of any confirmed pathology.
The population was classified according to its BMI and characterized according to
its clinical data and expression of LEPR and AdipoR1 by RT-PCR. The data obtained
allowed us to observe that 70% of the studied population had obesity and overweight
problems and were moderately correlated (r = 0.648, p = 0.043) with the expression
of the LEPR gene and moderately negative with the AdipoR1 gene (r = -0.389, p =
0.034).

This relationship suggests that these genes could participate as a factor between
obesity and breast cancer. Therefore, studies will be carried out to detect SNPs, and
more information can be provided about the phenotype and the factors involved in
the development of breast cancer and obesity.
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1 INTRODUCCION

La obesidad se define como una variacién en el indice de Masa Corporal (IMC) y
conduce a la acumulacién de tejido adiposo dentro del organismo (Ristow, Muller-
Wieland, Pfeiffer, Krone, & Kahn, 2002; Scuteri et al., 2007). El desarrollo de esta,
se relaciona con una serie de factores adversos incluyendo el desarrollo de
enfermedades de tipo metabdlicas, cardiovasculares y en el diagnostico y desarrollo
de distintos tipos de cancer como el cancer de mama (Crake, 2015; D’Angelo et al.,
2018; Nickel et al., 2018).

La acumulacion excesiva de tejido adiposo es considerado un factor de prondstico
negativo para el desarrollo de cancer de mama y en la progresion del mismo (Nickel
et al., 2018). En mujeres postmenopausicas obesas este riesgo aumenta hasta en
un 40 % con una disminucion en la tasa de supervivencia (Bowers & deGraffenried,
2015).

Recientes estudios se centran en la investigacion de la asociacion de genes y
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s) reportados en cancer de mama y
obesidad, tal es de caso LEP (rs7799039), LEPR (rs1137101 y rs1137100),
ADIPOQ-ADIPOR1-ADIPOR2 (rs2241766, rs1501299, rs7539542), IRS2, entre
otros (Daghestani et al., 2019; Fangyi, 2013; Geriki et al., 2019; Ibarra & Velasquillo,
2013; Liu & Liu, 2011; Nyante et al., 2011).

Por lo cual, estudiar la asociacion de los genes como LEPR y AdipoR1 y
polimorfismos de LEP (-2548 G>A), LEPR (-GIn233Arg) y ADIPOQ (+276 G/T) en
pacientes postmenopausicas obesas, nos ayudara a comprender el origen de la
enfermedad y su utilidad como posibles biomarcadores de riesgo del cancer de

mama.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es considerada la enfermedad mas comun entre mujeres
(Malvia et al., 2019; Shah, 2014). De acuerdo a la Guia de Referencia Réapida
“Diagndstico y Tratamiento del Cancer de Mama” (IMSS-232-09) este es definido
como aquel crecimiento anormal y desordenado de las células epiteliales de los
conductos o lobulillos mamarios, que tiene la capacidad de diseminarse (IMSS,
2004).

Este cancer tiene la caracteristica de desarrollar tumores malignos en la glandula
mamaria, la cual se compone de areola y pezoén e internamente de tejido adiposo o
graso y el tejido glandular, que a su vez se compone de l6bulos y lobulillo unidos
por una serie de tubos llamados conductos (Figura 1) (Fernandez & Ovares, 2012).
El cancer de mama puede desarrollarse en diversas areas de la glandula mamaria
y su tipo es determinado por las células especificas que se afectan (Feng et al.,
2018).

‘\\ ';; - 5 Tejido adiposo

Lébulo

Aréola

Pezon

Conductos

Lobulillos

Figura 1. Anatomia de la glandula mamaria. Glandula mamaria se compone de

tejido adiposo, I6bulo, areola, pezdn, conductos y lobulillos.
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2.1.1 Epidemiologia

La incidencia de cAncer de mama ha aumentado y es considerada la principal causa
de mortalidad en mujeres (Angulo et al., 2013; Baneriji et al., 2012; Mahmoudi et al.,
2015).

De acuerdo a los datos proporcionados por la Organizacién Mundial de Salud (OMS)
representa el 16 % de todos los canceres femeninos con mayor prevalencia en
paises desarrollados, y una tasa de supervivencia que va del 80% en paises
desarrollados y hasta el 40 % en paises de bajos ingresos. Sin embargo, estos datos
varian mucho en todo el mundo, debido a la falta de programas de deteccion
oportuna (Salud, 2021).

Datos de The Global Cancer Observatory (GCO) reportaron en el 2018, 2.1 millones
de incidencia de cAncer de mama lo que representa el 11.2 de la poblacién con este
padecimiento y 0.6 millones de muertes (6.6%). Por su parte, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) reporto que en América Latina y el Caribe, este
cancer como el mas comun entre las mujeres y es el segundo con mayor mortalidad,
por lo cual se prevé que este aumente hasta 34% (Organizacibn Mundial de la

Salud, 2018; Organizacion Panamericana de la Salud, 2018).

En México, a partir del afio 2006, este cancer se convirtio en la primera causa de
muerte en las mujeres mexicanas. Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI) y de la Sociedad Mexicana de Oncologia (SOMEON), al afio
se registran alrededor de 24 mil casos nuevos, con una mortalidad de 6,500
decesos, y enfatizan que la edad promedio para la presencia de cancer va de los
50 a los 59 afios de edad (Intituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2018).

2.1.2 Clasificacion, signos y sintomas

Existen diversas clasificaciones del cancer de mama las cuales se basan en la
exploracién fisica, las caracteristicas de tumor, la presencia de lesiones
ganglionares y la metastasis. Segun la invasion en la estructura de la glandula

mamaria, este se divide en carcinoma ductal y carcinoma lobular (Angulo et al.,

14



2013). De acuerdo a su grado de invasion y segun la OMS, este puede ser No
invasivo o in situ, o bien, Invasivo o/y Metastasico. El cancer de mama de tipo no
invasivo o in situ es aquel que no ha logrado invadir mas alla de los I6bulos o

conductos donde se origind y se divide en (Feng et al., 2018):

e Carcinoma ductal in situ (DCIS): se desarrolla dentro de los conductos
mamarios, es considerado el tipo mas comun de los carcinomas in situ y
representa el 83% aproximadamente de los casos diagnosticados. Sin
embargo, este puede o no progresar y volverse invasivo (Akram et al., 2017,
ElSharkawy, 2014).

e Carcinoma lobular in situ (LCIS): se desarrolla en las glandulas
productoras de leche pero no es capaz de extenderse mas alla de la pared
de los l6bulos, es considerado como un signo de riesgo moderado sucesivo
del cancer invasivo y representa el 12% de los canceres in situ (Akram et al.,
2017; ElSharkawy, 2014; Espinosa Ramirez, 2017).

El cancer de mama de tipo invasivo es capaz de invadir mas alla de la membrana
basal y se introduce en el estroma mamario llegando a invadir los vasos sanguineos
y ganglios linfaticos. Segun el tipo de tejido y células involucradas se dividen en
(Akram et al., 2017; Espinosa Ramirez, 2017; Feng et al., 2018):

e Carcinoma Ductal Invasivo (IDC): Se desarrolla dentro de los conductos
mamarios y se extiende hasta la pared del conducto teniendo la capacidad
de propagarse fuera de estos.

e Carcinomalobular Invasivo (ILC): Se desarrolla en las glandulas mamarias
o l6ébulos teniendo la capacidad de propagarse fuera de ellos y es el mas

comdn en mujeres mayores.

El carcinoma metastasico es sucesivo del cancer invasivo ya que tiene la capacidad
de extenderse a diferentes 6rganos del cuerpo a través del sistema inmune o la
circulacion sistémica por segregacion y se expande de manera irregular atacando
organos como el cerebro, huesos, pulmones y el higado (Akram etal., 2017;

Espinosa Ramirez, 2017; Feng et al., 2018; Huicochea Castellanos, 2009)
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Existe otra clasificacion molecular a través de la inmunohistoquimica, la cual permite
detectar proteinas en las células y clasificar el cancer de mama de acuerdo a la
expresion génica del receptor de estrégenos (RE), receptor de progesterona (RP) y
receptores HER2 (Tabla 1) (Banerji et al., 2012). Mediante la deteccidn de estos, es
posible determinar la eleccion de la terapia adecuada, mejorando la respuesta al
tratamiento y la recuperacion del paciente (Espinosa Ramirez, 2017; Santillan &
Mendieta, 2013).

El cancer de mama del subtipo luminal expresa los receptores RE (+) y PR (+)
favoreciendo el crecimiento tumoral, el subtipo A es el méas frecuente mientras que
el subtipo B es de mayor grado y presenta inhibicion de aromatasa. El subtipo basal
o también denominado triple negativo es asociado a mutaciones con BRCAL y es

acompafado de tumores mas agresivos (Zepeda et al., 2008).

