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1 Introduccion

El cancer de mama es el mas prevalente y la primera causa de mortalidad por cancer en mujeres en
todo el mundo. En 2022 se registraron cerca de 2.3 millones de casos nuevos (World Health
Organization: WHO, 2024) la tasa de supervivencia a cinco anos varia segun su estado, subtipo y
metastasis (Scimeca et al. 2019).

La caracteristica mas desafiante del cancer de mama es su heterogeneidad, ya que son diferentes en
términos de incidencia, prondstico, perfiles moleculares, morfologia, expresién de marcadores y su
respuesta o resistencia a tratamientos, debido a esto, una muestra del tumor tomada durante una
biopsia no siempre representa la composicién real del tumor (Guo et al. 2023), por ello, es importante
contar con diagndsticos certeros y confiables.

Las biopsias liquidas han emergido como una estrategia innovadora y no invasiva para la deteccion y
monitorizacion de cancer (Pérdomo et al. 2020, De Rubis et al. 2019), este tipo de muestras, al estar
en contacto directo con el tumor, permiten obtener informacién del circuloma tumoral, es decir, de los
componentes circulantes derivados del tumor como células tumorales y vesiculas extracelulares, que
promueven la liberacion de metabolitos, proteinas y acidos nucleicos tumorales, estos elementos son
de gran importancia ya que, en los ultimos afos se ha investigado su uso como potenciales
biomarcadores en el diagndstico del cancer de mama (De Rubis et al. 2019).

La metabolomica es el estudio analitico para la identificacion y cuantificacion de metabolitos en
muestras biolégicas, es decir, moléculas como péptidos, lipidos, aminoacidos, carbohidratos y acidos
organicos, cuyo conjunto se denomina metaboloma (Nalbantoglu, 2019) y esta influenciado por factores
internos y externos, por ello, refleja el estado de salud del organismo que lo produce. En el contexto de
cancer de mama, la metabolémica permite la identificacion de alteraciones metabdlicas durante el
desarrollo y la progresion de esta enfermedad mediante la identificacién de biomarcadores,
caracterizacion de subtipos y la evaluaciéon de respuesta al tratamiento (Cala et al. 2018, Wang et al.
2018).

Las técnicas analiticas usadas en metaboldmica son la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectrometria de masas (EM). La RMN es una técnica no destructiva que permite la identificacion y
cuantificacion de metabolitos especificos, ofreciendo una vision integral de los cambios metabdlicos
asociados con el cancer de mama (Gowda & Raftery, 2021), mientras que la EM, aunque es una técnica
destructiva, tiene una alta sensibilidad que permite la identificacién de mas de 1000 metabolitos en
concentraciones menores de 10 y hasta 100 nM (Emwas et al. 2019), sin embargo, usualmente es
necesario utilizarla acoplada a un sistema de separacién previo como la cromatografia o la
electroforesis capilar (Panneerselvam et al. 2022).

La identificacién de biomarcadores especificos presentes en el cancer de mama es un paso crucial
hacia la mejora de estrategias de deteccion temprana, por ello, en la presente revision se investigara
el metaboloma asociado a esta enfermedad, ademas, se proporcionara una descripcion general de las
oportunidades actuales del analisis metabolémico en biofluidos de pacientes de la misma, evaluando
su potencial como herramienta diagnostica temprana y destacando las perspectivas futuras en esta
area de investigacion, también se abordaran los desafios que se enfrentan en la implementacién de
biopsias liquidas en la practica clinica asi como las ventajas y limitaciones de cada técnica en el
contexto clinico para definir cual de ellas podria proporcionar un enfoque mas completo y robusto en el
analisis metabolémico.



2 Planteamiento del problema y justificacion

La incidencia de cancer de mama ha aumentado considerablemente durante los ultimos afos, siendo,
ademas, el cancer con mayor mortalidad en mujeres a nivel mundial debido a al diagnéstico tardio y la
falta de acceso al tratamiento. La deteccion temprana es fundamental para aumentar las tasas de
supervivencia y mejorar los resultados clinicos en pacientes con dicha enfermedad.

La identificacién de biomarcadores de cancer de mama en biofluidos mediante técnicas metabolémicas
puede llevar al desarrollo de herramientas de diagnostico mas sensibles y especificas. Estos
biomarcadores podrian no solo facilitar la detecciéon de la enfermedad en sus fases iniciales, sino
también proporcionar informacion acerca de la progresion y la respuesta al tratamiento, permitiendo la
personalizacion de las estrategias terapéuticas. Al comprender mejor la eficacia de técnicas como la
RMN y la EM en la identificacion de biomarcadores en diferentes biofluidos, es posible optimizar la
seleccion del método y del tipo de muestra, esto ayudara a establecer protocolos de diagnostico
eficientes y confiables, mejorando la precision y aplicabilidad clinica de las técnicas metabolémicas.

Al examinar multiples estudios, esta revisién bibliografica permite consolidar los resultados obtenidos
por diferentes investigadores, de esta manera, es posible establecer la robustez de los biomarcadores
identificados y su potencial en la aplicabilidad clinica para proporcionar una base para su
implementacién futura en diagnésticos clinicos.

3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Realizar una revision bibliografica sobre analisis metaboldmicos mediante RMN y EM en biofluidos de
pacientes con cancer de mama con el fin de evaluar su importancia como herramienta para el
diagnéstico preventivo de manera no invasiva.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar las principales rutas metabolicas afectadas en pacientes de cancer de mama

Identificar firmas metabolomicas del cancer de mama en diferentes fluidos biolégicos que

permitan su deteccién temprana

Contrastar alteraciones metabolémicas en cada tipo y etapa del cancer de mama

Evaluar las diferencias y similitudes en los perfiles metabolémicos obtenidos mediante RMN y

EM en biofluidos de pacientes con cancer de mama, destacando las ventajas y limitaciones de

cada técnica.

5. Establecer el biofluido idéneo para el analisis metabolémico por RMN y EM considerando su
sensibilidad y especificidad en el diagnostico temprano de cancer de mama.

W

4 Materiales y Métodos

Mediante una busqueda detallada en distintas bases de datos como PubMed, ScienceDirect, Wiley,
Nature, Springer, SciELO y Redalyc se recopilaron articulos, libros y tesis relacionadas al tema, las
palabras clave para la busqueda fueron “cancer de mama”, “biopsia liquida”, “metabolitos”,
“‘metaboloma”, “biofluidos”, “biomarcadores metabdlicos”, “firma metabdlica”, “perfiles metabdlicos”,
“‘plasma”, “suero”, “orina”, “RMN”, “resonancia magnética nuclear’, “EM”, “espectrometria de masas”,
estas palabras fueron buscadas en espanol e inglés, también se utilizaron los operadores booleanos
“and”, “or”, “not”, esto para optimizar la recuperacion de informacién pertinente. Se analizaron las

referencias de todos los articulos en bisqueda de estudios potenciales.



Todos los estudios incluidos en esta revision cumplieron con los criterios de inclusion: articulos, libros
y tesis publicados desde enero de 2018 hasta marzo de 2024, diagndstico de los pacientes confirmado
previamente, poblacién de estudio conformada totalmente o en su gran mayoria por mujeres, estudios
realizados de cualquier zona geografica y etnias de cualquier zona del mundo. Criterios de exclusion:
investigaciones con mas del 5% de poblacion total analizada masculina, estudios de pacientes con
tratamiento previo contra el cancer de mama, estudios realizados en modelos animales o sin resultados
concretos.

La informacién recopilada se organizé tematicamente utilizando tablas, mapas conceptuales y graficas
con el objetivo de visualizar relaciones y patrones entre los estudios analizados para finalmente generar
una conclusion y realizar el informe final.

5 Marco Teodrico y Antecedentes

5.1 Epidemiologia de la enfermedad

Actualmente el cancer es considerado como una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
en 2022 se estimaron cerca de 20 millones de casos nuevos y se registraron alrededor de 10 millones
de decesos (World Health Organization, 2023). En las graficas 1 y 2 se detallan los principales tipos de
cancer presentes en estas cifras.

Gréfica 2 Distribucion de casos de los canceres Grafica 1 Distribucién de muertes por canceres
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer de mama tiene altas tasas de
incidencia y mortalidad (graficas 1 y 2). En México, durante 2022 se registraron 23,790 casos nuevos
de cancer de mama entre la poblacion de 20 afios y mas, también se observé que, de las 87,880
muertes por tumores malignos en las personas del mismo rango de edad, 7,888 fueron por cancer de
mama, cifra que aumenté a 8,034 en 2023, donde 7,992 (99.5%) ocurrieron en mujeres y 42 (0.5%) en
hombres (INEGI, 2023, INEGI, 2024).

5.2 ¢Qué es el cancer?

El término neoplasia se refiere a cualquier crecimiento nuevo y anormal de tejido, ya sea de naturaleza
benigna o maligna, mientras que el término cancer se relaciona Unicamente con tumores malignos
(Breast Cancer Screening, 2023) que pueden surgir en cualquier érgano y dar lugar a distintas
manifestaciones clinicas, dependiendo de su ubicacion.



Cancer es un conjunto de enfermedades que surgen de la divisidon descontrolada de un grupo de células
denominadas tumorales o cancerigenas, estas células poseen caracteristicas especificas entre las
cuales se encuentran (Sanchez et al. 2022; What is cancer?, 2021):

- Autosuficiencia a senales de crecimiento.

- Resistencia a la apoptosis como consecuencia de la inactivacién de p53 o la activacion de genes
antiapoptoticos.

- Estimulacion de la angiogénesis local mediante la secrecién mediadores como factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) e
interleucina 8 (IL-8).

- Deficiencia en la reparacion del ADN.

- Capacidad para evadir respuestas del sistema inmunolégico.

- Invasion de tejidos locales.

Dichas caracteristicas son el resultado de dafios en el ADN celular que modifican su metabolismo,
estructura y funcién de las células, alterando el balance normal entre proliferacion y muerte celular,
todos estos cambios brindan el potencial a la célula maligna para diseminarse a otros sitios del cuerpo
(metastasis).

Los diferentes dafos genéticos celulares pueden deberse a variaciones esporadicas y/o adquiridas en
células somaticas o germinales. Las primeras, como su nhombre lo indica, se transmite directamente de
una generacion a otra y suelen ser menos frecuentes, mientras que las segundas ocurren debido a la
exposicion a factores carcinégenos fisicos, como radiaciones UV o ionizantes, quimicos como arsénico,
mercurio y plomo o biolégicos, o en algunos casos por medio de infecciones crénicas causadas por
bacterias como Helicobacter pylori, o virus de Epstein-Barr (EBV), virus de la hepatitis B o C (HBV y
HCV, respectivamente) e inclusive parasitos como Opisthorchis viverrini (Krump & You, 2018). Es
importante aclarar que la mayoria de estas infecciones desaparecen comunmente, pero en muy pocas
ocasiones, pueden incrementar el riesgo de desarrollar cancer ya sea por la estimulacién de la
inflamacién crdnica o por produccion de metabolitos con actividad cancerigena (Risk Factors: Infectious
Agents, 2019).

Las alteraciones genéticas que promueven el cancer se localizan principalmente en genes que regulan
procesos como la apoptosis, angiogénesis y proliferacién celular.

En células humanas sanas, los protooncogenes codifican proteinas que regulan de manera normal la
cascada de eventos que sirven para mantener el control de la progresion del ciclo celular y el estado
normal de la diferenciacion de la célula. Cuando estos protooncogenes son afectados por una variaciéon
genética se denomina oncogén y como consecuencia, codifican una oncoproteina que provoca el
crecimiento, division y proliferacién celular desregulada (Oncogene, 2022; Bermudez et al. 2019).
Investigaciones recientes también sugieren que las proteinas producidas por algunos oncogenes
trabajan para suprimir el sistema inmunitario, lo que reduce la posibilidad de que las células inmunitarias
reconozcan y eliminen células que presenten alguna alteracion genética (Zakiryanova et al. 2018).

Asi mismo, los genes supresores de tumores son responsables de controlar la proliferacion, reparacion
celular y la apoptosis, sin embargo, cuando estos genes son mutados recesivamente, se presenta una
pérdida de funcién de las proteinas que codifica, produciendo una falla en los mecanismos de control
y reparacion internos de la célula, induciendo su proliferacion y crecimiento descontrolado, ademas de
la acumulaciéon de nuevas mutaciones (Sanchez, 2013) por lo tanto, la probabilidad de desarrollar
cancer es mayor ya que las células afectadas no se reparan y continian sobreviviendo en lugar de
sufrir apoptosis.



Un ejemplo es el gen BRCA1 que codifica a una proteina que actia como un supresor de tumores, la
proteina BRCA1, que esta implicada en la reparacién del DNA dafado, ya sea por radiacion natural y
médica o por otras exposiciones ambientales. Los protooncogenes KRAS y BRAF, codifican a una
GTPasa y una serina treonina cinasa, respectivamente, ambas son parte de una via de senalizacion
conocida como la via RAS/MAPK que regula el crecimiento y la division celular, asi como su
diferenciacién, movimiento (migracion o metastasis) y apoptosis (KRAS Proto-oncogene, 2024; BRCA1
DNA Repair Associated, 2024; B-Raf Proto-oncogene, 2024)

La Clasificacion Internacional de Enfermedades Oncoldgicas en su tercera edicion (CIE-O-3) especifica
que, segun los tipos de tejido, el cancer se puede clasificar en 6 categorias principales (Cancer
Classification, 2024).

Carcinoma: Se origina en la capa epitelial de las células que forman el revestimiento de las partes
externas del cuerpo, como la piel, o el revestimiento interno de los érganos del cuerpo. Es el unico tipo
de cancer que tiene una fase no invasiva, por lo tanto, son los Unicos canceres para los que se realizan
pruebas de deteccion de manera rutinaria. La mayoria de los carcinomas afectan a érganos o glandulas
como las mamas, pulmones, colon, préstata o vejiga y se presentan como un tumor sdlido.

Sarcoma: Son canceres de huesos y tejidos blandos del cuerpo que estan formados por células
llamadas mesenquimales, este tipo de cancer afecta a los huesos, los musculos, tendones, ligamentos,
cartilagos, nervios, tejidos sinoviales (tejidos de articulaciones) y tejidos grasos.

