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RESUMEN ESTRUCTURADO.

ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO UNICO PRESE NTES EN CANCER DE
MAMA DE PRESENTACION ESPORADICA EN MUJERES MEXICANA S DERECHO-
HABIENTES DEL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL. Introduccién. Las
neoplasias malignas se han incrementado signifaratinte de forma global. Las enfermedades
oncoldgicas son uno de los principales problemaSaled Publica que enfrentan los paises en el mundo
12 Segln la Organizacion Mundial de la Salud enlSma revisién de marzo de 2011 el cancer obtuvo
el 13% del total de muertes a nivel mundial con miflones de defunciones registradasS6lo un
pequefio porcentaje de los casos de cancer forne @iggraciones genéticas hereditarias en la forma
clasica o mendeliana, siendo mucho mas frecuenferfaa esporadica en donde la interaccion del
genoma con el ambiente juega el principal papeh @ardesarrollo de la patologiaTodo proceso
neoplasico se desarrolla a través del tiempo, sacliarios afios, en el desarrollo de dicho proceso h
una sucesion de eventos genéticos que favoreaeacdiiento, proliferacion y pérdida de diferenaac
celular®*El cancer de mama es el tumor maligno mas frecusmtel mundo, estimando que al afio se
diagnostican 1.3 millones de mujeres con esta asi@plsolo en el afio 2004 la OMS calcul6 un total d
1,200,000 casos nuevos, lo que corresponde al E2%tdl de canceres en la mijebe acuerdo a las
causas de muerte en mujeres en México el canceradea ocupd en el afio 2008 el puesto nimero 10
con un total de 4,818 defunciones , una tasa tdathde 8.9 y colocandola como el 2% de la
mortalidad general de mujeres, sin embargo amalzdas estadisticas globales de mortalidad tenemos
que los tumores malignos ocupan el tercer puestnocoausa de muerte general en la poblacion
mexicana siendo el cancer de mama el primero egipoarse en este grupo en el afio 2010, ocupando
entonces el primer lugar como causa de muerte grupd de tumores malignos en mujeres mayores a 35
afios de edad con un total de 178. La tendencia va en aumento de acuerdo con ebtregi
histopatolégico de neoplasias malignas de la sataede salud. Se estima que el 15% a 20% de raujere
con cancer de mama tienen historia familiar denferenedad. El cancer intraductal es el tipo de eanc
mamario méas frecuente asociado al desarrollo deresiplasia en forma esporaditdustificacion y
Planteamiento del ProblemaEl cancer de mama es un problema de salud amaegbnal, ya que ocupa

el segundo lugar como causa de muerte en mujergsresade 35 afios y se espera que en la préxima
década sea la principal causa de muerte de diahmm groblacional en México. Aln cuando se conocen
algunos genes y proteinas asociados al origen&telec de mama con predisposicién hereditaria, el
origen y el desarrollo de todas formas de presEmtagsporadica son poco conocidas y estudiadas en
nuestro paisObjetivos. 1.Determinar mediante microarreglos de genotigdfion los polimorfismos de
nucleétido Unico (SNPs) presentes en mujeres mesdceacon cancer de mama de presentacion
esporadica. 2. Determinar si los polimorfismos deledtido Unico (SNPs) presentes en el tejido
neoplasico mamario son los mismos que se encuesttreangre periférica de las mujeres estudiadas con
cancer de mama de presentacion esporablietndologia Se trabajé con tejido fresco (tejido tumoral y
tejido adyacente sano) de 50 pacientes que acudieréorma consecutiva a toma de biopsia y/o manejo
quirargico de tumor mamario (cancer de mama espmmpen el Hospital de Oncologia de CMN Siglo
XXI IMSS independientemente del estadio y clasdiéa Resultados.Posterior al analisis mediante las
herramientas bionformaticas basadas en algoritmaya e plataforma de microarreglo GeneChip
Genome-Wide Human SNP Array 5.0 Nsp/Sty (Affymétéen 500,000 SNPs se determinaron mas de
3000 posibles variables entre las secuencias de Edtespondientes a tumor y las correspondientes a
tejido sano adyacente. Con dichos resultados sed= la necesidad de validar aquellas secuegams

se encontraron en el tejido tumoral y que han #gortadas en otros estudios a nivel internaciooio
SNPs que confieren riesgo para el desarrollo deetade mama eligiendo SNRZASP8 D302H,PGR
V660L y TGFB1 L10P. Las secuencias han sido previamente referida la metodologia.
CONCLUSIONES. Con el presente estudio demostramos la alta vadathigendmica que existe entre

el tejido mamario que ha desarrollado neoplasiktgjido adyacente sano, con lo cual resulta intpeara
considerar a la inestabilidad genémica como urofadterminante para los cambios que se describben e
el trabajo.



ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO UNICO PRESE NTES EN
CANCER DE MAMA DE PRESENTACION ESPORADICA EN MUJERE S
MEXICANAS DERECHO-HABIENTES DEL INSTITUTO MEXICANO DEL
SEGURO SOCIAL.

Antecedentes.

Las neoplasias malignas se han incrementado significativamente de forma
global. Las enfermedades oncolégicas son uno de los principales problemas de
Salud Publica que enfrentan los paises en el mundo [1,2]. El cancer se
desarrolla cuando una célula en cualquier tejido escapa a los procesos
normales de control y se multiplica rapidamente superando todas las defensas
del cuerpo. Desde el punto de vista médico el cancer es un conjunto de
sintomas de prondstico y tratamiento diferentes, que depende principalmente

de su localizacion, el tipo celular o histolégico del que proceda. [3].

El cancer es una enfermedad genética en donde diversos factores ambientales
favorecen su manifestacion. Se conocen la mayoria de los factores de riesgo,
siendo el principal la edad, dos terceras partes de todos los canceres ocurren
en personas mayores de 65 afios; le siguen el tabaquismo, la dieta, localizacién
geografica, paridad, raza, ejercicio fisico, la exposicién solar, y estilos de vida
poco saludables. Sélo un pequefio porcentaje de los canceres son una
enfermedad hereditaria, debido a que el mecanismo de produccion del cancer

subyace en los genes [1,2].

Todo proceso neoplasico se desarrolla a través del tiempo, incluso varios afos,
en el desarrollo de dicho proceso hay una sucesion de eventos genéticos que
favorecen el crecimiento, proliferacion y pérdida de diferenciacion celular [4,5].

Describiendo de forma general las alteraciones que ocurren para que se
presente un desarrollo neoplasico son las siguientes: A. Alteraciones en la
sefalizacion celular que es mediado por polipéptidos, hormonas lipofilicas
como esteroides, retinoides y hormonas tiroideas que potentes regulares del
comportamiento celular; B. Alteraciones en la regulacion del ciclo celular, todas
las células eucariotas presentan una regulacion de su ciclo celular mediado por

la activacion periddica de ciclinas dependientes de cinasas (Cdks), mismas que
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al presentar alteraciones generan una disregulacion del ciclo celular con
tendencia hacia la divisibn y crecimiento desorganizados; C. Inestabilidad
genética y alteraciones en la reparacion del DNA, el camino hacia la neoplasia
envuelve una acumulacion de dafio genético que no fue reparado y que se
preservando a través de sucesivas divisiones generando una expansion clonal.
D. Alteracion de las telomerasas, las células somaticas presentan un reloj
molecular que es el acortamiento telomérico, los telomeros son capuchas
protectoras en el final de los cromosomas que se componen de secuencias
repetidas en tandem ricas en guanina (GGGTTAN), las telomerasas son
ribonucleoproteinas con accién enzimatica que contribuyen a la regulacion de
la longitud del teldmero posterior a cada evento de divisibn celular. E.
Alteraciones en apoptosis, cuando a pesar de que existe un dafio celular, lo
gue normalmente es mediado por vias preapoptoticas hacia una senescencia
y/o muerte celular, es tolerado y la célula sigue su division normal con cierto
cumulo de alteraciones gendmicas establecidas. F. Alteraciéon en adhesion
celular y angiogénesis, que intervienen en el crecimiento desorganizado de

diferentes procesos neoplasicos.