Tabla 1. Subtipos de cancer de mama de acuerdo con la expresion de sus

receptores.

Subtipo de cancer Receptor

Luminal A RE +
PR +
HER2 -

Luminal B RE +
PR +
HER2 +

Basal RE —
PR —
HER2 —

Her-2 RE -
PR -
HER2 +

También, de acuerdo con su estadio clinico, la clasificacion se basa en el sistema

TNM, donde T hace referencia a la extension del tumor, N al grado de diseminacion

16



de los ganglios linfaticos y M la presencia de metastasis distante y un nimero que
indica el tamafio o extension del tumor y el grado de diseminacién. En la Tabla 2 se
muestra la estatificacion clinica por pauta de la American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (Shah, 2014).

Tabla 2. Estatificacion clinica de cancer de mama

Estatificacion TNM

0 T1s NO MO
1A T1 NO MO
IB TO N1 MO
T1 N1 MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
=3 T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
nc Cualquiera T N3 MO
v Cualquiera T Cualquiera N M1

2.1.3. Diagnéstico y tratamientos

Algunos de los sintomas y signos de sospecha de cancer de mama son: la presencia
de masas o protuberancias palpables de consistencia dura, hinchazén e irritacion
de la piel, dolor en el seno, ulceraciones o descamacion, secreciones del pezén,

entre otros. La deteccién oportuna y temprana de cancer de mama ayudara a

17



mejorar el prondstico del mismo, a través de las siguientes acciones (Aibar et al.,
2011; IMSS, 2004, 2017; Shah, 2014):

o Autoexamen y examen clinico: la autoexploracion fisica de la mama permite

detectar masas palpables con una sensibilidad del 26 al 41%. Mientras que
el examen clinico se recomienda cada 1 a 3 afios a partir de los 20 afios.

Mamografia: Imagen de las mamas por rayos X que consiste en 2 imagenes,
una cefalocaudal y otra lateral oblicua a través de un mastégrafo. Es uno de
los métodos mayormente utilizados para detectar masas no palpables y de
diagndstico temprano. Las imagenes se interpretan a través de un sistema
denominado BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) tal como

se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Interpretacién de imagenes resultantes de la mamografia a través

del sistema BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System)

BI-RADS Interpretacién

0
1

Hallazgo que necesita una evaluacién adicional de imagen

Negativa: mamas asimétricas, sin nédulos, ni sospechosas de
hallazgos

Hallazgos benignos

Hallazgos probablemente benignos: lesiones de mama con una
probabilidad de malignidad bajo (<2%).

Anomalia sospechosa: con un valor predictivo positivo para cancer
entre 29-34% hasta 70%

Altamente sugestivo de malignidad: lesiones casi certeras de
carcinoma mamario con un 95 % de probabilidad de malignidad
Biopsia conocida y malignidad confirmada histolégicamente:

debe realizarse antes de iniciarse un tratamiento definitivo

Imagen por resonancia magnética: se usa para visualizar lesiones con mayor
precisibn o en ocasiones detectar lesiones adicionales por su alta
sensibilidad. Su uso se recomienda como técnica complementaria cuando
existe una limitacion por aumento de las mamas.

18



@)

Ultrasonido: es un método por imagen que permite diferenciar la presencia
de tumores quisticos o sdlidos, sin utilizar radiacién y es considerado de
deteccion complementaria.

Biopsia: es la prueba en la cual se extirpa tejido o se extrae liquido de la
mama para ser estudiado. Existen diferentes tipos de biopsias de los senos,
algunos se realizan con una aguja fina, aguja de corte, marcaje por
estereotaxia con aguja/arpo, cada tipo se emplea de acuerdo con el tamafio,

localizacion, numero de tumores o algun problema de salud.

Actualmente, existen diferentes opciones de tratamiento que varia segun el estado,

diagnostico y presencia de los receptores de RE, PR y Her-2, entre los cuales
destaca (Lopez, 2018; Martin et al., 2015; Cardenas et al., 2017):

a)

b)

c)

Tratamiento quirtrgico: consiste en la extirpacion de tejido canceroso y se

puede realizar a través de una mastectomia, donde se extirpa toda la mama,

0 a través de una conservacion de la misma, donde se trata de extraer el

tumor y mantener la mayor parte de esta.

Radioterapia: consiste en la destruccion de las células cancerosas a traves

de radiacion ionizante, puede ser de manera externa a través de un equipo

o de manera interna también conocido como braquiterapia, donde la

sustancia es colocada cerca o dentro del tumor. Estos tratamiento son

utilizado después de tratamiento quirargicos

Terapia sistémica: existen varios tipos como

- Quimioterapia: es la administracion de medicamentos secuenciales por
via intravenosa u oral, con la intencion de eliminar las células cancerosas
y es utilizada como completo de los tratamientos anteriores mencionados.

- Terapia endocrina: es utilizada en canceres que tiene la capacidad de
responder a cambios hormonales, con el fin de contrarrestar el efecto
sobre el crecimiento. Su administracion puede ser oral o intramuscular y
algunos de ellos son los moduladores selectivos de los receptores de
estrogeno (Tamoxifeno), antagonistas de los receptores de estrégenos

y/o los inhibidores de aromatasa.
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- Terapia dirigida: son medicamentos que tiene la funcion de bloquear las
vias de sefalizacion especifica en las células cancerosas evitando la

estimulacién de su crecimiento.

2.1.4 Factores de riesgo

Se han reportado diversos factores de riesgo para el desarrollo de CM, entre los
cuales destaca (Herranz Marti, 2001; Madrigal & Mora, 2018; Shah, 2014):

A)

B)

C)

D)

E)

Edad: la probabilidad de desarrollar CM aumenta conforme avanza la edad,
es mayor el riesgo en mujeres con 60 afios en comparacion con mujeres
menores a 30 afios. Las estadisticas mencionan que lo padecen 1 de cada
202 mujeres de entre 0 y 39 afios de edad, 1 de cada 26 mujeres entre 40 y
55 afios y 1 de cada 28 mujeres entre 60 y 69 afios.

Historial familiar o antecedes familiares: La presencia de antecedes
familiares con cancer de mama de grado 1 aumenta la probabilidad de
desarrollar cancer de mama a edad temprana y aun mayor cuando existe la
presencia de alteraciones genéticas con herencia autosomica dominante. Se
estima que del 20 al 25% de los pacientes diagnosticados tienen este
antecedente.

Predisposicién genética: este es uno de los factores de riesgo de mayor
relevancia ya que se ha reportado una incidencia del 40 - 85% del desarrollo
de CM en presencia de alelos de alto riesgo como es el caso de BRCAL,
BRCA2 y TP53.

Edad temprana de la menarquia: Se ha reportado que la presencia de
menarquia en mujeres menores a los 13 afios aumenta el riesgo padecer de
CM hasta 1.8 veces.

Embarazos: el riesgo de padecer CM aumenta en mujeres que no tiene hijos
y de igual forma aquellos primeros embarazos a edad avanzada. El riesgo
puede reducirse si el intervalo de tiempo entre la menarquia y el primer
embarazo es corto, debido al tiempo de exposicion de la mama a los

estrogenos y la diferenciacion glandular que ocurre durante el embarazo.
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F)

Lactancia: el riesgo al desarrollo de CM se relaciona debido a la presencia

de altos niveles hormonales sexuales enddgenos.

G) Consumo de alcohol: Se ha reportado un alto riesgo de CM cuando hay

H)

J)

K)

consumo excesivo de alcohol.

Radiacion: la relaciéon con CM es debido a la exposicién en la pared toracica
por radiacion.

Uso de terapia hormonal: el uso de anticonceptivos por periodos largos de
tiempo producen un riesgo a desarrollar cancer de mama.

Menopausia: el retraso de la menopausia después de los 55 afios de edad
forma parte de los riesgos del desarrollo de cancer de mama. También el uso
de reemplazo hormonal a base de estrégeno y progesterona en la
postmenopausia aumenta el riesgo, retrasa la deteccion y el diagndstico
temprano.

Obesidad: es factor predisponente de desarrollo de diversos tipos de cancer
como CM. Cuando las mujeres se encuentran en el estadio postmenopausico
y con obesidad o sobrepeso el riesgo aumenta posiblemente debido a la
presencia de altos niveles de estrogeno circulante, al incremento de la
conversion de andrégenos en estrégeno por el tejido adiposo y a una alta
proporcién de estrégeno biodisponible.

2.2. Relaciéon cancer de mamay obesidad

De acuerdo con la “NORMA Oficial Mexicana NOM-008-SSA3-2010, Para el
tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad” la obesidad es aquella
enfermedad caracterizada por la acumulacion excesiva de tejido adiposo en el
organismo y es definida por un aumento en del indice de Masa Corporal (IMC)
superior a 30 kg/m?, ya que de acuerdo a la OMS este factor indica la relacién entre
el peso y talla de un individuo (D’Angelo et al., 2018; Fatima et al., 2016; Riaz et al.,
2013; Secretaria de Salud, 2017; Thaker, 2017).