Mieloma: Son canceres que se originan en las células plasmaticas que produce la médula 6sea, y a
su vez, estas células se encargan de la produccion de proteinas que se encuentran en la sangre, como
los anticuerpos.

Leucemia: Es un cancer que se origina en las células de la médula ésea, produciendo un exceso de
glébulos blancos inmaduros que no llevan a cabo sus funciones, debido a esto, el paciente suele ser
mas propenso a sufrir infecciones.

Linfoma: Son un tipo de cancer que se desarrolla en el sistema linfatico, una red de vasos, ganglios y
organos (bazo, amigdalas y timo) que filtran los fluidos corporales y producen glébulos blancos o
linfocitos que combaten las infecciones. A diferencia de las leucemias, los linfomas son tumores sdélidos.

Tipos mixtos: Los componentes presentes en este tipo de cancer pueden pertenecer a diferentes
categorias, un ejemplo de ellos es el carcinosarcoma, tumor que, como su nombre lo dice, es una
mezcla de carcinoma y sarcoma (Carcinosarcoma, s. f.).

5.3 Cancer de mama

El cancer de mama (CM) surge en las células epiteliales de revestimiento y puede tener origen en los
I6bulos, glandulas productoras de leche o conductos, vias que transportan la leche producida hasta el
pezén. Cuando el cancer se limita a estos sitios no produce sintomas, no obstante, con el paso del
tiempo, puede volverse invasivo y propagarse al tejido mamario circundante para posteriormente
diseminarse a los ganglios linfaticos cercanos y finalmente hacer metastasis (World Health
Organization, 2024). En la ilustracion 1 se esquematizan las partes de la mama.
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llustracién 1. Anatomia de la mama femenina. (a) Parte externa de la mama, sefialando el pezén y la aréola (b) Parte interna
de la mama, donde se encuentran los conductos y I6bulos, que a su vez estan formados por pequenios lobulillos
(Recuperado de Breast Cancer Screening, 2023).

Dado que el cancer es una enfermedad compleja, heterogénea y multifactorial, es necesario evaluar
diversos factores para asi poder clasificar a los pacientes y determinar tanto el prondstico como la
respuesta a diversos tratamientos. Por ello, la clasificacion del CM puede ser en funcién de distintos
subtipos, principalmente histolégicos y moleculares.

5.3.1 Estadificacion del cancer de mama

Un sistema importante para clasificar el CM es la estadificacion de este. En la década de 1940, el
cirujano francés Pierre Denoix propuso un sistema de estadificacion de la patologia tumoral basada en
tres aspectos; el tamano del tumor, la afectacion de los ganglios linfaticos regionales y si existia
metastasis a distancia. Este sistema fue aceptado y empleado por la Unién Internacional Contra el
Cancer (UICC) en 1968 y por el Comité Conjunto Americano del Cancer (AJCC, por sus siglas en
inglés) que publicé su primer sistema de estadificacion basado en el concepto de tamafio tumoral,

afectacién ganglionar y metastasis (TNM) (Lucena et al. 2021), en la tabla 1 se detallan dichos criterios,
(Estadificacion del Cancer, 2022).

Tabla 1 Estadificacion del cancer de mama basado en TNM (Etapas del Cancer de Seno, 2021, Sos et al. 2019)

Categoria Definicién Valores
T (Tumor) Describe el TX: no se puede analizar.
tamano del tumor  TO: no hay evidencia de tumor primario.
primario, asi Tis: carcinoma in situ.
como su T1: tumor < 2 cm de ancho que invade la lamina propia o la muscular de
propagacion a la la mucosa y/o la submucosa.
piel o a la pared T2: tumor que presenta invasion en la submucosa, de entre 2 y 5 cm de
toracica debajo ancho.
del seno T3: el tumor invade la adventicia, dimensién mayor a 5 cm.

T4: tumor de cualquier tamafio con extension directa a la pared toracica
y/o a la piel.




N (nédulos/  Indica si el cancer

ganglios) se ha propagado
a los ganglios
linfaticos
cercanos al seno
y cuantos
ganglios se
encuentran
afectados.

M indica si el cancer

(metastasis) se ha propagado
onoalos
érganos distantes

NX: los ganglios linfaticos adyacentes no se pueden evaluar.

NO: el cancer no se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes.
NO(i+): area de propagacién <200 células y <0.2 mm.

N1: el cancer se propago entre 1y 3 ganglios linfaticos axilares y/o en
los ganglios linfaticos mamarios internos.

N1mi: propagacion en los ganglios linfaticos debajo del brazo con areas
de entre 0.2y 2 mm.

N1a: propagacién a 1-3 ganglios linfaticos debajo del brazo con area >2
mm de ancho.

N1b: propagacion a los ganglios linfaticos mamarios internos en el
mismo lado del cancer.

N1c: tanto N1a como N1b estan presentes.

N2: el cancer se ha propagado a 4-9 ganglios linfaticos debajo del brazo
o ha agrandado los ganglios linfaticos mamarios internos.

N2a: el cancer se propago a ganglios linfaticos debajo del brazo con un
area de propagacion >2 mm.

N2b: el cancer se propagd a uno o mas ganglios linfaticos mamarios
internos.

N3: cualquiera de los siguientes:

N3a: el cancer se propago a 10 o méas ganglios linfaticos axilares o
infraclaviculares con por un area de propagacion >2 mm.

N3b: hay presencia de cancer en al menos un ganglio linfatico axilar o
bien, en 4 0 méas y se encuentra poca cantidad en los ganglios linfaticos
mamarios internos en la biopsia de ganglio linfatico centinela.

N3c: el cancer se ha propagado a los ganglios linfaticos
supraclaviculares con un area de propagacion >2 mm.

MX: no se puede evaluar la metastasis.

MO: no se encuentra metéstasis en estudios por imagenes o en examen
médico.

cMO(i+): se encuentra un pequefio numero de células cancerosas en la
sangre o médula ésea o, se encuentran areas diminutas de propagacion
que no miden mas de 0.2 mm en los ganglios linfaticos alejados de la
axila, clavicula o areas mamarias internas.

M1: el cancer se ha propagado a 6rganos distantes.

Una vez determinados los valores de T, N y M, esta informacion se emplea para determinar el estadio
clinico del CM, es cual va desde 0 hasta IV, donde el 0 representa un carcinoma in situ'y el IV un cancer
invasivo. Los canceres en estadio | son los menos avanzados y a menudo tienen un prondstico
favorable, por el contrario, los que se encuentran en estadio IV son los mas avanzados y con un
prondstico poco favorable. En la tabla 2 se muestran los posibles resultados del sistema TNM vy el

estadio al que pertenecen.

Tabla 2 Estadificacion TNM (Estadificacién del Cancer, 2022, Breast, 2016)

Estadio T N M
0 Tis 0 0
IA 1 0 0
IB 0, 1 1mi 0
IMA 0-2 0, 1 0
IIB 2,3 0, 1 0
A 0-3 1,2 0




B 4 0
mc 0-4 3 0
0

5.3.2 Gradacion del cancer de mama

El CM también se pueden clasificar seguin su grado, frecuentemente se utiliza el sistema de gradacion
Nottingham, el cual se basa en 3 caracteristicas: (1) Formacion tubular: expresa cuanto tejido tumoral
tiene estructuras sanas de conductos; (2) Grado nuclear: evalua el tamafo y forma del nucleo de las
células tumorales; y (3) Rango mitético: frecuencia con la que las células se dividen. A cada
caracteristica se le asigna una puntuacion del 1 al 3, donde el valor minimo significa que las células y
el tejido tumoral se ven en su gran mayoria sanos, por el contrario, el valor mas alto significa que las
células y el tejido se ven anormales en su gran mayoria. Las puntuaciones obtenidas para las 3
categorias se suman, y se obtiene un resultado entre 3 y 9 que se utiliza para clasificar al cancer en
grado 1, 2 0 3 (¢ Qué Es el Grado del Cancer de Seno?, 2021; Grado del Tumor, 2022).

e Grado 1 o bien diferenciado: Se encuentran las puntuaciones 3, 4 y 5, tiene un prondéstico
favorable. Las células son de aspecto relativamente sano que no parecen estar creciendo
rapidamente y se encuentran ordenadas en forma de pequenos tubulos para el cancer ductal y
en forma de cordones para el cancer lobulillar.

e Grado 2 o moderadamente diferenciado: Tienen una puntuacion de 6 y 7, las células
cancerosas tienen un aspecto diferente a las sanas y se dividen mas rapido, presenta un
pronéstico moderadamente favorable.

e Grado 3 o escasamente diferenciado: Con prondstico desfavorable, presenta puntuaciones de
8y 9. Las células cancerosas de este grado tienen un aspecto muy diferente a las células sanas,
ademas tienden a crecer y propagarse mas rapido.

5.3.3 Clasificacion histopatolégica del cancer de mama

Esta clasificacién se fundamenta en las caracteristicas anatomicas de su posible origen, de esta
manera se identifican dos tipos principales: (1) Ductal: se origina en las células que recubren los
conductos mamarios, y (2) Lobulillar: su origen es en el I6bulo de la mama. A su vez, estos subtipos
pueden ser no invasivos (in situ) o invasivos, esto dependera de si solo se encuentran afectando las
células de origen o se han propagado al tejido mamario cercano.

5.3.3.1 Carcinoma ductal in situ (DCIS)

También denominado carcinoma intraductal o cancer de seno en etapa 0, es un cancer de seno no
invasivo o preinvasivo, es decir, las células que revisten los conductos se han convertido en células
cancerosas, pero no se han propagado por las paredes de los conductos hasta el tejido mamario
adyacente. En ocasiones puede convertirse en un cancer invasivo al extenderse hacia los tejidos
cercanos al conducto y a partir de ahi, hacer metastasis (Carcinoma Ductal In Situ (DCIS), 2021).

5.3.3.2 Carcinoma lobulillar in situ (LCIS)

Las células cancerosas crecen en el recubrimiento de las glandulas productoras de leche del seno,
pero no se propaga fuera de los lobulillos, sin embargo, aumenta el riesgo de posteriormente
desarrollar cancer de seno invasivo, por ello, las mujeres que presentan LCIS deben someterse a
pruebas periddicas para su deteccion (Carcinoma Lobulillar In Situ (LCIS), 2022).

5.3.3.3 Cancer de seno invasivo

La mayoria de los canceres de seno son invasivos, pero hay distintos tipos, los mas comunes son el
carcinoma ductal invasivo (IDC) y el carcinoma lobulillar invasivo (ILC). EI IDC es el tipo mas comun



de cancer de seno, representando aproximadamente 8 de cada 10 casos, comienza en las células que
revisten los conductos, a partir de ahi, invade la pared de estos y crece en los tejidos mamarios
cercanos, una vez aqui, tiene la capacidad de hacer metastasis a través tanto del sistema linfatico
como del torrente sanguineo. Como su nombre lo indica, el ILC comienza en los lobulillos, al igual que
el IDC puede hacer metastasis, sin embargo, es mas dificil de detectar y afecta en 1 de cada 5 casos,
ambos senos (Cancer de Seno Invasivo (IDC/ILC), 2021).

Esta clasificacion histopatoldgica brinda la posibilidad de establecer un pronéstico y ayudar a indicar
terapias adyuvantes al tratamiento quirurgico, sin embargo, la falta de indicadores mas especificos
puede conllevar a un infra o sobretratamiento, debido a esto, se implementé una clasificacion
molecular.

5.3.4 Clasificacion molecular del cancer de mama

Con el desarrollo de técnicas mas sofisticadas, es posible analizar el origen genético del cancer de
mama, estas técnicas han dado lugar a una clasificacion mucho mas precisa basada principalmente en
la presencia celular de receptores hormonales de superficie de estrégeno (RE) y progesterona (RP) y
la amplificacion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Lucena et al. 2021;
Horvath, 2021).

5.3.4.1 Receptores hormonales

Algunos canceres de mama humanos dependen de hormonas esteroideas, dicho efecto esta mediado
por los receptores de estrogeno (RE) y los receptores de progesterona (RP) (Ali & Coombes, 2000).

RE y RP son receptores de superficie que median procesos de transcripcion celular. En la glandula
mamaria se expresan ambos receptores, los cuales tienen la funcién de llevar a cabo procesos de
replicacién, en condiciones fisioldégicas se encargan de mantener el equilibrio celular, pero en procesos
tumorales permiten la replicacion de células que los sobreexpresan y generan el rapido crecimiento
del tumor. Por lo tanto, si estos receptores hormonales estan presentes, esto significa que el
crecimiento de las células cancerosas es impulsado por las hormonas estrégeno y/o progesterona (Sari
& Yalgin, 2016).

Los RE son receptores regulados por ligandos que pertenecen a la familia de receptores nucleares de
esteroides, funcionan como factores de transcripcion y transducen senales hormonales en una gran
variedad de respuestas fisiologicas en distintos 6érganos. Existen dos isoformas de RE, REa y RER,
ambas se encuentran estructuralmente relacionadas, sin embargo, son los productos de dos genes
separados (ESR1, locus: 6g25.1-q25.2 y ESR2, locus: 14q23.2-q23.3, respectivamente) que se
expresan diferencialmente en los tejidos (Ali & Coombes, 2000). Los RE estan conformados por dos
dominios, el de unién a ADN, que tiene gran afinidad y especificidad a secuencias llamadas ERE
(elementos de respuesta a estrogenos) para regular las tasas de transcripcion de los genes blanco; y
el dominio de unién al ligando, que se une a los estrogenos (Sari & Yalgin, 2016). En las glandulas
mamarias sanas, el estradiol se une tanto a REa como al REB para controlar la proliferacion y
diferenciacion celular (Helguero et al. 2005). Ambas isoformas de RE se expresan a niveles igualmente
bajos en células sanas mientras que en las células de CM expresan en mayor cantidad el REa que el
REB (Sari & Yalgin, 2016).