Por lo anterior, a nivel genémico el cancer es producido por errores en la
programacion génica normal que guia la multiplicacion, especializacion y
muerte celular. La teoria del dafio multiple sugiere que las células acumulan
mutaciones aleatorias en sus genes. Las mutaciones pueden afectar genes
critcos que normalmente controlan rigurosamente la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia de las  células (protoncogenes, genes
supresores tumorales o genes de reparacion del DNA). Si alguna célula
acumula suficientes mutaciones que pueden ir de cinco a diez mutaciones,
convirtiéndose en el transcurso de varios afios en un fenotipo maligno, dando
lugar a clones celulares que proliferan de forma descontrolada generando asi

una neoplasia [1,6]. (Fig. 1)



Apoptosls
bypass

TERT ¢
Bcl-2 ¢
ps3i

% CAMS
: 4 E-cadherind

uoeIn

| uopEnw puz
LIV P

—_\ uogeiu g

Integrins +/—

Cell cycle
deregulation
Oncogensst
T5Gsy

ats)
nanting, Y€
he road 1o AREE 3 Genetic
il [nstakility

Fig. 1 Desarrollo de un proceso neoplasico. (ELS 2005)

Cancer de mama

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en el mundo, en el afio
2004 la OMS calcul6 un total de 1,200,000 casos nuevos, lo que corresponde
al 12% del total de canceres en la mujer. Tiene una frecuencia que varia
ampliamente entre diferentes regiones del mundo, siendo los paises europeos
y Norteamérica los que presentan las mas altas incidencias mientras que
paises que corresponden a Asia y Africa demuestran una tasa menor. En
América latina existen paises en los cuales la incidencia llega a ser tan elevada
como en Europa y Norteamérica siendo principalmente en Uruguay Yy
Argentina, mientras el resto de los paises latinoamericanos presentan tasas
menores, lo cual se ha tratado de explicar en base a modelos de origen étnico
con mayor panmixia en la mayoria de los paises latinoamericanos incluyendo a
México. En Estados Unidos el cancer de mama es la neoplasia maligna mas
frecuente, se estimaron 211,300 nuevos casos hasta el afio 2006 que

representaron el 32% del total de canceres de la mujer en ese pais. [10-11].

En nuestro pais el cancer de mama ocupa el segundo lugar como causa de
muerte, principalmente en mujeres mayores de 35 afios, con un 17% y con una

tendencia al aumento de la mortalidad de acuerdo al registro histopatolégico de
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neoplasias malignas de la secretaria de salud. Se estima que el 15% a 20% de
mujeres con cancer de mama tienen historia familiar de la enfermedad. El
cancer intraductal es el tipo de cancer mamario mas frecuente asociado al
desarrollo de esta neoplasia en forma esporadica. Dos genes principales han
sido identificados para susceptibilidad de cancer de mama BRCA1 y BRCA2
[10-12].

El estudio de esta neoplasia se ha dificultado debido a la gran heterogeneidad
histol6gica, molecular, fenotipica y clinica que presenta. La incapacidad de
clasificar los tumores en grupos clinicos y bioldgicos relativamente
homogéneos, obstaculiza el diagndstico y la busqueda de terapias efectivas. La
amplia diversidad de tumores, aun los que derivan del mismo tejido, presentan
un reto para un diagnéstico temprano y acertado. La identificacion y el
entendimiento de los genes involucrados en esta patologia, sus interacciones
génicas, las alteraciones bioquimicas y genéticas resultan de trascendental

importancia [13,14].

Se han descrito otros factores asociados al desarrollo de esta neoplasia en
forma esporadica, que es la forma mas comun de este cancer. Un factor digno
de consideracion son los anticonceptivos hormonales; algunas investigaciones
sugieren que hay una conexion entre el uso de los anticonceptivos y un
aumento en el riesgo de desarrollar cancer de mama. Otras causas asociadas
al cancer mamario esporadico descritas son: nuliparidad, menarca prematura,
edad avanzada, antecedentes familiares de cancer de mama y mutaciones en
los genes P53, ATM (ataxia-telangiectasia), Myc, Her2/neu, progesterona, ER
alphay ER [15-17]



Clasificacion patolégica del Cancer de Mama

El cancer de mama es un adenocarcinoma que puede iniciar de dos formas,
carcinoma ductal y/o lobular, en el que la neoplasia se desarrolla en los
conductos de la mama o en los I6bulos respectivamente. Las mayoria de los
casos de cancer de mama son de origen ductal. Otra clave para la clasificacion
patolégica es entre adenocarcinoma in situ y carcinoma invasivo, lo cual
depende de la limitacion al conducto o el l6bulo (etapa 0, o in situ) o de su
expansion a nivel microscopico al parénquima mamario adyacente (invasivo o

infiltrativo).