Se acuerdo a la OCDE (Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo

Econdmicos) esta enfermedad se ha expandido, ya que 1 de cada 2 adultos tiene
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sobrepeso, y 1 de cada 6 obesidad. México es el segundo pais que presenta indices
mas altos, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Informética (INEGI-ENSANUT), en el 2018 el
porcentaje de adultos con sobrepeso y obesidad fue del 75.2 % (39.1 % sobrepeso
y 36.1 % obesidad) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia; Instituto Nacional
de Salud Publica; Secretaria de Salud., 2018; Organization for Economic Co-
operation and Development, 2010).

La obesidad es considerada un factor de riesgo para el desarrollo y el diagndstico
de diversas enfermedades de tipo metabdlicas y cardiovasculares y en el
diagnéstico y desarrollo de distintos tipos de cancer, entre los cuales destaca el

cancer de mama (Gonzalez Jiménez, 2011; Liu & Liu, 2011; Martos et al., 2017).

La acumulacién excesiva de tejido adiposo que se compone de adipocitos, los
cuales son responsables de la homeostasis energética, son capaces de secretar
citoquinas, factores de crecimiento y adipocinas (IL-6, TNF-a, MCP-1, aromatasa,
leptina y adiponectina), las cuales se expresan en el tejido mamario y son un factor
de prondstico negativo para el progreso del cancer de mama, ya que pierden la
funcién metabdlica y el control sobre la liberacion de hormonas, metabolitos liquidos
y acidos grasos; brindando los componentes esenciales y la energia para la
proliferacion, migracion e invasion de las células tumorales (Figura 2) (Gonzélez
Jiménez, 2011; Liu & Liu, 2011; Martos et al., 2017; Nickel et al., 2018; Nyante et al.,
2011).

Las citoquinas, factores de crecimiento y adipocinas ejercen su accion en el sistema
nervioso central, en los muasculos, en el higado y los huesos; favoreciendo la

aparicion de la metastasis (Garcia et al., 2014).
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Figura 2. Participacion de los adipocitos en los diversos mecanismos

carcinogénicos. (Editada de https://www.cancerguest.org/cancer-biology/causes-

cancer).

Se ha reportado una asociacion de cancer de mama en mujeres postmenopausicas

obesas de hasta un 40%, debido a que el tejido adiposo se convierte en la principal
fuente de aromatasa durante esta etapa y al alto nivel de estrégeno circulante,
promoviendo la proliferacion celular y el crecimiento tumoral al unirse a los
receptores de las células, disminuyendo asi la supervivencia (Bowers &
deGraffenried, 2015; Crake, 2015; Valle et al., 2011).

Diversos investigadores han intentado explicar la asociacién del CM y la obesidad
a través de tres fundamentos donde se coloca a los estrdgenos como la primer
fuente de asociacion, la segunda causa podria ser el sindrome metabdlico que da
como resultado el aumento de insulina circulante y de factores de crecimiento que
actian como mitégenos, y la Ultima, es aquella donde se coloca a los adipocitos
como el centro de asociacion, debido a que estos almacenan la energia y son
células endocrinas dinamicas que tienen la capacidad de secretar diversas
citosinas, polipéptidos y moléculas similares a hormonas (Lorincz & Sukumar,
2006).

Los adipocitos constituyen la mayor parte de la mama humana y las células
epiteliales representan solo aproximadamente el 10% del volumen de ella. Las
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diversas moléculas producidas después de ser liberadas se uniran a sus receptores,
sin embrago, existen otras moléculas tal es el caso de la insulina y el IGF-, quien
también participan en los procesos carcinogénicos los cuales se unen a los
receptores y desencadenan las vias de sefializacion JAK2, STAT3, ERKI, ART

estimulando la proliferacién y apoptosis (Mahmoudi et al., 2015; Valle et al., 2011).

2.3 Genes y polimorfismos genéticos asociado a cadncer de mamay obesidad
Se han reportado diversos genes que se encuentran involucrados en esta
asociacion, los cuales desempefian un papel fundamental en diversos procesos
entre los cuales destaca LEPR, ADIPOR1, LEP, PON, FTO, TNF-a, IGF, PGR,
ADIPOR2, CYP19, entre otros (Crake, 2015; Karim et al., 2016; McCarthy, 2010;
Nickel et al., 2018; Sanchez R, Ibafiez, & Klaassen, 2014; Wang et al., 2009). Sin
embargo, la posible presencia de SNP’s en estos genes pueden ser la causa de
asociacion de ambas enfermedades (Fangyi, 2013; Liu & Liu, 2011; Nyante et al.,
2011).

2.3.1LEP

El gen OB codifica para la glucoproteina con funcién de hormona denominada
leptina (LEP), la cual se ubica en el cromosoma 7q31, posee un peso molecular de
16 kDa y pertenece a la familia de las citoquinas de 4 hélices (Mahmoudi et al.,
2015; Julio César Sanchez, 2005; Zhang et al., 2005).

Esta hormona es sintetizada y secretada en el tejido adiposo blanco, regulando el
equilibrio energético, la ingesta de alimentos y la temperatura corporal (Fangyi,
2013; Fatima et al., 2016). La deficiencia y resistencia de LEP es capaz de provocar
obesidad, diabetes, alimentacion incontrolada, aumento de IMC, e influye en la
respuesta inmune (Crake, 2015; Sanchez, 2005; Valle et al., 2011; Zhang et al.,
2005).

Esta hormona es considerada un marcador clave en el cancer de mama ya que el
aumento de su expresion en las glandulas mamarias estimula la division celular por
la expresion de aromatasa, promoviendo la tumorgénesis a través de la
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proliferacion, angiogénesis, apoptosis y la regulacion del ciclo celular (Karim et al.,
2016; Mahmoudi et al., 2015).

Se ha reportado la presencia de diversos SNP’s en este gen, entre los cuales se
encuentra rs7799039 o también conocido como LEP (-2548 G>A) el cual realiza un
reemplazamiento de A a G en el nucledtido -2548. La presencia de este
polimorfismo se asocia a marcadores metabdlicos relacionados a obesidad,
aumento de IMC e hiperleptinemia, afectando la secrecion y expresion de la LEP
(Fangyi, 2013; Fatima et al., 2016; Geriki et al., 2019; Liu & Liu, 2011; Mahmoudi
et al., 2015; Nyante et al., 2011).

2.3.2 LEPR

El receptor de leptina (LEPR) es una proteina de 1,165 amino&cidos agrupados en
varios dominios, pertenece a familia de gp130 de los receptores de citoquinas,
ubicado en el cromosoma 1p31.3 con 24 exones (Daghestani et al., 2019; Fangyi,
2013; Fatima et al., 2016).

Se han identificado diversas isorformas de este receptor, las cuales actian de
diferente manera cuando se unen a la leptina, entre ellas destacan (Sanchez, 2005;
Zhang et al., 2005):

e ODbRDb o0 Receptor Largo: que es responsable de traducir las sefales en el
hipotalamo.
e ODbRs: que no presenta sefializacion y su funcién es la degradaciéon de la

leptina.

Cuando el receptor se une a la leptina este se activa en diferentes tejidos
participando en la regulacién del metabolismo de las grasas tras su activacion, en
la relacion con el tejido energético y peso corporal. Es el causante de la disminucién
de apetito por impacto de la hormona toroides y suprarrenales (Karim et al., 2016;
Mahmoudi et al., 2015).
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Se ha reportado que una mutacion o variacidbn en este gen puede afectar su
funcionalidad, evitando la union con la LEP o que al unirse no pueda ésta ser activa.
Las consecuencias son traducidas en hambre excesiva, aumento de peso,

hipogonadismo e hiperfagia (Daghestani et al., 2019).

Entre los SNP’s reportados para este receptor se encuentra el rs1137101 o LEPR
(GIn223Arg) y rs1137100 o LEPR (Lys109Arg) (Fangyi, 2013; Fatima et al., 2016;
Geriki et al., 2019; Liu & Liu, 2011; Mahmoudi et al., 2015; Nyante et al., 2011). El
SNP’s LEPR (GIn223Arg) realiza un sustitucion de una A por G en el nucleétido 668
del ex6n 6 del codon de inicio, por lo que el codon CAG cambia a CGG,
reemplazando glutamina por arginina en el aminoacido 223; afectado la funcién del
receptor y la capacidad de unién a la LEP (Daghestani et al., 2019; Mahmoudi et al.,
2015).