Los RP también son miembros de la familia de receptores nucleares dependientes de ligandos, la
progesterona se une a dos isoformas predominantes, RP-A y RP-B, las cuales se transcriben a partir
del mismo gen, PGR (locus 11q22-q23) por dos promotores distintos que tienen diferentes actividades
transcripcionales y funcionales, RP-A puede actuar para suprimir la funcion de RP-B, que a menudo
actua como un potente activador de la transcripcion de genes diana (Li et al. 2022; Trabert et al. 2019).
Las dos isoformas se coexpresan en niveles similares en el seno sano, sin embargo, en carcinomas



ductales in situ y lesiones mamarias invasivas generalmente predomina la isoforma PR-A (Li et al.
2022).

5.3.4.2 Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2)

La familia de HER regulan el crecimiento, la supervivencia y la diferenciacion celular a través de
multiples vias de transduccidén de sefales y participan en la proliferacion y diferenciacion celular, la
familia esta compuesta por cuatro miembros principales, HER1, HER2, HER3 y HER4. Tres miembros
de esta familia (HER1, HER3 y HER4) se unen a al menos 11 ligandos peptidicos conocidos, lo que da
lugar a la homo y heterodimerizacion entre estos receptores y las subsiguientes cascadas de
sefalizacién tirosina quinasa que estimulan la posterior proliferacién, migracion, invasion y
supervivencia de las células, todas ellas caracteristicas del cancer. HER2 no tiene un ligando conocido,
pero es el compafiero de dimerizacion preferido de los otros tres receptores, principalmente de HER1
y HERS (lgbal & Igbal, 2014; Hayes, 2019).

HERZ2, codificado por el gen ERBB2 y con locus 17912, se localiza en la membrana de las células y se
sobreexpresa en el 15-30% de los canceres de mama, los cuales pueden tener hasta 50 copias del gen
ERBB?2 (Igbal & Igbal, 2014).

Una prueba de inmunohistoquimica (IHQ) otorga una puntuacién que va desde 0 hasta 3+ y que mide
la cantidad de proteina receptora HER2 en la superficie de las células en una muestra de tejido de CM.
El resultado de la prueba de IHQ puede arrojar 3 resultados distintos (Breast Cancer HERZ2 Status |
What Is HER?2 Status?, 2022):

0/1+: el cancer se considera HER2-.

2+: el resultado no esta claro y se denomina “equivoco”, por lo tanto, tiene que realizarse mediante una
prueba FISH para aclararlo.

3+: el cancer se considera HER2+.

Los canceres de mama HER2+ tienen una alta incidencia de metastasis cerebrales, estos tumores
tienden a diseminarse rapidamente a los ganglios linfaticos axilares, los pulmones, el higado, la médula
6sea, los ovarios y las glandulas suprarrenales (Hedayatizadeh-Omran et al. 2015).

5.3.4.3 Céncer de mama triple negativo (CMTN)

El término “triple negativo” generalmente se refiere a que las células de este cancer no presentan RE,
RP y tampoco tienen una amplificacion del gen ERBB2, de acuerdo con las pautas de la Sociedad
Estadounidense de Oncologia Clinica/Colegio de Patélogos Estadounidenses (ASCO/CAP), los CMTN
se caracterizan por una expresion celular de receptores de progesterona y estrégeno <1% y
expresiones de HER2 entre 0 y 1+ (Almansour, 2022).

El CMTN tiende a ser mas comun en mujeres menores de 40 afios (McGuire et al. 2015), con
descendencia afroamericana, o que presentan una variacion genética en el gen BRCA1. Los CMTN
crecen y se diseminan mas rapido que otros y tienen un peor prondstico, ademas, su tratamiento es
limitado ya que, debido a sus caracteristicas, tanto la terapia hormonal como los medicamentos
dirigidos a HER2 no son utiles para tratarlos, por lo tanto, solo la quimioterapia puede funcionar (Breast
Cancer Hormone Receptor Status Estrogen Receptor, 2021).

Los CMTN constituyen del 15 al 25% de todos los canceres de mama (Yin et al. 2020); tienen un
comportamiento relativamente agresivo comparados con otros subtipos de CM, teniendo una tasa de
supervivencia media de aproximadamente 10.2 meses en perspectiva con la terapia disponible en la
actualidad, ademas, con una tasa de supervivencia a los 5 afnos del 65% en los casos de tumores
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regionales mientras que en los casos en los que el tumor se extiende a 6rganos distantes alcanza solo
el 11% (Almansour, 2022).

Lehmann et al. (2011) informaron seis subtipos de CMTN en funcién de su heterogeneidad molecular:
similares a basales (BL1 y BL2), inmunomodulador (IM), similares a mesenquimales (M), similares a
tallos mesenquimales (MSL) y con expresion de receptores de androgenos luminales (LAR)
(Almansour, 2022, Yin et al. 2020, Lucena et al. 2021).

Sin embargo, Lehmann et al. (2016) redefinieron la clasificacion de CMTN en cuatro subtipos: BL1,
BL2, My LAR, ya que comprobaron que los subtipos IM y MSL representan tumores con importante
infiltracién linfocitaria y células mesenquimales asociadas al tumor, respectivamente, estos subtipos se
describen en la tabla 3. Ademas, analizaron la respuesta al tratamiento neoadyuvante por subtipos y
concluyeron que la tasa de respuesta patoldgica completa fue significativamente mayor en el subtipo
molecular BL1 comparado con el resto de los subtipos, siendo BL2 y LAR los que alcanzaron menor
tasa de respuesta.

Tabla 3 Reacomodo de subtipos genomicos de CMTN por Lehmann y colaboradores (Lehmann et al. 2016)

Subtipo CMTN Caracteristicas Principales genes asociados

Basal 1 (BL1) Aumento de expresion génica del ciclo celular MYC, PIK3CA, CDK6, AKT2,
Delecion de genes de reparacion del DNA KRAS, FGFR1, IGF1R, CCNET1,
Amplificacién de genes de proliferacion celular CDKNZ2A/B, BRCA1, BRCA?2,

PTEN, MDM2, TP53, STAT4

Basal 2 (BL2) Activacion anormal de vias de sefalizacion del BRCA1, TP53, PTEN, CDKNZ2A,
factor de crecimiento (vias EGF, NGF, MET Wnt/3- UTX, MME, EGFR, MET, EPHA2,
catenina y IGF1R) RB1

Expresion de marcadores mioepiteliales
Activacion de vias de glucodlisis y gluconeogénesis

Mesenquimatoso (M) Motilidad celular (regulacion de actina por Rho) PTEN, RB1, TP53, PIK3CA, TP53
Interaccion con la matriz extracelular de PIK3CA

Receptor de andrégenos Enriqguecen la sintesis de esteroides y el PIK3CA, CDH1, PTEN, RB1, TP53
luminales (LAR) metabolismo de andrégenos/estrogenos

Otra clasificacion del CM se encuentra basada en perfiles genéticos detallados, esta clasificacion
ofrece una mejor vision de la biologia tumoral y podria guiar el tratamiento clinico, dicha clasificacion
incluye las citoqueratinas expresadas en las células, la concentracién de la proteina Ki67 y el grado
histoldgico.

En las glandulas mamarias existen diferentes tipos de células entre las cuales se encuentra las
luminales que recubren la luz de los conductos mamarios y de los alveolos; y las basales, que rodean
la capa de células luminales, expresando citoqueratinas 8/18 y 5/6, respectivamente (Uscanga-Perales
et al. 2016, Feng et al. 2018).

Como se menciond, la clasificacion molecular también abarca la evaluacién de Ki67, una proteina
nuclear codificada por MKI67, asociada con la proliferacion debido a que se expresa durante todas las
fases del ciclo celular, excepto GO. Altos indices de Ki67 muestran una baja diferenciacion histolégica
y estan relacionados con la recurrencia de metastasis ganglionares (Sausa, 2019), mientras que
valores altos de esta proteina indican que muchas células se estan dividiendo de manera rapida y es
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muy probable que las células de cancer crezcan y se diseminen rapidamente (Understanding Your
Pathology Report: Breast Cancer, 2023).

La evaluacion IHQ de Ki67 es el método mas utilizado en la practica clinica para determinar la actividad
proliferativa del cancer de mama. No existe un acuerdo absoluto respecto a los puntos de corte,
algunas pautas definen una baja actividad proliferativa cuando se encuentran niveles de Ki67 por
debajo de 10% mientas que una alta actividad proliferativa se considera en niveles superiores al 10%,
sin embargo, el punto critico suele ser entre el 10 y 20% (Colomer et al. 2017).

Por lo tanto, se clasifica al CM en 4 subtipos moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2 y triple negativo.
En la tabla 4 se resume la clasificacion molecular de acuerdo con todos los parametros mencionados
anteriormente.

Tabla 4 Subtipos moleculares del cancer de mama. Se especifica si cada subtipo es positivo o negativo para RE y RP, si
tiene amplificacion o no de HER?2, el nivel de Ki67, las citoqueratinas que presentan y la gradacién en la que se encuentran.
Se toma como punto critico de Ki67 14%. (Feng et al. 2018, Horvath, 2021, Lucena et al. 2021, Uscanga-Perales et al. 2016)

Subtipo RE RP  HER2  CK(+) Ki67 _Grado Representacion del . 4ico
histolégico total de casos
Luminal A + + - 8/18 Bajo (<14%) lyll 40 - 50% Bueno
Luminal B + +- +/- 8/18 Alto (>14%) My <20% Intermedio
HER2 - - + NA NA Il 10 - 15% Intermedio
Basal o - - - 56y 17 NA i = 20% Malo
CMTN <1%)  (<1%) y °

Abreviaturas: RE: Receptor de estrogeno, RP: Receptor de progesterona, HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano, CK; Citoquinas, CMTN: cancer de mama triple negativo, NA: No aplica

5.3.5 Seinalizacion celular relacionada con el CM

La transduccion de senales celulares es un proceso fundamental en el desarrollo y progresion del
cancer, se han descrito diversas alteraciones en las células de CM como variaciones en las respuestas
mediadas por receptores sensibles al calcio, por factores inducibles por hipoxia o incluso en los propios
mecanismos apoptéticos que afectan vias de sefnalizacién. Las vias mas estudiadas e implicadas
directamente en la progresion y desarrollo del CM son las mediadas por RE y HER2 que promueven la
sefializaciéon de otras vias como la proteina quinasa activada por mitdégenos (MAPK), la via
PIBK/AKT/mTOR o IL5/JAKS3, por ejemplo.

5.3.5.1 Via PI3K/AKT/mTOR (PAM)

Esta via participa fisiolégicamente en el metabolismo celular, el crecimiento, la proliferacion y la
apoptosis mediante la activacion del receptor de tirosina quinasa (RTK) y los receptores acoplados a
proteinas G.

Las PI3K son una familia de quinasas intracelulares divididas en tres clases, |, Il y Il (Zhu et al. 2022),
en particular, la clase | es un subtipo que esta asociado con la aparicién y desarrollo de cancer, esta
clase a su vez se subdivide en IA y IB, los primeros son heterodimeros que constan de una subunidad
reguladora p85 (p85a, p85B y p85y) codificada por PIK3R1, PIK3R2 y PIK3R3 y una subunidad
catalitica p110 (p110a, p110B, p110y o p1108) codificada por PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD,
respectivamente, mientras que los IB-PI3K son heterodimeros que contienen una subunidad reguladora
p101 y una subunidad catalitica p110y. Los IA-PI3K son activados directamente por receptores de la
superficie celular como los acoplados a proteinas G, RTK y la proteina G RAS (Cerma et al. 2023,
Miricescu et al. 2020).
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mTOR es una proteina quinasa que existe en las células como dos complejos funcionales distintos,
MTORC1 y mTORC2. mTORC1 fue descubierto como un complejo que consiste en mTOR, proteina
Raptor, proteina mLST8, proteina DEPTOR y PRAS40 (sustrato de AKT rico en prolina); responde a
factores de crecimiento y aminoacidos, promueve el crecimiento y supervivencia celular al estimular la
absorcion de nutrientes y la produccion de ribosomas. mTORC2 esta compuesto por mTOR, mLST8,
proteina Rictor, Protor/PRRS (proteina 5 rica en prolina), DEPTOR y mSIN1 (proteina interactuante con
la proteina quinasa activada), este complejo puede ser activado por factores de crecimiento como la
insulina y el IGF-1, promueve la activacion de la proteina quinasa AKT al fosforilar su motivo hidrofébico
para posteriormente activar mTORC1, ademas actua principalmente en la reconstruccion del
citoesqueleto y la supervivencia celular a través de las GTPasas de la familia Rho (Panwar et al. 2023,
Miricescu et al. 2020, Jiang et al. 2024)

La ilustracion 2 muestra que la via PISBK/AKT/mTOR se inicia con una unién de un factor de crecimiento,
aminoacidos (arginina y leucina), glucosa, o estrés celular al receptor tirosina quinasa (RTK), esta union
activa la proteina PI3K que catalizara la fosforilacion de PIP2 a PIP3. AKT se recluta en la membrana
plasmatica donde sufre dos procesos de fosforilacion, uno catalizado por PDK1 a nivel del residuo de
treonina y el segundo catalizado por mTORC2, una vez activado por estas reacciones, AKT fosforilara
mTORC1, afectando la proliferacién celular al activar la proteina S6K y la sintesis de proteinas al inhibir
la proteina de unién al factor 4EBP (Jiang et al. 2024, Khan et al. 2019, Miricescu et al. 2020, Zhu et al.
2022).
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llustracion 2. Esquematizacion de la via de sefializacion PISK/AKT/mTOR. (Modificada de Khan et al. 2019)

En el CM estan presentes distintas alteraciones en las vias PAM, aproximadamente el 30-40% de los
pacientes presentan variaciones genéticas en PIK3CA que podrian inducir la hiperactivacion de la
isoforma p110a de PI3K (Miricescu et al. 2020).

Por otro lado, es frecuente que la PI3K de clase |, la AKT y mTOR muestren una activacion anormal en
el CM, sobre todo en los tumores RH+, mientras que en el CMTN es mucho mas frecuente la delecion
del gen supresor de tumores PTEN, que, al ser el principal regulador negativo de esta via, puede
favorecer la proliferacion del cancer (Cerma et al. 2023, Hart et al. 2020).