) ) o Carcinoma ductal in Cancer ductal invasivo
Conducto Normal Hiperplasia ductal atipica s comealiabions S

Fig. 2. Progresion morfoldgica del cancer de mama ductal.

La estadificacion del cancer de mama se basa en el sistema TNM, definido por
el American Joint Committee on Cancer, el cual toma en cuenta el tamafio del
tumor (T), el compromiso de nodulos linfaticos regionales (N), y la presencia o
ausencia de metastasis mas alla de los nodulos linfaticos regionales (M).
Usando este sistema los estadios van desde la etapa 0 a la IV. (Tabla 1). La
etapa O corresponde a cancer in situ, mientras que las etapas | a IV

corresponden a cancer invasivo, siendo la etapa IV la que implica metastasis.
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Criterio para estadificar los tumores de mama de acuerdo con el American Joint Committe on Cancer Clasificacion TNM

Tumor Primario (T) Estado de nddulos linféticos regionales (N) Metéstasis a Distancia (M)
Etapa 0 Carcinoma in situ Sin evidencia de cancer en nddulos regionales No
Etapal Tumor?2cm Sin evidencia de cancer en nédulos regionales No
Etapa llA Sin evidencia de tumor primario Metdstasis de 1- 3 nédulos No
Tumor? 2cm Metastasis de 1 - 3 nédulos No
Tumor >2 cm pero ? 5¢cm Sin evidencia de cancer en nédulos regionales No
EtapallB Tumor >2cm pero ? 5¢cm Metéstasis de 1 - 3 nddulos No
Tumor>5cm Sin evidencia de cancer en nédulos regionales No
EtapalllA Sin evidencia de tumor primario Metéstasis de 4 - 10 nédulos No
Tumor? 2cm Metastasis de 4 - 10 nédulos No
Tumor >2cm pero ? 5¢cm Metéstasis de 4 - 10 nédulos No
Tumor>5cm Metastasis de 1- 3 nédulos No
Tumor>5cm Metastasis de 4 - 10 nddulos No
Etapa llIB| Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared costal o piel |Sin evidencia de cancer en nédulos regionales| No
Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared costal o piel Metéstasis de 1- 3 nddulos No
Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared costal o piel Metdstasis de 4 - 10 nédulos No
Etapa llIC Cualquier caracteristica de tumor Metéstasis de >10 nddulos No
Etapa IV Cualquier caracteristica de tumor Cualquier implicacién de ndulos linfaticos Si

Tabla 1. Clasificacion TNM.

Riesgo de cancer de mama esporadico y polimorfismos de

nucledtido unico (SNP).

Se ha demostrado que existe una predisposicion dominante que confiere un
riesgo aumentado para el desarrollo de cancer de mama al estudiar los genes
BRCAL1 y BRCAZ2, las mutaciones en ambos se relaciona fuertemente con un
incremento dramatico en el riesgo de cancer de mama cuando existen
antecedentes familiares (menos del 5% de los casos), sin embargo, no
presentan la misma asociacion cuando se presenta la forma esporadica, pero
hay evidencia de que los polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP) muestran
una contribucion en el incremento del riesgo de cancer de mama esporadico.