2.3.3 ADIPOQ

La adiponectina (ADIPOQ) se ubica en el cromosoma 3 y se expresa en el tejido
adiposo codificando para una proteina con similitud a los colagenos, la cual circula
en el plasma y estd involucrada con los procesos de obesidad, su nivel bajo
circulante se relaciona con el cancer de mama. Entre los SNP’s reportados se
encuentra el rs2241766 o ADIPOQ (+276 G/T) que se traduce en la sustitucion de
G aT en el intron 2 del nucleotido +276 (Geriki et al., 2019; Nyante et al., 2011).

2.3.4 ADIPOR1

El gen receptor de la adiponectina de tipo 1 (AdipoR1), ubicado en el cromosoma 1,
denominado receptor transmembranal, se expresa de forma ubicua y codifica para
la proteina que actia como receptor de la adiponectina. La unidon con la
adiponectina da como resultado la activacion de una via de sefializacion de la
quinasa activada por AMP que afecta los niveles de oxidacion de acidos grasos y la

sensibilidad a la insulina (Martinez et al., 2019; Rasmussen et al., 2006).
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2.3.5 CYP19

El gen CYP19 codificante para la enzima aromatasa pertenece a la superfamilia de
enzimas del citocromo P450 y se localiza en el reticulo endoplasmico, catalizado los
altimos pasos de la biosintesis de estrégenos e inhibidores de la aromatasa; puede
afectar la distribucion y regulacion de la grasa corporal al modular la proporcion de
andrégenos a estrogenos en el tejido adiposo y se ha asociado con fenotipos
relacionados con la obesidad en las mujeres postmenopéausicas (Chen et al., 2015;
Gennari et al., 2004).

2  JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El cancer de mama se ha posicionado como la principal causa de muerte en mujeres
mexicanas. En los ultimos afos, las investigaciones se han centrado en conocer los
factores de riesgo que conducen al desarrollo de esta patologia entre los cuales

destaca la obesidad, ya que no solo favorece el desarrollo de enfermedades de tipo
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metabdlicas y cardiovasculares sino también en el desarrollo de cancer. Se sabe
también, que el riesgo de padecer esta patologia aumenta aun méas cuando las

mujeres se encuentran en el estadio posmenopausico.

Las diferentes indagaciones mencionan que esta asociacién se puede deber a la
presencia de genes relacionados en ambas patologias y a su vez en la basqueda
de diferentes SNP’s involucrados en ambos procesos. Sin embargo, estos pueden
variar segun la poblacion de estudio, de ahi la importancia de conocer si existe una
asociacion de los polimorfismos de LEP (-2548 G>A), LEPR (-GIn233Arg) y
ADIPOQ (+276 G/T) en mujeres postmenopausicas, obesas y en mujeres sanas
mexiquenses lo que nos ayudara a comprender la etiologia de la enfermedad y

determinar su utilidad como biomarcador de riesgo del cancer de mama.

4 HIPOTESIS
La expresion de los polimorfismos de LEP (-2548 G>A), LEPR (-GIn233Arg) y

ADIPOQ (+276 G/T) en mujeres mexiquenses postmenopausicas se asocia a la
obesidad y cancer de mama, lo que permitira su utilidad como biomarcador de

riesgo.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la asociacion de los polimorfismos de LEP (-2548 G>A), LEPR (-GIn233Arg)
y ADIPOQ (+276 G/T) en mujeres postmenopausicas obesas como posible
biomarcador de riesgo.
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5.2 Objetivo Especifico
» Identificar los factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama en

mujeres postmenopausicas obesas mexiguenses.

* ldentificar la asociacion de los genes receptores de leptina (LEPR) y
adiponectina (AdipoR1) con el aumento del indice de masa corporal y puedan
ser usados como factores predisponentes de obesidad y sobrepeso en

mujeres postmenopausicas.

» Investigar la asociacion de los polimorfismos de LEP (-2548 G>A), LEPR (-
GIn233Arg) y ADIPOQ (+276 G/T) en mujeres postmenopdausicas sanas y

con lesiones malignas de cancer de mama.

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio de estudio

Estudio observacional, analitico, transversal y prospectivo.
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6.2 Definicién de la poblacion

Pacientes con sospecha y confirmadas con cancer de mama que fueron atendidas
en la Unidad Médica Especializada para la Deteccién y Diagnéstico de Cancer de
Mama Toluca (UNEME — DEDICAM TOLUCA).

6.2.1 Criterios de inclusién

Se consideraron aquellas pacientes:

e Mayores a 55 afios.
e Con lesiones malignas (diagnosticadas con cancer de mama).
¢ Sin lesiones malignas (candidatas a biopsia).

e Estadio postmenopausico.

6.2.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron a las pacientes que:

* Fueron diagnosticadas con alguna enfermedad infecto-contagiosa,
metabdlica o aquella que implicara una discrasia.
* Aquellas que ingirieron algun farmaco entre 24 a 48 horas previas a la toma

de muestra.

6.2.3 Criterios de eliminacién

Se eliminaron del estudio:

e Muestras sanguineas no procesables, insuficientes o que no cumplieron con
los requisitos solicitados.

e Pacientes que decidieron salir del estudio a peticién y voluntariamente.

6.2.4 Tamaio de muestra

El tamafio de muestra fue calculado a partir de la siguiente ecuacion:

Cels(N—1)+Z2+p=q

n

Donde:
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n = tamafio de muestra buscado

N = tamafio de poblacion (453 casos)

Z = Pardmetro estadistico que depende del intervalo de confianza (95% —> 1.96)
= Probabilidad que ocurra el evento (70%)

g = Probabilidad que no ocurra (30%)

e= Error de estimacion maximo aceptado (10%)

Obteniendo un resultado aproximado de 69 pacientes.

6.4 Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccién de lainformacion
Para el andlisis de la expresion de los receptores de leptina (LEPR) y adiponectina
(AdipoR1) se partio de la extraccion de sangre periférica en tubos con EDTA, segun
la clasificacion de tubos de Vacutainer. Posteriormente se realizé una lisis de
eritrocitos y la extraccion de RNA a través del método de TRIzol y se cuantifico a
través de lecturas espectrofotométricas a una absorbancia de 260/280 nm.
Consecutivamente, se realizd la sintesis a DNA a través de la reaccion PCR. Las
secuencias para los cebadores fueron, para LEPR (ObRb): Fw: 5"
GATAGAGGCCCAGGCATTTTTTA-3' y Rv:5'-
ACACCACTCTCTCTCTTTTTGATTGA-3', para AdipoR1: Fw:5'-
AATTCCTGAGCGCTTCTTTCCT-3'y Rv:5-CATAGAAGTGGACAAAGGCTGC-3'y
como gen constitutivo 18S: Fw:5-GTCTGTGATGCCCTTAGA TG-3' y Rv: 5-
AGCTTATGACCCGCACTTAC-3' (Linares et al., 2019; Mocifio etal.,, 2017).
Finalmente el producto de la PCR, se revelé por medio de una electroforesis en gel

de agarosa al 2% y se visualizé a través del fotodocumentador.

Para el analisis de SNP’S se parti6 de la extraccion de sangre periférica y se realizo
la extraccibn de ADNg mediante el método de DNAzol, partiendo de una lisis con
detergentes, permitiendo la precipitacion del ADN, esto de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. La concentracion de ADN se someti0 a lecturas
espectrofotomeétricas en longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. La deteccion de

SNP’s se realiz6 por la reaccion de la cadena polimerasa (PCR) seguida de longitud
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de fragmentos de restriccion (RFLP). Los oligonucleédtidos, las enzimas de

restriccion y los productos de digestion son los siguientes:

SNP’s Oligonucledtido Enzima Productos Referencia
LEP F 5 AACTTTCTCTAAAGGGCCAGGTA Hhal Homocigoto G/A 574 Geriki, et. al,
rs7799039 | 3 pb, 359 pb, 215 pb; 2019; Garcés
-2548 G > | R5'GTTGTCTTCCCTTGTTCCCTAAA 3 Homocigoto G/G 359 et. al, 2016;
A pb, 215 pb; y Reza et. al,
Homocigoto A/A 574 pb  2015.
LEPR F 5 Mspl Homocigoto GIn/Arg  Geriki, et. al.,
rs1137101 | ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAG 416 pb, 291 pb, 124 pb; 2019; Garcés
- 3 Homocigoto Arg/Arg et. al, 2016;
GIn223Arg | R 5 291 pb, 214 pb; y Reza et al,
AGCTAGCAAATATTTTTGTAAGCAATT Homocigoto GIn/GIn  2015.
3 416 pb
ADIPOQ F5 TAGGTCCCAACTGGGTGTGT Bsml Homocigoto G/T 500 pb, Geriki, et. al.,
rs1501299 | R 5" AGATGCAGCAAAGCCAAAGT 3’ 350 pb, 150 pb; 2019.
+276G/T Homocigoto G/G 350
pb, 150 pb; y
Homocigoto T/T 500 pb