También pueden coexistir multiples cambios en estas vias, por ejemplo, una variacion en PIK3CA, la
delecion de PTEN y la amplificacion de HERZ2, por lo tanto, la inhibicion de un unico objetivo podria no
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lograr efectos antitumorales en dichas circunstancias, esto no sélo sugiere el mecanismo molecular de
la resistencia a los medicamentos, sino también la viabilidad de las terapias combinadas (Zhu et al.
2022).

5.3.56.2 Via IL-6/JAK/STAT3

Los factores de transcripcion (FT) son proteinas que poseen dominios que se unen al ADN de regiones
promotoras o potenciadoras de genes especificos, una de las familias FT mas destacadas en el CM
es la de transductores de sefal y activadores de la transcripcion (STAT), compuesto por siete
miembros estructuralmente similares y altamente conservados STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b y STAT6 (Wang et al. 2022). Todos los miembros de la familia contienen 6 dominios
funcionales comunes: un dominio N-terminal (NH;) ahora llamado STAT-int, un dominio en espiral
(CCD), un dominio de unién al ADN (DBD), un dominio enlazador (SRC), un dominio de homologia 2
(SH2) y un dominio de transactivacion (TAD) (Ma et al. 2020).

STAT3 participa en varias funciones celulares basicas como el crecimiento, la supervivencia,
diferenciacion, regeneracién, respuesta inmune y respiracion celular (Wang et al. 2022), esta proteina
puede activarse a través de varias citosinas, incluidas la interleucina 6 (IL-6) y la interleucina 11 (IL-
11) y factores como el de crecimiento epidérmico (EGF), el de fibroblastos (FGF) y el similar a la
insulina (IGF) (Ma et al. 2020).

En la ilustracion 3 se esquematiza la sefalizacion clasica de STAT3, esta se activa mediante la unién
de IL-6 al receptor a de IL-6 unido a la membrana (IL-6R) y al receptor 3 de IL-6 (también conocido
como gp130), formando un complejo heterohexamero (IL-6/IL-6R/gp130), activador las Janus quinasas
(JAK) que fosforilan la cola citoplasmatica del receptor y STAT3, a través de su dominio SH2, se une a
residuos de tirosina fosforilados. Una vez que STAT3 se encuentra fosforilado, forma homodimeros y
se transloca al nucleo, donde forma un complejo con algunos coactivadores como p68 para finalmente
unirse a la region promotora de los genes diana y asi activar la transcripciéon de estos (Ma et al. 2020,
To et al. 2022).
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llustraciéon 3. Esquematizacion de la via de sefializacion IL-6/JAK/STAT3 (Modificado de Ma et al. 2020)
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Particularmente, STAT3 ha sido estudiado por su importancia en la progresién, metastasis, modulacion
de las respuestas inmunitarias relacionadas con tumores vy la resistencia terapéutica al cancer (To et
al. 2022).

Los cambios en la senalizacién de STAT3 pueden provocar la regulacion positiva de oncogenes que
provocan cancer como c¢c-MYC, VEGF, Mcl-1, Bcl-2, Bel-xL y VEGF, o la regulacién negativa o
silenciamiento de genes supresores de tumores incluidos PTEN, p53, PTPN6 lo que resulta en una
sefializacion favorable al desarrollo y progresion del tumor (Manore et al. 2022).

La sobreexpresién y la interaccion fisica de pSTAT3 y GLI1, el oncogén asociado a glioma, se
encuentran en aproximadamente el 60-70% de los canceres de mama triple negativos y enriquecidos
con HER2, ademas, los pacientes con tumores de mama STAT3/GLI1 coactivados han tenido malos
resultados de supervivencia a largo plazo (To et al. 2022).

De acuerdo con Y. Wang et al. (2021), la expresion de pSTAT3 presenta un gran aumento en CMTN
seguido de Luminal A y Luminal B, los tumores HER2+ muestran la tasa mas baja de pSTATS3.

Se ha prestado especial atencién, no solo a la hiperactividad de STAT3 en el cancer, si no también, a
la mayor abundancia de sus citocinas activadoras, la familia de IL-6. La oncostatina (OSM), miembro
de esta familia, puede inducir la regulacion positiva de IL-6 y la fosforilacién de STAT3 para promover
la progresion del CM, otras interleucinas como la IL-35 y la IL-8, promueven la progresién del CM
mediante la activacion de STAT3, ademas, se ha descubierto que la IL-35 inhibe las células T
convencionales y promueve la progresion del CM mediante la activaciéon de STAT1 y STAT3, mientras
que la IL-8 activa STATS3, la baja expresion de IL-17 inhibe la activacion de STAT3 (Ma et al. 2020)

Los macréfagos pueden eliminar o reparar células y matrices dafiadas para mantener la integridad del
tejido, después de la estimulacion con diferentes programas de activacion, los macréfagos se polarizan
en dos modos diferentes con sus propias funciones metabdlicas, incluidos los macréfagos tipo M1 que
producen citocinas proinflamatorias y los macrofagos tipo M2 que tienen caracteristicas
antiinflamatorias y de cicatrizacion de heridas, la activacion de STAT3 dependiente de IL-6 induce la
polarizacién de M2 al mismo tiempo que inhibe la activacion de M1, lo que promueve la progresion del
cancer y reduce la supervivencia del paciente (Wang et al. 2022).

5.3.5.3 Via del receptor de prolactina (PRLR)

La prolactina (PRL) es una hormona proteica que contiene 199 aminoacidos y se produce en las célula
lactotrofas de la glandula pituitaria anterior, la prolactina también se secreta de manera extrapituitaria
y autocrina/paracrina desde diferentes tejidos, como las glandulas mamarias, el cerebro y las células
inmunitarias, la secrecion de PRL esta regulada por varios factores, los estrogenos modulan la sintesis
de PRL y la liberacion de prolactina al tiempo que suprimen la sintesis de dopamina (Kavarthapu &
Dufau, 2022).

PRLR pertenece a la familia de receptores de lactégeno/citoquinas que median diversas acciones
celulares de PRL en diferentes tejidos, PRLR posee tres dominios principales: extracelular que se divide
en dos dominios de fibrolectina D1 y D2, el motivo WS en D2 actia como un interruptor molecular
durante la activacion de PRLR unido a ligando, transmembrana que no posee actividad quinasa e
intracelular, que incluye los dominios Box-1 y Box-2, donde el primero interactua con las quinasas de
la familia JAK2 y Src como FYN (Kavarthapu et al. 2021).

Como se muestra en la ilustracién 4, cuando PRL se une a PRLR, provoca la dimerizacion del receptor,
lo que da como resultado la activacion de la via clasica JAK/STAT, mediante JAK2/STATS5 se estimula
la transcripcion de genes de proteinas de la leche y genes implicados en la proliferacion celular,
ademas, esta via activa otras cascadas de senalizacion (Clevenger & Rui, 2022), por ejemplo, los
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residuos de fosfotirosina del PRLR actuan como sitios de acoplamiento para las proteinas adaptadoras
SHC/GRB2/SOS que conectan el receptor a la cascada de senalizacion RAS/RAF/MAPK, también,
PRL/PRLR induce la fosforilacion de la quinasa PI3K a través de c-SRC, activando la sefalizacién de
PI3K/PDK1/AKT/mTOR que promueve la traduccion de proteinas diana y supervivencia celular
(Kavarthapu et al. 2021).

Todas estas cascadas de senalizacion estan involucradas en procesos como la lactancia, la respuesta
inmune, la remodelacién del citoesqueleto y el crecimiento, proliferacién y supervivencia celular
(Kavarthapu & Dufau, 2022) alterando la expresion de genes diana de PRL relevantes para el CM,
incluida la regulacién positiva de ciclina D1, anfirregulina, epiregulina, PTHLH, CISH y la regulacion
negativa de BCL6 (Clevenger & Rui, 2022).

PRLR
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llustracion 4. Vias de sefalizacion PRL/PRLR. La PRL unida a PRLR induce multiples vias de sefializaciéon que incluyen la
participacion de las quinasas JAK, SFK, PI3K/AKT, NEK3/VAV2, TEK/VAV1 y factores de transcripcion STAT (Modificado de
Kavarthapu et al. 2022)

El factor de transcripcion mas importante de esta sefializacion es STAT, se ha demostrado que tanto
STAT3 como STATS5 activados contribuyen directamente a la oncogénesis al estimular la proliferaciéon
celular y prevenir la apoptosis. La sefalizacion PRL/PRLR también puede promover sustancialmente
la migracion e invasion de células de CM mediante la activacion de quinasas como TEC y NEKS,
ademas, muchos tumores de mama se caracterizan por tener bajos niveles de STAT vy altos niveles de
expresion de PRLR y de componentes de seial MAPK. En el CM invasivo hay un cambio de
sefializacion de las vias mediadas por STATS a las vias FAK y MAPK, favoreciendo asi la proliferacion
(Kavarthapu et al. 2021).

La interferencia de todas las vias de sefalizacion que se muestran en la ilustracion 4, tiene un papel
importante en el CM, la sefalizacion de RAS/MEK/ERK y PI3K/AKT puede activar el RE sin ligando
que forma un complejo con Sp1/C/EBP y se recluta junto con STAT5 en el promotor PRLR, mientras
que EGFR puede activar la sefalizacion STATS5 directa o indirectamente a través de s-SRC
(Kavarthapu et al. 2021).

Si bien esta via interfiere con muchas otras cascadas de senalizacion, una de las mas importantes es
la via HER2/EGFR activada por fosforilacion a través de JAK2 en la sefial PRL/PRLR.
5.3.5.4 Via HER2/EGFR

HER?2 es parte de los receptores del factor de crecimiento epidérmico, una familia de proteinas tirosina
quinasa donde también se encuentran EGFR, HER3 y HER4. HER2 consta de una regién extracelular,
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un dominio transmembrana y una region intracelular que incluye el dominio tirosina quinasa (Feng et
al. 2018).

De acuerdo con la ilustracién 5, tras la unidn de ligandos extracelulares que incluyen diversos factores
de crecimiento y heregulinas (también llamadas factores de diferenciacion neu) se produce una homo
o heterodimerizacion, la cual puede producirse entre cualquiera de los miembros de esta familia de
receptores, siendo HER2 el compainero dimero favorito debido a que, al no contar con ligandos
conocidos, mantiene una forma activa siempre (Hart et al. 2020), y ya que la dimerizacion es asimétrica,
el dominio quinasa de un receptor activa el otro a través de una fosforilacién, estos residuos de tirosina
c-terminales actian como sitios de acoplamiento, proporcionando la ubicacién para la posterior
activacion de moléculas que participan en vias de sefalizacion como la MAPK y la PI3K, ambas
fuertemente asociadas con la tumorigénesis de mama (Feng et al. 2018).

HER2

EGFR

Proliferacion
Diferenciacion
Angiogénesis

Ciclo celular
Supervivencia

Invasion

llustracion 5. Esquematizacién de la via EGFR/HER?2 (Modificado de Hart et al. 2020)

La sobreexpresién de HER2 en células de CM puede activar las vias de sefializacion RAS/MEK/ERK y
c-SRC/FAK. Por otro lado, la sefial PRL/PRLR activa tanto EGFR como HER2 que, a su vez, pueden
activar STAT3 mediante fosforilacion a través de s-SRC, promoviendo la supervivencia celular, esta
interferencia de ambos receptores puede intensificar aiun mas la progresion del tumor (Kavarthapu et
al. 2021).

HER2 como hetero u homodimero con EGFR media vias que incluyen la sefializacién PI3K y MAPK.
La via RAS/MAPK, produce una expresion alterada de genes relacionados con la proliferacion,
apoptosis y diferenciacion celular que traduce la sefalizacion amplificada a través de HER2 en una
mayor progresion del cancer. El dimero HER2/HER3 es muy importante para la via PI3K,
particularmente en tumores HER2 ya que contribuyen en gran medida a sus niveles de fosforilacion
(Hart et al. 2020), mientras que la sefalizacion PI3K/PDK/AKT/mTOR puede promover la proliferacion
celular mediada por la inactivacién del inhibidor del ciclo celular p27/p21 (Kavarthapu et al. 2021).

Como se menciond, una interferencia importante es la de las vias PRLR y EGFR/HERZ2, esto debido a
que el empalme PRLR/HER2 activa la fosforilacion del RE y promueve su unién al regulador PRLR vy,
por lo tanto, su transcripcion, ademas, EGF/EGFR también puede desencadenar la transcripcién de
PRLR de manera dependiente de MAPK/PI3K. La activacion de PRL/PRLR recluta HER2 a través de
JAK2, lo que resulta en la adherencia celular e induccion de metastasis (Feng et al. 2023).
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5.3.6 Diagndstico convencional

El abordaje diagnodstico de este tipo de cancer implica exploracion fisica e imagenes mamarias,
especialmente ecografia, mamografia y resonancia magnética, sin embargo, estas técnicas no detectan
con certeza si se trata de cancer, por ello se debe realizar una biopsia de tejido, ya que es la unica
prueba que puede confirmar el diagnéstico (Barba et al. 2021, Breast cancer screening, 2023), aunque
también cuenta con algunas limitaciones como la invasividad y el no poder proporcionar una muestra
representativa del tumor debido a su heterogeneidad.

La heterogeneidad del CM se atribuye a diferencias en las caracteristicas gendémicas como variaciones
genéticas y alteraciones en el numero de copias; epigendmicas como la cromatina accesible a
transposasa y la ocupacion de nucleosomas; y protedbmicas como las modificaciones de proteinas y
transduccion de senales, todas ellas afectan propiedades del tumor como su proliferacién, apoptosis,
metastasis y respuesta terapéutica. Esta caracteristica puede presentarse en distintos niveles, inter e
intratumoral, la primera hace referencia a variaciones de tumores entre pacientes, dando origen a los
diferentes subtipos moleculares (Luminal A, Luminal B, HER2 y triple negativo), mientras que la
segunda se refiere a que, en un unico tumor, existen poblaciones de células cancerosas
fenotipicamente diferentes con distintas funciones, expresién de biomarcadores y resistencia a distintos
medicamentos (Guo et al. 2023).