[8.9]

Aunque el efecto de un SNP de forma individual es generalmente pequefio, el
efecto de una combinacion de SNP relativamente funcionales puede ser aditivo
0 sinérgico para contribuir al aumento de riesgo de cancer de mama, lo cual
puede ser explicado mediante epistasis, interaccion gen-gen y modelos
poligénicos que confieran mayor susceptibilidad al desarrollo de dicha

neoplasia.
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Un polimorfismo de nucleétido Unico de sus siglas en inglés SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) constituye una forma de variacion en la secuencia
del genoma que involucra una sola par de bases que es alternativa (T,C,G,A) y
que presenta una frecuencia de mas de 1% en la poblacion sin generar
directamente un fenotipo patolégico especifico. En principio, dos, tres o cuatro
nucleodtidos alternativos en cualquier locus en particular puede ser clasificado
como un SNP, unicamente cuatro diferentes SNP’s bialélicos existen: una
transicion (T/C) y tres transversiones (T/A, TI/G, C/G), las otras dos
sustituciones (A/G, A/C) son el complemento de la cadena representada por las
dos primeras indicadas (T/C, T/G). Se estima que el genoma en el ser humano
presenta cuatro a cinco SNPs por cada 1 000 bases, lo cual, si se calcula todo
el genoma humano, corresponde a mas de 10 000 000 de SNPs. Los SNP’s
contribuyen a la variacion fenotipica, por ejemplo presion arterial, metabolismo
de farmacos, susceptibilidad a enfermedades, de una forma que ain no se ha
comprendido totalmente. [13].

Los efectos fenotipicos de los polimorfismos se basan en efectos genéticos
directos, interacciones gen-gen asi como interacciones gen-ambiente,
afectando diferentes mecanismos de aumento o reduccion de transcripcion,
alteraciones postranscripcionales o actividad postraduccional, asi como

cambios en la estructura terciaria del producto proteico.

Actualmente el valor clinico que tienen los SNPs en el diagndstico de cancer de
mama es para considerar posibilidades de riesgo comparados con marcadores
tradicionales como son los antecedentes familiares e indice de masa corporal.
Por lo cual las consecuencias clinicas que su estudio ha generado repercuten
en el tipo de dieta de las pacientes, la optimizacion del indice de masa corporal,
la realizacion de ejercicio fisico, evitar el consumo de alcohol y ciertos
farmacos, como los anticonceptivos orales y terapias hormonales de
reemplazo, la participacion de las mujeres en programas de tamizaje para la
deteccion de cancer de mama esporadico entre las edades de 50 y 70 afos.
Medidas més drasticas como lo son la mastectomia radical o anejo con
tratamientos antineoplasicos no estan indicados al establecer un riesgo en

base al analisis de SNPs.
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Las asociaciones entre los SNPs y el cancer de mama esporadico
generalmente se realiza por estudios de asociacién, existen, sin embargo,
estudios de casos y controles anidados suficientemente grandes y prospectivos
como son el Nurses’ Health Study, The Physisicians’ Health Study y el
Framingham Offspring Study, dichos estudios han establecido varios SNPs
como pequeiios pero significantes factores de riesgo para el desarrollo de
cancer de mama esporadico, por ejemplo en el receptor de andrégenos, en el
receptor de progesterona, en el receptor de vitamina D y en genes que

intervienen en la reparacion del DNA.

Hefler y cols, encontraron mediante una investigacion de asociacion 10 SNP
involucrados en la via del metabolismo de estrégenos en 396 pacientes con
cancer de mama comparada con sus controles. Kaklamani demostraron una
alta evidencia de asociacion entre el cancer de mama y el SNP *GA en el factor
de crecimiento transformante b (TGFBR). En un meta-andlisis de siete estudios
de asociacion, ellos encontraron que las portadoras del polimorfismo
TGFBR1*62 presentaron un riesgo de desarrollo de cancer (OR 1.48; 95% CI
1.11-1.96) con efecto de dosis génica, siendo el riesgo mayor en homocigotas

gue en heterocigotas.

Diferentes estudios han demostrado la asociacion entre el cancer de mama
esporadico y polimorfismos, siendo los mas representativos: en el receptor de
androgenos el polimorfismo repetido CAG con un incremento de a 70% de
cancer de mama (OR 1.7; 95% CI 1.2-2.4); en el gen FOK1 (OR 1.34; 95% CI
1.06-1.69); en genes de reparacion de DNA XRCC1 Argl94Trp y XRCC2
Arg188His (OR 0.34; 95% CI 0.16-0.72).

En la tabla 1 se muestran los SNP que han sido reportados asociados a un

incremento en el riesgo de cancer de mama.
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Tabla 2. SNP relacionados con aumento de riesgo de cancer de Mama (BMC céncer 2006).