En la mezcla de reacciéon de PCR, para cada SNP’s, se tomd en cuenta las
siguientes condiciones: la mezcla de reaccion de 25 pL contenia 1x de la mezcla
Master Mix, oligonucledtidos 0.5 mM, ADN de 5 uL, ADNc, y agua libre de ARNasa
/ADNasa (Lyng, Leenkholm, Pallisgaard, & Ditzel, 2008). Cada muestra se
desnaturalizo inicialmente a 94° C durante 10 min, posteriormente se sometié a 40
ciclos de lo siguiente: Desnaturalizacion a 94° C durante 1 minuto y extension a 58°
C por 1 minuto. Cada muestra se expuso a una extension final a 72° C durante 1
minuto y a 72° C por 7 minutos, y se mantuvo a 4° C (Hosney et al., 2017; Mocifio
et al., 2017). Los productos del PCR amplificados se sometieron a la digestion
enzimatica con las enzimas de restriccion correspondientes (Hhal, Mspl, Smal)
durante 16 horas aproximadamente a 37° C durante 45 minutos. Finalmente los
fragmentos resultantes se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de Etidio (Pérez de Castro & Pico Sirvent, 2014; Williams, 1989).
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6.5 Andlisis e interpretacion

Una vez procesadas las imagenes y el almacenamiento de los datos, finalmente se
realizo el andlisis estadistico a través de una prueba de ANOVA para las variables
cuantitativas y cualitativas; un analisis de la frecuencia alélica y diferencia usando
la prueba de chi cuadrado; y la asociacion de la expresion de los genes receptores
y el IMC asi como de las variables de estudio en relacion con el cancer de mama

mediante un andlisis de regresion (Fatima et al., 2016; Nickel et al., 2018).

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico SPSS
16.0. y hojas de calculo de Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA EE. UU.). Un
valor de p <0.05 se consider6 estadisticamente significativo.

6.6 Recursos

Los recursos para la recoleccion de la muestra asi como la determinacion de la
expresion de los genes y SNP’s se realizaron a cargo de la Universidad Auténoma
del Estado de México, el Hospital del Nifio y la Unidad Médica Especializada para
la Deteccion y Diagnostico de Cancer de Mama Toluca (UNEME — DEDICAM
TOLUCA).

6.7 Aspectos éticos de bioseguridad

La presente investigacion se sometié a evaluacion por parte del comité de Etica de
Investigacion de los Hospitales participante, siguiendo los principios descritos en la
Declaracion de Helsinki. Una vez aprobado, se procedi6 a realizar la invitacion a las
pacientes. Las mujeres aceptadas firmaron la carta de consentimiento informado y
se completaron el cuestionario referente a la recoleccion de datos como se muestra

en los anexos.
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Abstract:

Obesity and overweight are diseases characterized by excessive accumulation of
adipose tissue in the body and are defined by an increase in Body Mass Index (BMI)
with values greater than 25 kg/m?. Multiple causes of these increases in BMI have
been reported. Some have been attributed to the expression of several genes

involved in the leptin and adiponectin pathway.

In this research, we focused on evaluating whether the expression of ObRD,
AdipoR1, and CYP19 genes have any association with the increase in BMI in the
female population of Mexico City over 55 years of age. For this, we worked with a

group of 45 women volunteers without the diagnosis of any confirmed pathology.

The study population was classified into three groups (average weight, overweight
and obese) according to their BMI and was characterized according to their clinical
data of blood cytometry and blood chemistry. At the same time, RT-PCR determined

obRb, AdipoR1, and CYP19 gene expression.

The results obtained showed a moderate correlation (r=0.648, p=0.043) of ObRb
gene expression in women with obesity and a moderate negative correlation (r= -

0.389, p=0.034) AdipoR1 gene in women with overweight or obesity.

Based on BMI data, more than 70 % of the study population was overweight and
obese. Also, it was found that 64 % of the study population exceeded 150 mg/dL of
triglycerides which is the normal healthy range.

Keywords: ObRb, AdipoR1, CYP19, body mass index, obesity, overweight.

INTRODUCTION

Obesity and overweight have spread rapidly throughout the world due to different
dietary changes and the lack of physical activity and have become a public health
crisis 12, In Mexico, and according to the ENSANUT-INEGI (National Health and
Nutrition Survey and National Institute of Statistics and Geography) in 2018, the

percentage of adults with obesity was 36.1 % and overweight 39.1 %, respectively,
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placing Mexico as the second country with the second-highest prevalence rate in

obesity and overweight 34,

Obesity and overweight are defined as a disease characterized by the excessive
accumulation of adipose tissue in the body, presenting itself as a variation in the
Body Mass Index (BMI) 5. The BMI provides the most useful measure to identify a
state of obesity or overweight, since it indicates the relationship between weight and
height of an individual, a person is considered with obesity when his BMI is equal or

higher than 30 kg/m? and overweight when his BMI is equal or higher than 25 kg/m?
7-8

Obesity and overweight are related to several adverse causes, including developing
metabolic and cardiovascular diseases and diagnosing and developing various
types of cancer %11, Several environmental and genetic factors related to lifestyle

influence the development of this pathology*? 1.

Several studies have reported that 50-70 % of BMI variations are attributable to
genetic differences specific to everyonel®. Currently, more than 127 genes
associated with obesity have been reported, among which the long leptin receptor

gene (ObRb) and the CYP19 gene coding for the aromatase enzyme stand out!’-1°.

The long leptin receptor gene (ObRb) belongs to the cytokine family and regulates
fat metabolism. So far, six isoforms of this receptor have been reported, being ObRb
the active form, which is associated with the JAK2-STAT3 system and with other
intracellular signaling cascades. It has been reported that a mutation or variation can
affect its functionality, preventing it from binding to leptin or that upon binding, it

cannot be activated, resulting in excessive hunger and weight gain 20-26,

The adiponectin type 1 receptor gene (AdipoR1) is a ubiquitously expressed
transmembrane receptor with a high affinity for globular adiponectin, abundantly
expressed in skeletal muscle. It is binding to adiponectin activates adenosine
monophosphate-dependent protein kinase (AMPK), PPAR-y, and mitogen-activated
protein kinase (MAPK). Adiponectin increases insulin sensitivity through different
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signaling pathways, reduces hepatic glucose synthesis, and promotes fatty acid

oxidation 2729,

On the other hand, the CYP19 gene coding for the aromatase enzyme is involved in
the biosynthesis of estrogens, and aromatase inhibitors may affect the distribution
and regulation of body fat by modulating the ratio of androgens to estrogens in
adipose tissue and has been associated with obesity-related phenotypes in

postmenopausal women 30-31,

Therefore, the present study aimed to determine whether the expression of the
genes long leptin receptor (ObRb), adiponectin receptor type 1 (AdipoR1), and the
gene coding for the enzyme aromatase (CYP19) were associated with BMI in
Mexican women and could be used as predisposing factors for obesity and

overweight.

MATERIALS AND METHODS

A total of 45 healthy female volunteers, older than 55 years of age without a
confirmed diagnosis of any pathology and with the prior signature of informed
consent, were recruited. Data collection was performed following the research ethics

guidelines of the participating hospital and the WMA Declaration of Helsinki 2013 2.
BMI (Body Mass Index).

The determination of BMI was established through the weight-to-height ratio using

the formula:

Weight (kg)

BMI =
Height ratio (m?)

To classify the study population, the criteria recommended by the WHO were used:
average weight (BMI < 25 kg/m?), overweight (BMI 2 25 kg/m?), and obesity (BMI 2
30 kg/m?) 7:8,
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Clinical information of biometric parameters

The participant's blood chemistry and the biometric parameters were performed to
evaluate the levels of glucose, urea, creatinine, uric acid, total cholesterol, and
triglycerides using spectrophotometry on the Beckman colter ADR7000 platform.
Through blood cytometry, the number of leukocytes, neutrophils, lymphocytes,
basophils, monocytes, eosinophils, erythrocytes, Hgb (Hemoglobin), Hto
(Hematocrit), MCV (Mean Corpuscular Volume), MCH (Mean Corpuscular
Hemoglobin) was evaluated, MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration), RDW (Red Cell Distribution Width), HDI (Red Cell Dispersion Index),
PWV (Platelet Volume) using ACTDIiff Beckman colter automated analyzer.
Everything was performed at the participating hospital following their internal

procedures.