5.3.7 Biopsias liquidas

Debido a que los métodos tradicionales no son lo suficientemente completos para obtener todo el
panorama genomico de los tumores presentes en el CM, muchos esfuerzos de investigacion se han
centrado en identificar biomarcadores moleculares que permitan la detecciéon temprana de esta
enfermedad. A causa de esto, se ha implementado una nueva herramienta de diagnéstico llamada
biopsia liquida que comprende la toma y analisis de fuentes bioldgicas liquidas como la sangre, liquido
cefalorraquideo, liquido pleural, saliva, orina e incluso muestras de lavado bronquial, lagrimas o sudor.
La obtencién de muestras de este tipo requiere técnicas mucho menos invasivas y al estar en contacto
directo con el tumor, se obtiene informacién del circuloma tumoral, representando su heterogeneidad
y permitiendo, a la vez, llevar a cabo un seguimiento de la evolucién del tumor (De Rubis et al. 2019,
Pérdomo et al. 2020).

Las muestras de los diferentes fluidos corporales poseen distintos biomarcadores que son capaces de
distinguir especificamente las condiciones cancerosas de las contrapartes sanas, como es mostrado
en lailustracion 6, la sangre es el biofluido donde se pueden encontrar diversos tipos de biomarcadores
como proteinas tumorales circulantes, acidos nucleicos u otras vesiculas celulares, por mencionar
algunos. Otro biofluido util para las pruebas de rutina es la orina, que podria contener informacion de
perfiles metabolémicos y protedmicos, miRNA e incluso, exosomas (Li et al. 2020). Si bien estas
biofuentes son las mas comunes, no son las Unicas, ya que también se pueden analizar fluidos como
las lagrimas donde se pueden encontrar proteinas marcadoras de CM, o el sudor, que suele ser fuente
principalmente de metabolitos (Patel & Shah, 2022).
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llustracién 6. Resumen de las principales fuentes no invasivas de biomarcadores para la deteccién temprana del cancer de
mama y los biomarcadores que se pueden obtener de cada una de ellas. (Modificado de J. Li et al. 2020)

5.4 Metaboldomica

La metabolémica es la mas reciente de las ciencias 6dmicas y se refiere al estudio, identificacion y
cuantificacion de los metabolitos, que son definidos como pequefias moléculas (<1000 Da) que van
desde especies inorganicas hasta nucleotidos, carbohidratos, lipidos y aminoacidos. Los metabolitos
son el producto de reacciones metabdlicas o las consecuencias de la actividad de genes y proteinas
(Cala et al. 2018, Wang et al. 2018).

Los analisis metabolomicos se pueden dividir en dos campos distintos para su investigacion, no dirigida
o huella dactilar y dirigida, la primera comprende una metodologia simple y tiene como objetivo
proporcionar una imagen completa de todos los metabolitos presentes o cuantificables en la muestra
(concentraciones > 1uM) (Park et al. 2019, Vignoli et al. 2021), por lo tanto, es util para la identificacion
de estados patoldgicos, la metaboldmica dirigida, por su parte, cuantifica metabolitos especificos
previamente identificados, lo que proporciona una comprensién mas profunda de las vias metabdlicas
especificas en determinados procesos bioldgicos (Dogan, 2024). La metabolémica no dirigida se puede
transformar facilmente en dirigida mediante la adicion de estandares internos con concentraciones
conocidas (Crook & Powers, 2020).

Si bien los estudios de metabolémica pueden llevarse a cabo con diversos fluidos, la muestra bioldgica
mas utilizada es la sangre, cuyos derivados contienen todas las moléculas secretadas por diferentes
tejidos en respuesta a distintos estimulos, condiciones o factores estresantes fisioldgicos (Vignoli et al.
2021), un desafio importante para la determinacién de los perfiles metabdlicos de suero/plasma es la
interferencia de una gran cantidad de proteinas séricas/plasmaticas (6-8g/dL), esto se puede superar
mediante la eliminacion fisica de las proteinas presentes en las muestras por diferentes métodos como
la ultrafiltracidn, extraccion en fase soélida o precipitacion de proteinas utilizando disolventes organicos
como metanol, acetonitrilo, acetona, acido perclérico o acido tricloroacético (Gowda & Raftery, 2021).
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La orina es otra muestra ampliamente utilizada por sus concentraciones relativamente bajas de
proteinas y altas de compuestos de bajo peso molecular, por ello, no suele requerir preprocesamiento
de la muestra (Xu, 2021).

Recientemente se han utilizado enfoques metabolémicos para identificar posibles marcadores y vias
metabdlicas clave en varios tipos de cancer, ya que se ha observado que las células cancerosas en
proliferacion muestran un comportamiento metabdlico diferente en comparacién con las células
diferenciadas sanas (Park et al. 2019).

Las dos principales técnicas utilizadas para la identificacién y cuantificacion de metabolitos son la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas (EM). Ambas
técnicas se utilizan ampliamente en estudios metabolémicos y cada una posee ventajas y limitaciones
unicas, sin embargo, pueden considerarse complementarias (Park et al. 2019, Vignoli et al. 2021) la
tabla 5 muestra las principales caracteristicas de ambas técnicas.

Tabla 5 Caracteristicas generales de las técnicas RMN y EM (Xu, 2021, Emwas et al. 2019, Gowda & Raftery, 2021, Gowda
& Raftery, 2023, Wishart et al. 2022)

Caracteristica RMN EM

Sensibilidad Baja, mejorable con mayor Alta, facil deteccién de
intensidad de campo magnético, concentraciones de nM
crioenfriado y microsondas

Selectividad Analisis no dirigido, existe Analisis no dirigido, combinado con

Reproductibilidad

Preparacion de la muestra

Recuperacion de muestra

Metabolitos detectables

Analisis cuantitativo

Cuantificacion absoluta

superposicion de picos

Alto

Minima, solo se suele agregar
disolvente de bloqueo deuterado

No destructiva, se pueden realizar
varios analisis sobre una misma
muestra

Normalmente, menos de 200

La intensidad de la sefial es
directamente proporcional a las
concentraciones de metabolitos

Necesita estandar de concentracion
conocida

otras técnicas es una herramienta
superior para el analisis dirigido

Moderado

Demandante, requiere solventes y/o
derivatizacion

Destructiva, pero necesita poca
cantidad

Mas de 500 metabolitos

La intensidad de la linea de EM no
esta correlacionada con las
concentraciones

Necesita estandares etiquetados con
isotopos y curvas estandar para cada
metabolito

5.4.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica que se fundamenta en las
propiedades magnéticas de los nucleos atomicos, en la que es indispensable la presencia de un campo
magnético de varios teslas de magnitud para generar estados discretos de energia. Se utiliza para
estudiar nucleos atémicos con un nimero impar de protones o neutrones como 'H, *C, "°F y 3'P, este
tipo de nucleos son magnéticamente activos, es decir, poseen espin. En ausencia de campo magnético,
los espines nucleares se orientan al azar, sin embargo, cuando se alinean con un campo magnético
externo pueden adoptar dos orientaciones diferentes, una corresponde al nivel mas bajo del nucleo
(paralelo al campo magnético externo) y la otra esta asociada al nivel de energia mas alto del nucleo
(antiparalelo al campo magnético externo). La diferencia entre los niveles de energia depende del
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campo magnético aplicado, cuanto mayor sea el campo magnético, habra mayor diferencia energética
entre los dos estados del espin (Carreras, 2024).

Cuando los nucleos atdomicos estan bajo el efecto de un campo magnético, los dipolos magnéticos
nucleares no estan alineados estaticamente con este, sino que se mueven como una peonza
(movimiento de precesion) alrededor de un eje paralelo a la direccién del campo, una vez que los
nucleos vuelven a su estado inicial emiten sefales cuya frecuencia depende de la diferencia de energia
entre los estados de ambos espines, el espectrometro RMN detecta estas sefiales y las registra como
una grafica de frecuencias frente a intensidad, que es el espectro de RMN (Gonzalez et al. 2022,
Carreras, 2024)

En un espectro de RMN, los metabolitos con estructura similar apareceran muy juntos, provocando una
superposicion espectral, situacion que se agrava con la complejidad de las muestras biolégicas y las
variaciones en las concentraciones de metabolitos (desde pM hasta mM) pueden aumentar aiin mas la
dificultad de detectar especificamente uno de ellos ya que es probable que uno con alta concentracion
enmascare u oculte el pico de otro con menor concentracién (Crook & Powers, 2020).

Por lo anterior, la identificacion de metabolitos mediante RMN requiere conjuntos de desplazamientos
quimicos o espectros de referencia para compuestos puros asi, al comparar los desplazamientos,
espectros, intensidades de picos y/o patrones de acoplamiento obtenidos con los de referencia es
posible identificar y cuantificar los metabolitos, si se dispone con los adecuados y un software
suficientemente sofisticado se puede llevar a cabo en aproximadamente 30 minutos (Emwas et al.
2019). Actualmente se encuentran disponibles diversas bases de datos de libre acceso para el publico,
incluida la base de satos del metaboloma humano (HMDB), el banco de datos de resonancia magnética
biologica (BMRB), la base de datos del consorcio de metabolémica Madison-Qingdao (MMCD) y la
base de datos espectral AIST en Japon, por mencionar algunas.

La RMN acoplada a cromatografia liquida permite aprovechar los puntos fuertes de las técnicas de
separacion cromatograficas modernas como HPLC o UPLC para simplificar las mezclas bioldgicas,
aunque estas técnicas no estan exentas de limitaciones (Emwas et al. 2019). Uno de los mayores
obstaculos a superar es la interferencia del disolvente, el uso de metanol-agua y acetonitrilo-agua
permite eluir compuestos de una columna de HPLC y asi obtener un espectro de RMN con picos
intensos (Crook & Powers, 2020).

Los perfiles metabolémicos se pueden obtener mediante el analisis de espectros basicos de RMN
unidimensionales que permiten la deteccién de todas las moléculas presentes en la muestra mayores
al limite de deteccién o bidimensionales.

5.4.1.1 RMN 1D

La RMN unidimensional (1D) es el método mas utilizado en el campo de la metabolémica, debido a su
facilidad de uso y alto rendimiento, no obstante la espectroscopia de mejora nuclear de Overharser
(NOESY) y el Carr-Purcell-MeiboomGill (CPMG) son los experimentos de RMN de naturaleza
complementaria, (Xu, 2021) la secuencia de pulsos NOESY "'H unidimensional permite la deteccion de
todas las moléculas presentes con concentraciones mayores al limite de deteccion, incluidas las
macromoléculas, en consecuencia, NOESY 'H 1D requiere un paso de filtracion preanalitica como la
extraccién con metanol o la ultracentrifugacion para eliminar proteinas y lipidos, por ello suele utilizarse
para muestras con bajo contenido macromolecular como orina, células y extractos de tejido,
alternativamente, la secuencia de pulsos spin-echo CPMG permite la deteccion selectiva de metabolitos
de bajo peso moleculary es util para muestras complejas con altas concentraciones de macromoléculas
como el suero o el plasma (Vignoli et al. 2021, Gowda & Raftery, 2021, Crook & Powers, 2020).
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En particular, CPMG produce un espectro similar a un NOESY después de la eliminacion de
macromoléculas por extraccion con metanol, sin embargo, CPMG debe utilizarse con precaucion
debido a que presenta problemas similares a los de la ultrafiltracién, es decir, cualquier metabolito unido
a una proteina u otra biomolécula, puede provocar la pérdida de senal y, por lo tanto, una cuantificacion
inexacta (Crook & Powers, 2020).

Ademas de estos dos experimentos, existe la espectroscopia de correlacion total selectiva o por sus
siglas, TOCSY, donde se obtiene un espectro RMN 'H 1D de un unico metabolito preseleccionado de
una muestra, es util cuando la superposicion de picos interfiere con la deteccién de metabolitos, por
ejemplo, los metabolitos que estan en concentraciones inferiores a otros componentes en dicha
muestra (Crook & Powers, 2020).

Los espectros unidimensionales de RMN "H son utiles para estudios metabolémicos debido a que, esta
técnica, es altamente automatizable, muy confiable y rapida, los tiempos de recoleccion de esta técnica
para un solo espectro suelen ser de unos pocos minutos. Con los equipos modernos, las muestras de
RMN se pueden cargar y retirar de manera continua con intercambiadores de muestras robéticos que
funcionan durante dias o semanas seguidas. La informacién quimica contenida en un unico espectro
1D de RMN 'H de un biofluido suele ser suficiente para identificar y cuantificar entre 50 y 100
metabolitos a la vez (Emwas et al. 2019).

Debido a que detectan un importante numero de metabolitos, este alto nivel de sefales puede
oscurecer la mediciéon confiable de las intensidades de pico, por lo que los espectros RMN 1D se
pueden simplificar utilizando varias técnicas que incluyen analisis computacional, experimentos de
RMN bidimensionales (2D), cromatografia liquida o detectando algunos otros ntcleos ademas de 'H
(Wishart et al. 2022).

5.4.1.2 RMN 2D

La RMN es un campo en constante evolucion y, ademas de la unidimensional, hay técnicas que estan
ganando relevancia en la metabolémica basada en RMN, como los métodos bidimensionales (2D), el
giro de muestras con angulo magico de alta resolucion (HRMAS), los diferentes métodos de
hiperpolarizacién, los métodos de RMN 2D ultrarrapidos, las técnicas de desplazamiento puro y los
enfoques de RMN hibridos (Emwas et al. 2019).

Las técnicas bidimensionales se utilizan cada vez mas en la metaboldmica, los experimentos RMN 2D
mejoran significativamente la resolucion espectral ya que distribuyen los picos en dos dimensiones y
solucionan el problema de la superposicion de estos en muestras bioldégicas complejas, ademas,
ofrecen una precision mejorada para la cuantificacién ya que, los cambios estadisticamente relevantes
de metabolitos poco abundantes se pueden caracterizar mejor (Gowda & Raftery, 2021, Gowda &
Raftery, 2023).

Los experimentos RMN 2D comunmente utilizados que involucran solo nicleos de 'H son la
espectroscopia de correlacion (COSY) y la espectroscopia de correlacion total (TOCSY), otros
experimentos que involucran nucleos como *C o N son la espectroscopia de coherencia cuantica
multiple heteronuclear (HSQC), la espectroscopia de correlacion cuantica multiple heteronuclear
(HMQC) y la espectroscopia de correlacion de enlaces multiples heteronucleares (HMBC). Un reto
importante para estos experimentos es la baja abundancia natural de *C y N, mientras que las
técnicas que involucran *C requieren un tiempo de adquisicion de datos significativamente mayor,
aquellos que involucran N son poco practicos para usar en este campo debido a su sensibilidad
extremadamente baja, sin embargo, los compuestos marcados con isétopos brindan oportunidades
para medir N (Gowda & Raftery, 2021, Xu, 2021).
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La RMN 2D aumenta significativamente el tiempo de analisis, mientras un analisis 1D tarda minutos, el
2D puede tardar desde horas hasta dias, lo que es una limitacién practica para los estudios de RMN
que involucran tamaros grandes de muestras (>100) (Crook & Powers, 2020).

Recientemente se han desarrollado métodos que permiten obtener espectros de RMN 2D rapidos y
precisos en un periodo de tiempo comprable al necesario para generar espectros RMN 1D, uno de ellos
es el muestreo no lineal (NLS) que reduce el nimero de incrementos detectados indirectamente
manteniendo una buena resolucién, otro método 2D rapido es la espectroscopia de Hadamard que
requiere conocimiento previo de los metabolitos especificos en las muestras biolégicas y sus cambios
quimicos, en este método la region de interés espectral se excita selectivamente y después sufre una
transformacion de Hadamard. Aunque estos métodos 2D poseen ventajas, son bastante complejos de
implementar en estudios de metabolémica y la mayoria de ellos no son particularmente cuantitativos
(Emwas et al. 2019).

5.4.2 Espectroscopia de Masas (EM)

La espectrometria de masas (EM) es un método analitico que identifica moléculas mediante su relacion
masa-carga (m/z). Los analitos se introducen en una fuente de ionizacidon donde adquieren una carga
positiva o negativa, posteriormente, los iones se clasifican y separan segun la relacion antes
mencionada, finalmente se miden y envian a un sistema de datos donde se almacenan las relaciones
m/z, asi como su abundancia relativa. Un espectro de masas refleja esta relacién de iones presentes
en la muestra en funcién de sus intensidades, cada pico representa un componente mientras que la
altura de los picos indica la concentracion de este (Kim et al. 2021). La seleccién del tipo de ionizacion
es de suma importancia ya que determina los tipos de metabolitos que se detectan. La ionizacién por
electrospray (IES) es la mas utilizada debido a que requiere temperaturas mas bajas y es posible
analizar metabolitos térmicamente inestables (Sun et al. 2021).

La EM ofrece una sensibilidad significativamente mayor que la RMN, por lo que permite el analisis
simultaneo de cientos de metabolitos (Park et al. 2019).

En los analisis metabolémicos por EM, la preparacion de las muestras afecta directamente la calidad y
reproducibilidad de los datos obtenidos, si bien existen diversas técnicas disponibles, es necesario
tener en cuenta el tipo de muestra y las propiedades de los metabolitos de interés. Por ejemplo, la
preparacion de la muestra puede ser mediante extraccion, donde se utilizan disolventes que dependen
de la polaridad de los metabolitos; precipitacion para eliminar las proteinas o derivatizacion para
modificar los metabolitos y garantizar que sean lo suficientemente volatiles para el analisis
(Bauermeister et al. 2021)

Debido a la complejidad de las muestras biolégicas usadas en metabolémica, la EM siempre se usa en
combinacion con técnicas de separacién que generalmente son cromatografia de gases (CG) y
cromatografia liquida (CL). La primera se basa entre un compuesto gaseoso probado y la fase
estacionaria unida a liquido, los compuestos se separan debido a diferencias en el tiempo de retencion,
por lo tanto, CG es adecuada para separar compuestos volatiles y térmicamente estables, por el
contrario, CL no requiere derivatizacion y podria detectar mas metabolitos, ademas, CL de fase inversa
es adecuada para separar compuestos ligeramente polares y no polares, la CL de interaccion hidrofila

funciona bien para separar compuestos fuertemente polares a ligeramente polares (Cheung et al. 2019).

5421 CG-EM

La cromatografia de gases (CG) acoplada a EM es una técnica 6ptima para el analisis de sustancias
de pequeno peso molecular (<650 Da) (Danzi et al. 2023), es altamente sensible y especifica para la
separacion y deteccion de metabolitos volatiles, sin embargo, dado que la mayoria de los metabolitos
primarios con un papel fundamental en el metabolismo del cancer tienen puntos de ebullicion altos
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(acido lactico, acido piruvico, acido malico, por ejemplo) es necesaria una derivatizacion (modificacion
estructural mediante reacciones quimicas) con el objetivo de hacerlos lo suficientemente volatiles para
que puedan ser analizados por CG-EM, este paso es, frecuentemente, rapido, con alto rendimiento y
rompe el enlace de protones moleculares, disminuyendo el punto de ebullicion y haciendo los
metabolitos mas estables, con la derivatizacion en CG-EM, también es posible analizar compuestos
polares como acidos grasos, aminoacidos, aminas y azucares (Danzi et al. 2023, Sun et al. 2021, Zhang
et al. 2020)

Debido a la capacidad de una sola columna, un método de separacion unidimensional puede resolver
un numero limitado de metabolitos en una muestra biolégica, por ello, frecuentemente se utiliza CG
bidimensional en donde se acoplan en serie dos columnas con fases estacionarias de diferente
selectividad, de esta manera, los analitos eluidos de la primer columna se transfieren a la otra, que
normalmente es mas corta y de mayor polaridad, con el objetivo de obtener mayor separacion y una
resolucion mejorada. Esta técnica puede no ser adecuada para la metabolomica no dirigida debido a
su capacidad maxima limitada y su largo tiempo de analisis (Xu, 2021, Zabalegui, 2023)

Si bien, la CG-EM presenta diversas ventajas, también requiere mucho tiempo en la preparacion de
muestras, lo que provoca degradacion durante la operacion e identificacion de los metabolitos (Qiu et
al. 2021)

5422 CL-EM

La cromatografia liquida (CL) es una técnica de separacion ideal para estudiar matrices bioldgicas
complejas, la CL acoplada a EM permite la caracterizaciéon de compuestos no volatiles o térmicamente
labiles con alto peso molecular que no es posible analizar con GC-EM (Danzi et al. 2023).

Al reducir el diametro de las particulas de la columna (3-50 uM) y emplear alta presion para mejorar la
velocidad de la fase movil, es decir, con cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), ha sido
posible hacer que la CL funcione a un modo altamente eficiente, también, se ha empleado el sistema
de cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC) utilizando columnas con particulas aun mas
pequefias (<2 yM) y una presion mas alta, aunque los bajos volumenes de inyeccion y la vida util de la
columna no hacen que esta técnica sea muy utilizada (Danzi et al. 2023).

Las columnas de fase inversa (Fl) es una de las técnicas mas utilizadas gracias a que tienen las
ventajas de alta resolucion, buena repetibilidad y amplia cobertura de metabolitos, particularmente para
el analisis de metabolitos de baja polaridad, ademas, el gradiente de fase movil generalmente comienza
con un alto porcentaje de agua y menos disolvente organico, lo que lo hace el mas utilizado en
metaboldmica por ser compatible con el andlisis de muestras biolégicas acuosas (Sun et al. 2021).

La mayoria de los estudios de EM (~80%) utilizan CL, sin embargo, es una técnica que cuenta con
importantes desafios para el analisis, CL-EM incluye la supresion de iones y la formacion de aductos
que causan variacion en las intensidades de los picos y mayor complejidad espectral respectivamente,
para ayudar a superar estos desafios se requieren protocolos analiticos estrictos y/o estandares
internos marcados son isotopos (Gowda & Raftery, 2023).

El desarrollo de UPLC ha aumentado la resolucion cromatografica, la relacién senal/ruido y la
capacidad de pico en comparacion con HPLC debido a que opera con presiones mas altas (de 12000
a 15000 psiy 6000 psi para HPLC) y particulas de relleno mas pequefias (menos de 2 um y de 3-5 ym
para HPLC), por lo tanto, es una técnica mas rapida y eficiente que permite obtener picos
cromatograficos de hasta 3s de ancho (Zabalegui, 2023).

Ademas de estas técnicas, algunas otras también han logrado avances significativos en aplicaciones
metabolémicas como la EM de inyeccion directa y la acoplada a electroforesis capilar, por ejemplo.
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Dado que no existe una técnica analitica de EM universal para medir cada metabolito, debe de
realizarse una cuidadosa seleccidon para su investigacion y considerar la resolucion, sensibilidad,
rendimiento y el costo (Zhang et al. 2020).

6 Resultados

En la busqueda realizada de articulos publicados de 2018 a 2024, se encontraron 109 investigaciones
como probables estudios potenciales, después de analizarlas y descartar duplicados, 23 cumplieron
con todos los criterios de inclusién y exclusion establecidos para esta revision.

En la tabla 6, se muestran los estudios de perfiles metabdlicos en pacientes con cancer de mama,
analizados mediante RMN en donde se reportan los metabolitos alterados, el tipo y tamafo de muestra
y los resultados obtenidos.

Tabla 6 Estudios metabolémicos del CM analizados mediante RMN

Tipo y tamario Especificidad

Biomarcadores analizados d Metodologia Resultados Sensibilidad Referencia
e muestra ABC
Lactato, glutamato, lisina, Plasma 'H 1D RMN t enCM - Suman, et al.
glucosa, 2-hidroxibutirato 72 CM 'H TOCSY temprano (estadio - 2018
(temprano y 0-1) -
tardio)
Formiato, glutamina 50 CS | en CM tardio
(estadio Il - 1V)
Histamina, creatinina, Orina 'H RMN lenCM - Men, et al.
glicolato, metilhistidina, 106 CM - 2019
taurina, N-6xido de 38CS -
trimetilamina, malonato, 2-
oxoisocaproato,
dimetilamina, glutamina,
glutamato, alanina
Creatina, glicina, serina, N-  Orina 'H RMN | CM - Silva, et al.
6xido de trimetilamina 40 CM - 2019
38CS 0.906
(panel)
Glucosa, glutamina, citrato, Suero "HRMN + en CMTN - Wojtowicz, et
acetoacetato 9 CMTN - al. 2020
- — 86 CS -
Lactato, alanina, tirosina, | en CMTN
glutamato, acetona
Creatinina Plasma 'H RMN } en RE+ 71.4 % Vignoli, et al.
22 LB (RE+) 77.3% 2020
21 HER2+ (RE-) -
Alanina, tirosina Suero 'H RMN + en CM - Guma, et al.
171 CM - 2021
69 CS -
D-glucosa, glicina, glicerol Suero "H RMN t enCMyvs CS - Zulkefly, et
53 CM - al. 2023
D-glucosa, glicina, glicerol, 56 TB t enCM -
acetona, L-glutamina, 2- 68 CS comparado con

hidroxibutirato,

TB (tumores

metilmalonato, creatinina, benignos)
succionato, piruvato,

acetoacetato, 3-

hidroxibutirato

L-carnitina, GPC, L-alanina ! enCM

comprado con TB
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Abreviaciones y simbolos: CM: pacientes con cancer de mama, CS: controles sanos, CMTN: pacientes con cancer de mama triple negativo
TB: tumores benignos, LB: luminal B, RE+: receptor de estrogeno positivo, HER2+: amplificacion del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano, RMN: resonancia magnética nuclear, TOCSY: espectroscopia de correlacion total selectiva, 1/|: aumento/ disminucién
de la concentracion del metabolito en los pacientes con CM, ABC: area bajo la curva. Panel hace referencia a la evaluacion de todos los
metabolitos en conjunto. Los datos estadisticos no proporcionados por los autores se representan con un guion.

En la tabla 7 se presentan las investigaciones enfocadas a los cambios metabolémicos analizados
mediante EM en pacientes con CM en distintas etapas y/o subtipos. En la tabla 6 se resumen los
metabolitos, el tipo y tamafio de muestra que se estudid, la metodologia de extraccion e identificacion
y cuantificacion, ademas del cambio que se observé en los metabolitos analizados.

Tabla 7 Estudios de los cambios metabolémicos del CM analizados mediante EM.