Total RNA extraction

5 mL for biometry and 10 mL for blood chemistry were extracted from peripheral
blood in BD Vacutainer® tubes. For total RNA extraction, erythrocyte lysis was first
performed using QlAamp RNA Blood Mini Producer kit (Quiagen, Cat. No. ID:
52304) according to the manufacturer's conditions. The total RNA obtained was
quantified using the IMPLEN® NanoPhotometer P300 NP80 at 260/280 nm

absorbance.
Reverse Transcription and Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

According to the manufacturer, 500 ng of total RNA was used for cDNA synthesis,
Revert Aid First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific K1622, Cat.
No0.1D:10387979) instructions, using the GeneAmp* PCR System 9700 thermal
cycler. For endpoint PCR amplification, the MasterMix 2X kit (Promega, Cat. No. ID:
M750) was used according to the manufacturer's instructions. For primers, the
sequences were used for ObRb: Fw: 5-GATAGAGAGGCCCAGGCATTTTTTA-3'
and Rv:5-ACACCACTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTTTTGATTGA-3', for AdipoR1:
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Fw:5-AATTCCTGAGCGCTTCTTCTTTCCT-3' and Rv: 5'-
CATAGAAGAAGTGGACAAAGGCTGC-3/, for CYP19: Fw:5'-
CAAGGTTATTTTTTGAT GCATGG-3' and Rv:5-AATCCTTGACAGACTTCTCAT-
3', as constitutive gene 18S was used: FW:5-GTCTGTGATGATGCCCTTAGA TG-
3'and Rv: 5-AGCTTATGACCCGCACTTAC-3' 3334, They were taken to incubation
on the GeneAmp* PCR System 9700 thermal cycler with the following protocol:
denaturation at 94 °C /1 min, hybridization at 60 °C /1 min, and extension at 72 °C

/1 min for 35 cycles.
Electrophoresis

Products obtained from endpoint PCR were loaded onto a 2.0 % agarose gel (Sigma,
Cat. No. ID: 1001134274), and electrophoresis (C. B. S. Scientific, MGU-203T-B)
was run at 90 Volts for 40 min. This using 1X TAE run buffer (40mM Tris-Base
(Sigma, Cat. ID No. ID 10708976001), 40mM Acetic Acid (Sigma, Cat. ID No. ID
A6283), 1ImM EDTA (Sigma, Cat. ID No. ID E7889)) with 0.01 % ethidium bromide
(Sigma, Cat. ID No. ID: 1239458) as an intercalating agent to visualize the obtained
amplicon bands. They were developed under UV light with the aid of the
Photodocumentator (UV  Transilluminator ANT Technology CUV 40A).
Subsequently, the optical intensity of the obtained bands was quantified by
densitometry and normalized to arbitrary units corresponding to the positive control
of the constitutive 18S gene. Image J 1.52a software (Wayne Rasband) was used

for image processing.

Statistical analysis

BMI data were analyzed using descriptive statistics for general qualitative and
quantitative variables, using IBM SPSS Statistic 25 2017 statistical software. The
correlation analysis of BMI expression concerning each ObRb, AdipoR1, and CYP19
gene was analyzed through Pearson's correlation test for those with a normal

distribution and Spearman for non-normal distribution data using IBM SPSS Statistic
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25 2017 statistical software, considered a p-value of 0.05. GraphPad Prism 7

statistical software was used to generate the graphs.

RESULTS
Determination of obesity and overweight according to BMI.

A population of n= 45 volunteers were observed with an average age of 60.7 + 6.8
years and an average BMI of 27.9 + 4.1 kg/m?. They were classified according to
BMI into three groups: a) Volunteers with average weight or normal weight, b)
Volunteers with overweight, and c) Volunteers with obesity. We observed that 71.1
% of the population presented a BMI higher than 25 kg/m? (22.2 % with obesity and
48.9 % with overweight), while the remaining 28.9 % were within the normal BMI.

Hematological and biochemical characteristics.

According to Table 1, the data obtained from the blood biometry for the three groups
average weight, overweight and obese, no significant differences were found. For
the blood chemistry results, no significant differences were found between groups.
However, it was observed that 64 % of the participating volunteers showed an

increase of more than 150 mg/dL in triglycerides.
Overexpression of ObRb and AdipoR1 genes in overweight and obesity

Endpoint RT-PCR detected ObRb, AdipoR1, and CY19 genes. Fragments of each
of them can be seen in Figure 1, which allowed us to detect differences in the genes'

expression among the participating volunteers.

The optical intensity of the obtained bands normalized to arbitrary units concerning

the positive control of the constitutive 18S gene was quantified (Figure 2).

Table 2 shows the evaluation of the correlation of ObRb, AdipoR1, and CY19 gene
expression for BMI, considering the classification of the 3 study groups (average

weight, overweight and obese).
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Significant differences were obtained for the ObRb gene with BMI higher than 30
kg/m? (p=0.043) and for the AdipoR1 gene with BMI higher than 25 kg/m?
(p=0.034), suggesting an association of the expression of these genes with
increased BMI (Figure 2 and 3). We found no significant differences in control for

the gene coding for the aromatase enzyme (CYP19).
DISCUSSION

Our study obtained from the analysis concerning BMI showed a prevalence of up to
71.1 % of obesity (22.2 %) and overweight (48.9 %). Similarly, in the 2018 Health
and Nutrition Survey (ENSANUT), a prevalence in women worldwide in Mexico was
estimated at 78.1 % when BMI was higher than 25 kg/m? 3,

However, several studies have suggested using BMI as an anthropometric indicator
to determine obesity and metabolic risk factors. Furthermore, they should also
consider waist circumference values since it is necessary to distinguish between

body fat and fat-free mass 3527,

In this sense, the guidelines on Prevention, Diagnosis, and Treatment of Overweight
and Obesity suggest the performance of clinical studies during the evaluation of
patients with overweight and obesity, including blood biometry and other parameters
38 |tis important to emphasize that the evaluation of these clinical studies also allows
the early recognition of some metabolic or cardiovascular diseases as recommended
by the Canadian Clinical Practice Guidelines on the Management and Prevention of
Obesity in Adults and Children 2006 %°. Notably, we did not observe significant
differences between the study groups.

Additionally, during the determination of some parameters, as in the case of
triglycerides, 64 % of the studied population obtained an increase higher than 150
mg/dL, which is a normal range considered as healthy, which could indicate a
possible association of increased BMI with high triglyceride levels as shown by
Calleja and Sanchez (2012) . It is essential to consider that the age of this study
group was above 55 years of age, and it is suggested that they were close to the

postmenopausal stage. Likewise, Escobedo et al. (2014) noticed that the older the
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age, the higher the prevalence of presenting increased triglycerides, and that the

presence of the postmenopausal stage could be directly related to BMI 26 41-44,

On the other hand, one of the causes of BMI variations is due to genetic differences,
in this sense Tuomo Rankinen et al. (2005) presented the map of genes related to
human with obesity, reporting an association between DNA sequence variation in
specific genes such as ObRb, AdipoR1, and CYP19 and phenotypes. However,

these differ between populations 8.

Our analysis of the long leptin receptor expression known as ObRb showed a
moderate correlation of expression in women with obesity (r=0.648, p=0.043).
Several authors have studied the expression of this gene in various populations and
have reported that it plays a fundamental role in the pathophysiology of obesity by

favoring an increase in % body weight 4> 46

In the same way, we found a moderate negative correlation of the AdipoR1 gene
with overweight or obesity (r= -0.389, p=0.034), coinciding with the finding of
Rasmussen et al. (2012), where it decreased in the presence of obesity but

increased in the presence of overweight 2°.

Indeed, we could not determine an association with the CYP19 gene, possibly due
to some variations between individuals. However, we suggest studying the presence
of genetic polymorphisms that provide more information about the association of this
gene with BMI 3L,

CONCLUSIONS
The present study demonstrated that.

1. There is a moderate correlation of ObRb gene expression for patients with BMI
greater than 30 Kg/m? (r=0.648, p=0.043) and moderate negative correlation with
the AdipoR1 gene for patients with BMI greater than 25 Kg/m? (r= -0.389, p=0.034)
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in Mexican women from the State of Mexico and older than 55 years of age who are
healthy. However, it is essential to ensure the data replication and extrapolate it to
the entire Mexican female population, having more variables that can influence the

diagnosis of this pathology and can be used as predisposing factors.

2. The increase of more than 150 mg/dL of triglycerides in our study population
alludes to increased lipoproteins and, therefore, the possible presence of
dyslipidemia associated with obesity is possibly caused by physical inactivity
inadequate nutrition. However, it is essential to corroborate the behavior of this
parameter and others such as cholesterol in different populations to confirm the
diagnosis.

3. We suggest the importance of studying genetic polymorphisms or SNPs in the
genes involved with variations in BMI and determining the circulating blood levels of
certain adipokines such as leptin and adiponectin provide more information about

the association with this pathology and the different phenotypes.

4. We also suggest the importance of promoting physical activity and providing help
on balanced diets to maintain a BMI below 25 kg/m?, thus mitigating the risk of

developing obesity and developing metabolic and cardiovascular diseases.
Conflict of interests: There is no conflict of interest.