Tipo y tamaiio

Especificidad

Biomarcadores analizados d Metodologia Resultados Sensibilidad Ref.
e muestra ABC
Dimetilheptanoilcarnitina Orina CG-EM lenCM 86.2% Cala, et al.
31CM 93.5% 2018
Acido succinico 29CS CL- EM 0.915
(panel)
Taurina Suero UPLC - EM 1t en CM - Wang, et al.
44 CM - 2018
38TB CG-EM 0.901
Acido glutamico 34 CS 1 en CM -
0.924
Acido etilmalénico lenCM -
0.749
Dimetilglicina 1 en BE -
Diacetilespermina Plasma UPLC - EM 1+ CMTN 95% Fahrmann,
87 CMTN 15% et al. 2019
115 CS 0.64
N1-acetilespermina, Saliva CL-EM tenIDC - Murata, et al.
leucina, glutamina, serina, 101 IDC comparado con - 2019
espermidina, isoleucina, 23 DCIS CS -
N1-acetilespermidina 42 CS
Espermina tenIDC -
comparado con -
DCIS 0.766
L-octanoilcarnitina Plasma HPLC - EM lenCM - Park, et al.
70 CM | en tumores T3 - 2019
46 CS comparados con 0.777
T2y T1
1 ER+y PR+
comparados con
HER2+
5-oxoprolina 1t en CM -
I N2y N3 -
comparados con 0.744
NO
Hipoxantina 1t en CM -
0.716

26



Acido docosahexaenoico

l en CM

0.856
Formiato, sarcosina Suero CL-EM lenCM - Pietzke, et
68 HER2+ - al. 2019
Serina, aspartato, arginina 50 CS 1 en CM -
Acido glutamico, ornitina, Plasma UHPLC — EM lenCM - Yuan, et al.
treonina, triptéfano, 109 CM - 2019
sulféoxido de metionina, 50 CS Analisis de 0.80
propionilcarnitina inyeccion de (Panel)
flujo (FIA) —
Acetilcarnitina EM 1 en CM
3-hidroxioctanoato, 3- Plasma CL-EM ten CM - Zhao, et al.
hidroxibutirato, estearato, 358 CM - 2019
3-hidroxidecanoato, 138 CS CG-EM -
linoleato, 10-
nonadecenoato, dihomo-
linoleato
3-metilxantina, bilirrubina, | en CM
1-palmitoil-GPA (16:0),
glucuronato, 1-(1-enil-
estearoil)-2-dihomo-
linoleonil-GPE, urea,
esfingomielina
Tetradecadienilcarnitin, Suero HPLC-EM lenCM 81% Kozar, et al.
tetradecanoilcarnitina, 39 CM 83% 2020
acido 9, 12-linoléico, 21CS 0.839
dodecanoilcarnitina (panel)
8-hidroxi-2’- Suero CG-EM 1 en CM 86.8% Rashed, et
desoxiguanosina 120 CM | en etapas 88.8% al. 2020
1-metiladenosina 47 TB avanzadas 0.94
55 CS (panel)
1-metilguanosina 1t en CM
L-tirosina, L-arginina, Suero CL-EM 1 IDCvs CS - Amiri-
PE(24:0), PE (22:0), PC 22 1DC - Dashatan, et
(18:0) 10 CS - al. 2022
Acido quinurénico, 4- lenIDCvsCS
hidroxiprolina, L-prolina, 3-
hidroxibutiril carnitina,
mioinositol, 1-
metilhistidina, TG (20:1),
TG (22:0), PS (24:0), PS
(22:0), LysoPE (14:0),
LysoPE (20:1), LysoPE
(24:0), PG (18:1), CL
(18:0)
Acido glutamico Suero CL-EM 1enTBvs CS 83.33% El-Toukhy, et
30 CM 86.67% al. 2022
(carcinoma) 1enCMvs TB 0.91
30 TB
20 CS
Alanina, serina, prolina, Suero ExtraccionCL | CMTNvs CSy 100% Han, et al.
valina, treonina, histidina, 20 CM - EM B 95% 2022
fenilalanina, arginina, 20TB 0.999
tirosina, triptéfano 20 CS
Histamina, uracilo, timina, Suero EM l en CM 89% Huang, et al.
3,4-dihidroxibencilamina, 169 CM 89% 2022
deshihrofenilalanina 21TB 0.865




Acido L-glicérico, 135 CS 1 en CM
niacinamida

Acido citrazinico, PFAP- Suero UPLC - EM 1 en CM HER2+ - Mao, et al.
diPAP 20 HER2+ - 2022

LFC 181, LFC 16.0, PE, _ 30CS | en CM HER2+
acido miristico, AA,

FA18:4+20, 9-KODE,

acido gamma-linolénico,

arginina, fenilalanina,

monooleina, N1-

acetilespermina,

dihidrotestosterona, 8,15-

DIiHETE, hexosa,

hipoxantina, pregnenolona

1,2,3-trihidroxibenceno, Plasma Extraccion lenCM - Xu, et al.
Hyp — ser, 4- 111 DCIS CL-EM - 2023
hidroxitriptamina, 92 etapas Oy | 0.792

fenetilamina, 2,4- 86 TB

dihidroxipteridina, carnitina

C10:0, carnitina C3:0,

sorbitol 6-fosfato, glutation

oxidado 4-hidroxi-L-

fenilglicina

pantotenato, Tyr — Asn, N- 1 en CM

acetilpirrolidina, acido 6-

aminocaproico, L-

isoleucina, DL-leucina, L-

triptéfano, acido 4-

hidroxibenzoico, acido

quinurénico, acido

isodesoxicolico

Abreviaciones y simbolos: LFC: lisofosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina, AA: acido araquidénico, PC: fosfatidilcolina, TG: triglicérido, PS:
fosfatidilserina, LysoPE: lisofosfatidiletanolamina, PG: fosfatidilglicerol, CL: cardiolipina, Hyp — Ser: hidroxiprolina-serina, Tyr-Asn: tirosina-
asparagina, CM: pacientes con cancer de mama, CS: controles sanos, TB: tumores benignos, IDC: carcinoma ductal invasivo, DCIS:
Carcinoma ductal in situ, HER2+: amplificacion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, CMTN: cancer de mama triple
negativo, EM: espectrometria de masas, CG: cromatografia de gases, CL: cromatografia liquida, HPLC: cromatografia liquida de alto
rendimiento, UHPLC: cromatografia liquida de ultra alto rendimiento, 1/|: aumento/ disminucién de la concentracién del metabolito en los
pacientes con CM, ABC: area bajo la curva, T1/T2/T3: estadificacion categoria T, NO/N2/N3: estadificacion categoria N. Panel hace referencia
a la evaluacion de todos los metabolitos en conjunto. Los datos estadisticos no proporcionados por los autores se representan con un guion.

En 14 de los 23 estudios incluidos (60.87%) el tamano de muestra fue superior a 115 individuos,
mientras que los 9 estudios restantes (39.14%) incluyeron entre 32 y 95 mujeres. En 20 investigaciones
se comparo biofluidos de pacientes con CM con los de mujeres sanas, de las cuales seis incluyeron un
grupo adicional de mujeres con tumores benignos; 2 estudios compararon muestras exclusivamente de
pacientes con CM frente a mujeres con tumores benignos y un estudio evaluo las diferencias entre dos
subtipos de CM: Luminal B y HER2+.

Muchas de las investigaciones incluidas en esta revision no proporcionaron estadisticas de desempefio
diagndstico, es decir, sensibilidad, especificidad y area bajo la curva (ABC), mismas que permiten
valorar la capacidad del o los biomarcadores para discriminar entre pacientes y controles.
Particularmente, la ABC sirve de indicador ya que refleja la eficacia del modelo, valores cercanos a 1
indican una alta precision, mientras que valores cercanos o menores a 0.5 sugieren un rendimiento
similar al azar. Los estudios que si incluyeron estos datos contaron con valores de ABC que oscilaron
entre 0.64 y 0.94.
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De los 23 estudios incluidos, 7 se analizaron mediante RMN y 16 con EM, en las graficas 3 y 4 se
muestran las frecuencias de los biofluidos estudiados en cada técnica.

Gréfica 3 Biofluidos analizados mediante RMN. Gréfica 4 Biofluidos analizados mediante EM

Biofluidos analizados mediante RMN Biofluidos analizados mediante EM
Saliva, 6%

Orina,

20% Orina, 6%
(]

Suero,
43%

Suero,
56% Plasma,

31%

Plasma, 29%

En las fuentes consultadas se encontraron 134 metabolitos alterados en presencia de CM, los mas
reportados fueron alanina y glutamina en 5 articulos cada una; glucosa, acido glutamico, arginina,
carnitina, creatinina, glicina, glutamato, serina y tirosina en 3 articulos cada uno. De acuerdo con la
tabla 8, la mayoria de estos metabolitos variaron entre investigaciones, es decir, algunos se
encontraron al alza y en otros a la baja, siendo la glucosa y la carnitina, los unicos metabolitos que
coincidieron en todos los estudios, la glucosa se encontré6 en aumento en los pacientes con CM
temprano y CMTN, tanto en suero como en plasma, comparandolos con controles sanos y tumores
benignos, mientras que la carnitina se encontré a la baja en carcinoma ductal y en CM estadio 0 — 1, en
suero y plasma, respectivamente.

Tabla 8 Metabolitos mas frecuentes relacionados con el cancer de mama

Metabolito Estudios Variacién en cancer de mama segun biofluidos
relacionados Aumento Disminucién

Alanina 5 Suero Orina, suero (CMTN), suero,
plasma (RE+)

Glutamina 5 Suero (CMTN), suero, saliva (IDC) Plasma (CM tardio), orina

Glucosa 3 Plasma (CM temprano), suero -

(CMTN), suero, suero

Acido glutamico 3 Suero, suero Plasma (CM)

Arginina 3 Suero, suero (IDC) suero (HER2+)

Carnitina 3 - Suero, plasma (carcinoma ductal,
estadio 0-1)

Creatinina 3 Plasma (RE+), suero Orina

Glicina 3 Suero, suero Orina

Glutamato 3 Plasma (CM temprano) Orina, suero (CMTN)

Serina 3 Saliva (IC), suero Orina (CM)

Tirosina 3 Suero, suero (IDC) Suero (CMTN)

*Entre paréntesis se especifica el subtipo de CM que se analizd, si no se presenta, el estudio no distinguié entre subtipos.
Cada biofluido mencionado en las columnas, representa el resultado de un estudio.

Abreviaturas: CM: cancer de mama, CMTN: cancer de mama triple negativo, RE+: receptor de estrogeno positivo, IDC:
carcinoma ductal invasivo, HER2+: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano positivo.

Estos 134 metabolitos se importaron a la plataforma MetaboAnalyst para la identificacion de las vias
metabodlicas afectadas, se obtuvo una lista de 21 vias, en la tabla 9 solo se enlistan las vias
significativamente alteradas, es decir, con p<0.005, una tasa de descubrimientos falsos (FDR)<0.05 y
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el impacto (qué tan afectada se encuentra la via segun la posicion e importancia de los metabolitos
involucrados) cercano a 1.

Tabla 9 Vias metabdlicas significativas relacionadas con el diagnéstico del cancer de mama

Via metabdlica P FDR Impacto
Biosintesis de valina, leucina e isoleucina 6.5686E-6 3.1689E-04 0
Metabolismo de la arginina y la prolina 1.1351E-5 3.1689E-04 0.41744
Biosintesis de arginina 1.1883E-5 3.1689E-04 0.2538
Metabolismo del glioxilato y del dicarboxilato 3.6672E-5 7.3344E-04 0.25927
Metabolismo del glutation 1.1786E-4 0.0015715 0.14965
Metabolismo de la alanina, aspartato y glutamato 1.1786E-4 0.0015715 0.53446
Metabolismo de la glicina, serina y treonina 3.577E-4 0.004088 0.64371
Metabolismo del butanoato 0.003028 0.03028 0.11111
Metabolismo de la fenilalanina 0.003690 0.03125 0.5952
Metabolismo de la histidina 0.003907 0.03125 0.18852

FDR: tasa de falsos descubrimientos

En la ilustracién 7 se muestra el diagrama de burbujas que indica las vias metabdlicas de mayor impacto
asociadas con los datos obtenidos, las cuales fueron el metabolismo de la arginina y la prolina, la
biosintesis de la arginina, el metabolismo del glioxilato y del carboxilato, el metabolismo del glutation,
el metabolismo de la alanina, aspartato y glutamato, el metabolismo de la glicina, serina y treonina y el
metabolismo del butanoato, principalmente.
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llustracion 7. Mapa de vias metabdlicas alteradas. Cada circulo corresponde a una via metabdlica, estas se encuentran
ordenadas en funcién del valor p o significancia estadistica (eje y) y los valores de impacto de la via (eje x). Los valores de los
ejes son directamente proporcionales a la intensidad del color de los circulos y el tamafio de estos, respectivamente.

Los subtipos de cancer de mama analizados en los articulos consultados fueron de tipo temprano,
tardio, CMTN, RE+, RP+, HER2+ e IDC, tras la comparacion de estos, se hallaron diferencias entre los
metabolitos alterados, la tabla 10 muestra los cambios especificos observados, asi como la técnica
utilizada. En dicha tabla se puede observar que, en etapas tempranas de CM se presenta un aumento
de lactato, glutamato, lisina, glucosa y 2-hidroxibutirato mientras que, en etapas tardias, una
disminucion de formiato y glutamina, asimismo, en el CMTN se observa principalmente una disminucion
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de multiples aminoacidos. Los subtipos moleculares de CM se diferenciaron en diversos metabolitos,
en RE+ y RP+ la octanoilcarnitina aumenté y en tumores HER2+ tanto aminoacidos como
lisofosfatidilcolina disminuyeron; en IDC, los metabolitos que se encontraron disminuidos fueron,
principalmente fosfolipidos como lisofosfatidiletanolamina y fosfatidilserina

Tabla 10 Metabolitos presentes en los subtipos/etapas del CM mencionados en las investigaciones analizadas

Subtipo/etapa Variacion de metabolitos Técnica

de CM Aumento Disminucién
Temprano Lactato, glutamato, lisina, glucosa, 2- - RMN
(estadio 0 —II) hidroxibutirato
Tardio (estadio - Formiato, glutamina RMN
I - 1v)
T3 - Octanoilcarnitina EM
N2 — N3 - 5-oxoprolina
CMTN Glucosa, glutamina, citrato, Lactato, alanina, tirosina, glutamato, RMN
acetocitrato acetona
CMTN - Alanina, serina, prolina, valina, treonina, EM
histidina, fenilalanina, arginina, tirosina,
triptéfano
CMTN Diacetilespermina - EM
RE+ Creatinina - RMN
RE+ Acido glicoquenodesoxicélico Alanina, LFC (16:1), EM
valina, acido 2-octenedioico
RE+ Octanoilcarnitina - EM
RP+ Octanoilcarnitina - EM
HER2+ Acido citrazinico, PFAP-diPAP 8,15-DiHETE, 9-KODE, acido EM
araquidoénico,
acido gamma-linolénico, acido miristico,
arginina, dihidrotestosterona,
FA18:4+20,
fenilalanina, PE, hexosa,
hipoxantina, LFC 18:1, LFC 16:0,
monooleina, N1-acetilespermina,
pregnenolona
IDC N1-acetilespermina, leucina, - EM
glutamina, serina, espermidina,
isoleucina, N1- acetilespermidina,
espermina
IDC L-tirosina, L-arginina, PE (24:0), PE Acido quinurénico, 4-hidroxiprolina, L- EM

(22:0), PC (18:0)

prolina, 3-hidroxibutiril carnitina,
mioinositol, 1-metilhistidina, TG (20:1),
TG (22:0), PS (24:0), PS (22:0), LysoPE
(14:0), LysoPE (20:1), LysoPE (24:0),
PG (18:1), CL (18:0)

Abreviaciones: T3: estadificacion categoria T, N2/N3: estadificacion categoria N, CMTN: cancer de mama triple negativo, RE+:
receptor de estrégeno positivo, RP+: receptor de progesterona positivo, HER2+: amplificacion del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano, IDC: carcinoma ductal invasivo, LFC: lisofosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina, AA: acido
araquidoénico, PC: fosfatidilcolina, TG: triglicérido, PS: fosfatidilserina, LysoPE: lisofosfatidiletanolamina, PG: fosfatidilglicerol,
CL: cardiolipina, Hyp — Ser: hidroxiprolina-serina, Tyr-Asn: tirosina-asparagina.