Acknowledgments: We gratefully acknowledge financial support from SEIA UAEM
6247/2020.
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TABLES

Table 1. Hematologic and biochemical characteristics of the study population.

Normal weight Overweight Obese p

(n=13) (n=22) (n=10)

Age (years) 60.84 + 7.78 60.50 + 7.80 60.4 + 5.23 0.986

Weight (KQg) 58.00 (55.5- 64.85 (60.87- 76.50 (69.25- 0.000
61.00) 64.85) 89.00)

Height (m) 1.56 + 0.05 1.52 + 0.06 1.52 + 0.06 0.227

Leukocytes (10e’/uL) 6.18 +1.57 6.02 £ 1.58 6.83 £ 0.89 0.349

Neutrophils (%) 59.50 (55.75- 54.10 (46.45- 54.40 (52.27- 0.225
65.60) 61.25) 58.35)

Lymphocytes (%) 28.13 £ 6.20 32.99 £ 10.69 32.61+£7.99 0.290

Monocytes (%) 5.32+1.52 5.17+1.34 5.49 + 1.53 0.840

Eosinophils (%) 1.90 (1.45-3.80) 2.35 (1.57-3.95) 3.45 (2.87-4.45) 0.829

Basophils (%) 1.0 (0.62-1.87) 0.8 (0.75-1.75) 0.9 (0.67-1.52) 0.783

Erythrocytes (10e®/uL) 4.84 +0.26 4.79 £ 0.33 4.83 +0.28 0.878

Hgb (g/dL) 14.8 (41.1-14.8) 14.8 (14.27-15.67) 14.8 (13.77- 0.633
15.67)

Hto (%) 47.08 + 2.67 47.50 + 3.60 45.61 +4.32 0.377

MCV (fL) 96.6 (93.5-102.0) 99.25 (95.32- 95.36 (84.57- 0.031
103.37) 97.67)

HCM (pQg) 30.0 (29.9-31.45) 31.0(30.30-32.70) 30.60 (9.47- 0.333
31.45)

MCHC (g/dL) 37.70 (30.05- 31.90 (30.27- 32.10 (30.92- 0.933
32.70) 33.05) 33.44)

RDW (%) 13.0 (12.85- 13.10(12.6 -13.65) 13.65 (12.97- 0.223
13.60) 14.32)

HDI (g/dL) 2.53 (2.34-2.75) 2.54 (2.42-2.77) 2.56 (2.37-2.73) 0.766

Platelets (10e3/uL) 261.23 + 62.68 236.31 +47.61 258.90 + 60.56 0.355

VMP (fL) 11.18£1.19 11.51+1.80 11.11+£1.96 0.766

Glucose (mg/dL) 95.4 (85.6-106.6) 99.7 (87.8-114.9) 95.90 (87.2-96.3) 0.565

BUN (mg/dL) 13.0 (12.0-18.0) 28.8 (23.5-31.7) 18.0 (13.0-22.5) 0.078

Urea (mg/dL) 28.1 (26.3-38.8) 13.0 (11.0-15.0) 37.6 (27.4-48.05) 0.098

Creatinine (mg/dL) 0.79 £ 0.09 0.79+0.11 0.89+£0.12 0.498

Uric acid (mg/dL) 478 +0.81 5.39+£0.79 5.70 £ 0.61 0.345

Cholesterol (mg/dL) 182.22 + 19.44 196.08 + 20.54 196.26 + 14.43 0.547

Triglycerides (mg/dL) 170.9 (132.4- 158.2 (132.4- 205.8 (138.4- 0.976

259.2)

272.1)

283.3)

Abbreviations: BMI (Body Mass Index), Hgb (Hemoglobin), Hto (Hematocrit), MCV
(Mean Corpuscular Volume), MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin), MCHC (Mean
Corpuscular Hemoglobin Concentration), RDW (Red Cell Distribution Width), HDI
(Red Cell Dispersion Index), PWV (Platelet Volume). * Data out of range of the upper

limit allowed.
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Table 2. Correlation of ObRb, AdipoR1, and CYP19 gene expression coding

for aromatase enzyme.

Gen/IMC <25 Kg/m? > 25 Kg/m? > 30 Kg/m?

r P r p r p
ObRb 0.217 0576 0.165 0.382 0.648* 0.043

AdipoR1 0.444 0.231 -0.389** 0.034 -0.464 0.177

CYP19 0.343 0.366  0.168 0.376 -0.115 0.751

* Moderate correlation
** Negative moderate correlation
Notes: BMI less than 25 Kg/m2 (average weight), greater than 25 Kg/m?

(overweight), and greater than 30 Kg/m? (obesity), respectively.

FIGURES
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
(97 bp) AdipoR1
(100 bp) CYP19

(177 bp) T —————- i - R

Figure 1. ObRb, AdipoR1, and CYP19 expression levels in postmenopausal

women.

Notes: The image of ObRb, AdipoR1, and CYP19 expression levels shows the

bands obtained from the RT-PCR reaction, including the 18S positive control.
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Figure 2. Effect of overweight and obesity on ObRb overexpression.

Notes: Representative image of the effect of overweight and obesity on ObRb and

AdipoR1 overexpression. The optical intensity of the bands obtained by RT-PCR

was quantified and normalized to arbitrary units concerning the positive control of

the constitutive 18S gene.
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Figure 3. Correlation of ObRb, AdipoR1 gene expression for BMI.

Notes: Scatter plot of the correlation of ObRb gene expression with BMI greater than
30 kg/m? on the right (r=0.648, p=0.043) and for AdipoR1 gene with BMI greater than

25 kg/m? (r=-0.389, p=0.034) on the left
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8 CONCLUSIONES

La importancia de conocer la asociacion del cancer de mama con la obesidad toma
aln mas importancia, ya que a través de ella es posible comprender el origen y su
utilidad como biomarcador de riesgo para posteriormente disefiar tratamientos
dirigidos a que mejoren la calidad de vida de las pacientes y disminuya asi la

incidencia y mortalidad.

También es de suma importancia crear habitos donde se promueva la actividad
fisica y proporcionar asesoria sobre la creacion de dietas balanceadas con la
finalidad de mitigar el riesgo a desarrollar obesidad y enfermedades metabdlicas,

cardiovasculares y el desarrollo de cancer de mama.
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9 PERSPECTIVAS
e Caracterizacion del grupo de pacientes con lesiones malignas de cancer de

mama

* Asociacion de los polimorfismos de LEP (-2548 G>A), LEPR (-GIn233Arg) y
ADIPOQ (+276 G/T) en mujeres postmenopausicas sanas y con lesiones

malignas de cancer de mama y su asociacion.
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Faculiad e Qumea

Toluca Estado de México, México 16 de Julio del 2020

Dr. Arturo Cesar Lopez Salgado
Jefe de la Jurisdiccion Sanitaria Toluca

PRESENTE

Con el envié de cordiales saludos, solicito amablemente su apoyo con la finalidad de
poder desarrollar el proyecto de Maestria en Ciencias y Tecnologia Farmacéutica que
lleva por titulo “Asociacion de polimorfismos de LEP (-2548 G>A), LEPR (-Gin233Arg) y
ADIPOQ (+276 G/T) en mujeres postmenopausicas obesas como biomarcador de riesgo
para cancer de mama® que esta desarrollado la alumna IBT. Jessica Berenice Lopez
Gonzalez, bajo la coordinacion de la Dra. Adriana Quijano Ortiz, en pacientes que son
atendidas en la UNEME-DEDICAM, el cual es un protocolo regido por los estandares de
Etica de Investigacién de la Facultad de Quimica UAEMéx, en beneficio de las
participantes quienes firmaran una carta de consentimiento informado la cual adjunto,
pretendiendo a largo plazo la obtencion de grado de la alumna y posible publicacion en
revistas indexada de los resultados obtenidos.

Quedo atento y agradezco de ante mano la atencién que tenga a bien dar al presente

RN

Dr. Jonnathan Guadalupe Santillin Benitez
PTC Facultad de Quimica, SNI 1 *
jgsantillanb@uaemex.mx

Ccp Mo, Redoo Flores Gutdmez, Jufe de Ensefanza

Facultad de Ocimica de la UAEM,
Paseo Cobdn Esg. Puseo Telioc,
Col. Residencial Celdn. CP. goae,
Toluca, Estado de Mécco

Tel {32) 2875305/ 1338%0
fgum @weemen.rme
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B Universidad Autdnoma del Estado de México

Carta de congentimiento informado

DOCUMENTO DE COMSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL US0 DE MUESTRAS DE SANGRE CON
FINES DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento informado, gue entienda su
contenide y el objeto de la misma v que, =n su casco, haga todas las preguntas gque crea preciso
acerca de la misma.