7 Discusion
El cancer de mama continua siendo una de las principales causas de mortalidad entre mujeres a nivel

mundial, lo que resalta la necesidad del desarrollo de tecnologias que permitan comprender mejor los
cambios moleculares subyacentes a esta enfermedad.

En los ultimos afos, los avances en estudios metabolémicos mediante resonancia magnética nuclear
y espectrometria de masas han despertado un interés creciente por su potencial aplicacién para el
diagnéstico temprano y no invasivo del cancer de mama a través de la identificacion de biomarcadores.

En las investigaciones consultadas predominé el uso de EM, esto es asociado a que, mientras que la
RMN es valorada por su capacidad para proporcionar un perfil detallado de metabolitos sin destruir la
muestra ademas de no requerir pasos adicionales para la preparacion de esta, su sensibilidad limitada
puede dificultar la deteccion de biomarcadores que se encuentren en bajas concentraciones, la EM,
por el contrario, presenta una sensibilidad notable, lo que permite la deteccion de metabolitos presentes
en concentraciones muy bajas, lo que sugeriria su empleo para etapas tempranas del CM.

Segun los estudios analizados de ambas técnicas, la sangre es, por excelencia, la fuente mas
recurrente de biomarcadores moleculares dado que contiene una amplia variedad de metabolitos. El
suero posee ciertas ventajas sobre el plasma; su procesamiento es mas rapido, no es necesario esperar
a que la sangre coagule, la concentracién de la mayoria de metabolitos en él es generalmente mas alta
y las muestras se ven menos afectadas por factores exégenos que en otros fluidos biolégicos, sin
embargo es necesario considerar los biomarcadores a analizar ya que, por ejemplo, ciertos
aminoacidos, son propensos a la conversion durante la coagulacién (Kiseleva et al. 2021, Rashed et
al. 2020).

El analisis de los estudios muestra que los metabolitos mayormente alterados en pacientes con CM
son aminodcidos (aa). Estos hallazgos indican alteraciones en metabolitos asociados a las vias que se
encuentran involucradas en la sintesis de proteinas, conversién de glucosa y lipidos, asi como la
activacion de vias de sefializacion clave, ademas, los aa también pueden facilitar modificaciones
epigenéticas como la metilacion, producir a-cetoglutarato, participe en el ciclo del acido tricarboxilico
(ATC), y mantener el estado redox intracelular (Subramani et al. 2022). Por lo tanto, debido a la mayor
demanda de nutrientes, los aa son fundamentales para la proliferacion y progresion del cancer (Cha et
al. 2018, Liu et al. 2024).

La alanina y glutamina fueron los aa mas mencionados en las investigaciones consultadas, con
concentraciones en su mayoria, a la baja para la alanina y a la alta para la glutamina. En la glucosa y
la carnitina, por el contrario, se observa la misma tendencia de variacion, encontrandose en todas las
investigaciones en aumento y disminucion, respectivamente.

La disminucién de alanina en pacientes con CM se asocia con su conversion a piruvato para su
posterior participacion en el ciclo del ATC, una fuente de energia importante para el crecimiento tumoral
(Arenas et al. 2023), ademas, el CM puede afectar la expresion y actividad de la enzima GPT2 que
esta involucrada en la conversién de glutamato y piruvato en alanina (Panigoro et al. 2023).

La glutamina es una fuente importante de carbono y nitrégeno para sintetizar otros aa, lipidos y acidos
nucleicos (Wei et al. 2021), los niveles elevados de este aa pueden atribuirse a su funcién como
metabolito anaplerdético que impulsa el ciclo del ATC (Lieu et al. 2020), ademas, puede funcionar como
activador de la via mTOR, mejorando la afluencia de aa (Cha et al. 2018, Nepstad et al. 2020), por el
contrario, la glutamina a la baja podria ser indicio de que el acido glutamico se esta acumulando en el
cuerpo, facilitando la proliferacién de células epiteliales mamarias a través de la produccion de ATP y
la biosintesis de nucledtidos, promoviendo la aparicién del CM (Yang et al. 2020, Cha et al. 2018).
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La glucosa, por su parte es el sustrato energético mas importante para las células ya que constituye
una fuente esencial de energia para satisfacer sus necesidades metabdlicas (Zheng et al. 2022). Sun
et al. 2019 demostraron que las altas concentraciones de glucosa en el CM promueven la proliferacion
celular, asi como la metastasis. Estos resultados se vinculan con la expresion aumentada de los
transportadores de glucosa GLUT1-6 y 12, lo que aumentaria su concentracion intracelular y, que
también existe una mayor expresion de enzimas relacionadas con la glucolisis debido a la activacion
de factores de transcripcion como c-MYC, p53 y HIF-1 (Shin & Koo, 2021).

La carnitina desempena un papel importante en la modulacién del metabolismo de carbohidratos y
lipidos participando en la B-oxidacion, por ejemplo, y regulando la relacién CoA/acil-CoA (Sun et al.
2020), cerca del 25% de la carnitina se sintetiza a partir de lisina y cetoglutarato, mientras que el resto
se sintetiza a partir de fuentes dietéticas (Ozmen et al. 2017), debido al aumento de los requerimientos
metabdlicos en las células tumorales, se especula que la mayor parte de la carnitina se moviliza a los
tejidos tumorales para la produccion de energia, o que disminuye su presencia en el suero y el plasma
(Wang et al. 2024).

Por otro lado, el analisis de metabolitos demostré que las vias significativamente afectadas fueron el
metabolismo de arginina, prolina, glioxilato, dicarboxilato, alanina, aspartato, glutamato, glicina, serina
y treonina; asi como la biosintesis de arginina, todas estas vias participan en procesos como la
homeostasis celular, biosintesis de proteinas y nucleétidos, produccién de energia a través del ciclo
del ATC, regulan la homeostasis redox, favorecen la proliferacién celular, la supervivencia tumoral y
son capaces de activar vias de sefalizacién como la via mTOR, principalmente.

En el metabolismo de la arginina-prolina, la primera promueve la angiogénesis mediante la produccion
de 6xido nitrico, reduce la proliferacion de células T mediante sus derivados, se transforma en urea y
ornitina, generando poliaminas como putrescina, espermidina y espermina, las cuales participan en la
proliferacion tumoral al aumentar la sintesis del ADN a través de la activacion de enzimas como la ADN
polimerasa, helicasas, ADN ligasas (Chen et al. 2024), ademas son capaces de asociarse con acidos
nucleicos, afectando la estructura de la cromatina (Lieu et al. 2020). La sintesis de prolina esta
directamente relacionada con la produccién de colageno en los fibroblastos mamarios asociados a
cancer, el metabolismo deficiente de la prolina da como resultado una deposicion reducida de colageno
comprometiendo el crecimiento y la propagacion metastasica del cancer (Kay et al. 2023).

Asimismo, la alanina es capaz de convertirse en piruvato, una fuente de energia importante en el
microambiente tumoral del CM (Arenas et al. 2023), mientras que el aspartato participa en el ciclo de
la urea, sin embargo, cuando existe una disminucién de la enzima ASS1, esto promueve la proliferaciéon
del cancer mediante la desviacion del sustrato aspartato hacia enzimas que catalizan las primeras tres
reacciones en la via de la sintesis de pirimidina, lo que resulta en una mayor progresion tumoral (Chen
et al. 2024). Los tumores en condiciones de glucosa limitada, el glutamato actia como un sustituto de
esta, produciendo a-cetoglutarato, intermediario importante en el ciclo del ATC (Chen et al. 2024).

El metabolismo de la serina-glicina contribuye a la metilacion de genes y proteinas, a mantener la
homeostasis redox (Chen et al. 2024), y es capaz de interactuar con diversas vias de sefalizacion (Liu
et al. 2024), la serina se metaboliza en 5,10-metilentetrahidrofolato (5,10-mTHF) mientras que la
treonina en 5-metilentetrahidrofolato (5-mTHF), ambos importantes en el ciclo del folato, y, por ende,
contribuyen significativamente a la regulacion del ciclo de la metionina. Los residuos de serina, treonina
y tirosina se han establecido como residuos para la fosforilaciéon de histonas (Chen et al. 2024).

Tanto la glicina como el glutamato participan en la sintesis del glutation (Liu et al. 2024), un antioxidante
que protege la homeostasis celular de dafos oxidativos, promoviendo la progresion del cancer
mediante la supresion de la activacion de vias apoptoéticas celulares (Desideri et al. 2019). El glutation
es necesario para la actividad de las glutation-S-transferasas (GST), implicadas en la desintoxicacion
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de sustratos o productos de estrés oxidativo que pueden dafar el ADN, ademas de participar en la
sefializacion de la via MAPK para modular la apoptosis (Kennedy et al. 2020).

En condiciones sanas, el glutation se encuentra en equilibrio en sus formas oxidada y reducida, sin
embargo, en condiciones de estrés oxidativo, como el cancer, la proporcién se favorece hacia la forma
reducida, esta acumulacion es potencialmente tdxica para la célula ya que actia como un prooxidante,
promoviendo la supervivencia celular y la evasion de apoptosis (Desideri et al. 2019).

Si bien, los resultados de la comparacion entre metabolitos alterados en los diferentes subtipos y etapas
no fueron evidentes, se rescataron algunos cambios notables.

La lisofosfatidilcolina (LFC) se encontro desregulada en los distintos subtipos moleculares; en los
tumores RE+ se observo una disminucion de LFC 16:1 y en los tumores HER2+, LFC 18:1 y 16:0 se
encontraron a la baja. La investigacion de Lebok P. et al. 2019, confirmd que la enzima
lisofosfatidilcolina aciltransferasa 1 (LPCAT1) se encuentra regulada positivamente en el cancer de
mama ya que es importante en la progresion del tumor. LPCAT1 esta implicada en la conversién de
LFC a fosfatidilcolina (FC), por lo que se sugiere una relacion entre el aumento de expresién de LPCAT1
y la disminucién de LFC encontrada en esta revision, sin embargo, no se encontré correlacion entre los
subtipos moleculares y las variantes de LFC.

Los tumores RE+ y RP+ presentaron niveles elevados de octanoilcarnitina, mientras que en los tumores
T3 se encontré una disminucién, sin embargo, no se encontraron estudios relevantes que asocien este
metabolito con la expresién de los receptores hormonales.

El aumento de concentracion glutamina sérica en CMTN se puede relacionar con una sobreexpresion
de transportadores de aa como ASCT2 y LAT1. Comparado con otros subtipos, el CMTN es mas
dependiente de glutamina debido a la sobreexpresién de glutaminasa, que también se encuentra
asociada con CM metastasico de alto grado (Bel'skaya et al. 2023). Por el contrario, y de acuerdo con
los resultados de Suman et al. 2018, la regulacion negativa de glutamina plasmatica en CM tardio
podria indicar una acumulacion de acido glutamico, contribuyendo al desarrollo de la enfermedad
debido a la mayor proliferacién de las células epiteliales mamarias por la produccién de ATP vy la
biosintesis de nucledtidos (Yang et al. 2020, Bel'skaya et al. 2023).

La evidencia encontrada indica que, si bien existen cambios en los perfiles metabolémicos de biofluidos
asociados a distintos subtipos y etapas de CM, estas firmas no son completamente especificas. A pesar
de muchos estudios muestran patrones que perfilan este analisis como una herramienta para detectar
alteraciones tempranas en los pacientes, la variabilidad entre individuos influenciada por el estadio,
subtipo, tipo histoldgico e incluso el método de analisis empleado, limita la capacidad para establecer
biomarcadores universales a todos los pacientes.

8 Conclusiones

La sangre y el plasma se perfilan como los biofluidos mas idéneos para la obtencién de perfiles
metaboldmicos debido a su accesibilidad, alta concentracién de metabolitos y capacidad para reflejar
alteraciones fisiopatoldgicas, esto los convierte en candidatos ideales para el diagnéstico temprano de
cancer de mama, no obstante, se requiere mayor investigacion para comparar la sensibilidad y
especificidad de distintitos biofluidos en ese contexto.

Tanto la RMN como la EM han demostrado ser herramientas altamente eficaces para la caracterizaciéon
de perfiles metabolémicos en pacientes con cancer de mama. A pesar de que cada técnica presenta
enfoques y fortalezas particulares, sus limitaciones abren la posibilidad de implementar estrategias
combinadas que integren lo mejor de ambas, aumentando la precisién y sensibilidad del analisis.
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Para avanzar hacia una aplicacion clinica efectiva, es fundamental estandarizar los protocolos
experimentales, desde la recoleccion de muestras hasta el procesamiento y analisis de datos, y reducir
la variabilidad técnica y bioldgica, ademas, se requieren investigaciones multicéntricas con cohortes
amplias y diversas que permitan validar la fiabilidad de los resultados.

Otro aspecto importante para considerar en estudios futuros es la necesidad de identificar el momento
6ptimo para la recoleccion de muestras en relacién con las diferentes etapas del cancer de mama, dado
que es una enfermedad dinamica y es crucial determinar las condiciones y momentos adecuados para
la obtencion de los biofluidos, con la finalidad de detectar alteraciones especificas/metabolitos
especificos.

El futuro de la metabolémica como herramienta diagnéstica en cancer de mama depende de un
esfuerzo continuo por superar las limitaciones actuales. La validacion de biomarcadores especificos, la
mejora de las técnicas analiticas y la optimizacion en la recoleccion de muestras son prioridades clave.
La metabolémica tiene el potencial de transformar el diagnéstico temprano, contribuyendo a mejorar
las tasas de supervivencia y favorecer tratamientos mas personalizados y menos invasivos.
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