Investigador Responsable: Dr. Jonnzthan Guadalupe Santillén Benitez.
Sede donde se realizara el estudio: Universidad Autdnoma del Estado de Mésico.

OBIETIVO DEL ESTUDID

Este documento tiens como objeto solicitar su autorizacion escrita para la donacidn gratuita de una
muestra de sangre, con el fin de utilizarla en Iz investizacion de identificacion de polimorfisme de
genes LEP, LEPR y ADIPOR1 relacionzdos con obesidad en mujerss postmencpausicas que sirvan
comao biomarcador de riesgo para el desarrollo de cancer da mama. El objetive de este estudio es
utilizar Iz muestra de su sangre para aislar OMA v buscar por técnicas de Biologia Molecular
polimorfizmos asociados.

La finzlidad de |z donacion es dotar a los investigadores de sangre para gque pusdan desarrollar
avances en el terreno del conocimiento sobre |a obesidad y céncer de mama, para disponer en un
future de mejores herramientas predictivas y tarapauticas.

PROCEDIMIENTO

Lz duracian total esperada de |z participacion en &l estudio &5 una sola visita para toma de su historiz
clinica y |z toma de una muestra de sangre. Durante su visita se revisara su historizl clinico parz
determinar si 25 candidato a participar en el estudio. 5i usted acepta participar s= le realizara una
toma de sangre (& ml de sangre por puncion venosa, tubo morade v tubo para suero) para |z
investigacion. Inmediatamente tras |a extraccién de |z misma sz asignara un cddigo sfanumerico
gue serd el unico identificador de la muestrs; siempre y cuando cumpla con los parametros
requeridas: mujer sana, mayor de 55 afios de edad, sin alguna enfermedad infecto-contagioss o una
enfermedad que impligue una discrasia sanguines o una enfermedad metabdlica o haber ingerido
algln férmaco entre 24 a 48 horas previas a la toma de musstra; y mujer diagnosticada con cancer
de mama a través de un mamograma de diagnostico v deteccicn ¥ sean posibles candidatos a lz
realizacion de una biopsia. Todas las musestras seran salvaguardadas en un zlmacén refrigerado.
Estas muestras podran wtilizarse en investigaciones futuras.

Lz donacion de esta musstra es woluntzariz por lo gque, Usted pueds revocar el consentimiento en
cualguier momento. En caso de revocacion, su muestra dejard de formar parte de la investigacion,
aungue los datos obtenidos hasta ese momenta si formaran parte del archivo.
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Su decision, s2a cual fuere, no comportarg penalizacion alguna, ni afectarg en ningdn modo a los
cuidados medicos y & la asistencia que usted pueda necesitar en el futuro.

Toda informacion recabads y los resultados de los estudics s=ran manejados con estricts
confidencialidad y solo para los fines ya descritos.

RIESGOS5

Lz obtencidn de |z muestra es en principio un procedimienta exento de riesgo, v sus posibles
complicaciones son las mismas gue las de cuslguier extraccion de zangre habitual incluysndo
morstones.

EBEMEFICIOS

Lz donacion tiene por disposicion legal caracter altruista, por la que Ud. no obtendra ni zhora nien
2| futuro ningun baneficio econdmico por la misma. Mo esta previsto compensarle por los productos
desarrolladaos & partir de esta investigacion. Tampoco obtendra ningun otro beneficio directo coma
rasultado de su participacion en estz estudio.

COMFIDENCIALIDAD

Toda lz informacion que s2 obtenga zl anzlizar lzs muestras que nos ha donado, asi como tods
informacian clinica referente 3 usted, sera considerada confidencial y tratada en consecusncia. Para
zarantizar el anonimato de su identidad (asegurar que |z informacidn de su musstra de sangre no
z& relaciona con su identidad), su muestra solo ird identificads desde el momento mismo de lz
extraccion con un cadigo. La relacion entre su cédige v su identidad quedara custediada por una
persona sutorizada del equipo investizador, adoptandose medidas estrictas para que tal
informacion no esté disponible mas que para este personal avtorizado, que en ningdn caso podra
develar su identidad a terceros. Asi, podemaos asegurar que cualquier informacian que se chtenga 2
partir de sus muestras biclogicas serd confidencial.

Le agradecemaos su desinterasada colaboracion con el avance de la dencia y la medicina.

o, de anos de edad.
[Mombre y dos apellides del paciente)

Manifizsto gue he recibido la informacién que me ha sido propordonada sobre el procedimisnto
anteriormente indicado y he podide formular las preguntas gue he considerado oportunas. También
comprendo que, en cualguier momento y sin necesidad de dar ninguna explicacion, puedo revocar
| Consentimisnte que ahorz presto. Por ello, manifiesto gque me considero satisfecha con la
informacién recibida.

Firma Fecha

Edta docusanto dabe ser remitido &

D Seanathan Gusda lape Sanilan Banis
Facatad di Ouisica

Tolati, Edm“MinLu—Mh#ﬂ.
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CULSTIONARIO DE FACTORES DE RIESGO
Fecha:

Con & fin de comiplementar los resultados de |a asociacion de polimorfismos en penes de
LEF, LEFR y ADIPOR1 en mujeres postmenopausicas obesas coma biomarcador de riesgo
de cancer de mama, coniestar los siguientes cusstionamientos con la mayor veracidad
paosible, ademias de ello le informa que sus datos permaneceran en confidencialidad.

IDEMTIFICACION DEL PACIENTE
NOMBRE:

DOMICILIO: EDAD-____ afios
SEXD:Ma F 2 LIUGAR DE MACIMIENTO:

OCUPACION: TELEFOMO:

TALLA: Metros PESO: kp

En =l siguients apartado margue con una X [ais) respuesias.

MNTECEDENTES MEREDC-FAMILIARES
£Cnm su Familia alguien ha padecida o padece... 7
Sobre peso u obesidad

2 WD ESPECIFPUE TIPD:
Cancer
3 ND__ ESPECIFPIUE TIPD:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS
Siusted padecs cancer de mama..

Fecha de diagnastico:

Tipo histologico:

Tratamiento recibido:

Estudio de ER o PR:

Feoulisd ds D imics ds 1s LAAERY

FPanro Colan D Fesss Tl locsa

Col. Fendd ncial Colida . CF. 581351
Vol ecw, Eniscky de Miakn

Tel [TX2| ZETELN § 21TERSD

erim mihus ng i e hosy o m T




Universidad Auvtdmoma dol Estads de Mdrico

ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES
{Usted ha padetido o padecs?
Aumento de colesteral

Sl ND___ ESPECIFGUE:

Aumento de triglcéridos
S ND__ ESPECIFIGUE:

Problemas emocionales [Extrés, depresian, etc.)
sl MO ESPECIFIGLE:

ANTECEDENTES: PREVIOS

Mamografia anual
b MO

FACTORES DE RICSGO
Tratamienta hormonal
S ND___ ESPECIFIQUE TIPO ¥ TIEMPD:

Hijos
S ND___ ESPECIFGUE CUANTOS ¥ EDAD A LA GUE TUVD SU PRINER HUO:

Lsctancia

A ND_ especifique tiempa:

Fecha de la primera menstruacion:

Edad de la menopausia (si aplical-

Faculiad ds D imdcs de Lo UAERA,

Faneo Colan D Fesss Ted locma,

Col. Pk il Colte. CF. 581351
Tol ecw, [nisda ds Médsko

Tel [T22] AT F 21TERO

jerm st nglh Prps hoo-com
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Consumo de alcohol, tabaco o drogas

Sl ND___ ESPECIFIGUE TIPO:

PADECIMIENTO ACTIUAL

iPadece alguna de las siguientes signos?

Aumento de peso

S ND__ ESPECIFIGUE TIPO:
Fatiga y dolor en articuladiones
Sl ND___ ESPECIFIGUE TIPO:
Perdida de apetito

S ND___ ESPECIFIGUE TIPO:
Embrazo

S ND___ ESPECIFIGQUE TIPO:
Perdida de suefio

S ND___ ESPECIFIGQUE TIPO:
Pérdida de control para arinar

S ND___ ESPECIFIGUE TIPO:
Dificultad para respirar

S ND___ ECSPECIFIGQUE TIPO:

S ND___ ESPECIFIGUE TIPO:
Actividad fisica

Realiza algun tipo de ejerdcio

S ND
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Universidad Autdmoma dol Estads da Mérico

Faculind de Chubmacs

Alimentacitn
Consume pan o tortilla con frecwenda

% ND___ ESPECIFIGUE FRECUENCIA:

Consume bebidas arucaradas

S ND___ ESPECIFIQUE FRECUEMCIA-

Consume frutas v verduras

S ND__ ESPECIFIGUE FRECUENCIA:

Consuma de frituras y bebidas gaseosas

S ND__ ESPECIFIGUE FRECUENCIA:
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