Existe dificultad en como identificar cuales de los miles de genes expresados
por una célula neoplasica tipica, solos o0 en combinacion, son los implicados en
el proceso neoplasico. La mayoria de los diferentes tipos de cancer tienen tal
cantidad de cambios moleculares que es dificil distinguir entre aquellos que son
criticos, en la progresién tumoral y aquellos que son por epifendmenos de
inestabilidad génica o anormalidades en la reparacion del DNA. Definir el
namero de genes implicados en diferentes procesos neoplasicos permitira
preguntar cuantos de ellos presentan una expreidons en un tejido o particular,
qué variacion existe en los niveles relativos de expresion, y cuantos de estos
genes se expresan de manera Unica en una célula, cuales son letales o cuales
esenciales. La identificacion de los eventos tempranos en la carcinogénesis
debe ser la mejor esperanza, asi sera posible identificar los eventos que

predisponen a otros cambios secundarios antes de que ocurran [60,61].

Genotipificacion de SNP.

El principal objetivo de la investigacidon en genomica es identificar genes que
contribuyen al desarrollo de alguna enfermedad en combinacién con ambiente
determinado. El conocimiento de dichos genes y su mecanismo molecular dara
lugar al desarrollo de mejores estrategias para métodos de prevencion,
diagnostico y tratamiento de diversas enfermedades, en este caso el cancer de

mama.
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Debido a las caracteristicas prevaimente descritas de los SNPs resultan
relativamente faciles de analizar en una forma automatizada. Una forma
automatizada lo constituyen los microarreglos. Un microarreglo de DNA se
integra por conjuntos de clonas de DNA diferentes colocados estratégicamente
en sitios separados en la superficie de un protaobjetos para microscopio
especificando coordenadas x,y precisas en una parrilla miniaturizada, con la

finalidad de hibridar secuencias blanco de algun tejido en especifico.

Actualmente existen dos métodos que son usados frecuentemente en el
analisis de SNP mediante microarreglos: microarreglos de oligonucleétidos de
hibridacion templada a fase sdlida (microarreglos en GeneChip); Microarreglos
de extension en primers de DNA (microarreglos APEX). Los méas usados son
los primeros descritos, por lo cual se describiran a continuacion. Los
microarreglos en GeneChip, distribuidos por Affymetrix (TM) utilizan dos
colores de hibridacion ensayo por ensayo para cada base. Mediante la
cohibridacion la secuencia de referencia y la secuencia blanco en conjunto es
posible observar sitios polimérficos en una pantalla mediante el analisis con un
software determinado, con lo cual es posible la identificacién del SNP y la base
normal.(Fig. 3y 4)
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Fig. 3. Procedimiento para la obtencion de Microarreglo de una secuencia de DNA de células
neoplasicas y células normales.
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Fig. 4. Microarreglo de una secuencia de DNA. (a) vista esquematica del portaobjetos de
microscopio dividido en 80 subarreglos. (b) Imagen de la fluorescencia de 16 subarreglos. (c)
imagen de fluorescencia de una reaccion, detectando el polimorfismo especifico.

Sistemas de analisis masivo

El conocimiento en el ambito molecular de los cambios necesarios para el
avance del cancer es una de las &reas de mayor desarrollo en la investigacion
biomédica actual, por lo que han surgido nuevas tecnologias utiles en la
comprension de enfermedades complejas como el cancer. Los métodos
tradicionales de la Biologia Molecular trabajan basicamente sobre un gen en un
experimento, esto es limitado ya que las interacciones de éste gen con otros
son dificiles de conocer, por lo que es necesario un analisis sistematico de los
patrones de expresion que permitan revelar funciones y rutas de los genes.
Métodos de analisis masivo como: el microarreglo (“Microarray”) que miden la
expresion de cientos a miles de genes simultdneamente (a veces referido como
perfiles de expresion génica), el andlisis serial de la expresion génica (SAGE),
aislamiento de secuencias expresadas (ETS's) o expresion diferencial
(“Differential display”), permiten estudiar el desarrollo neoplasico desde un
punto de vista integral [1,13,62,63].
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Perfiles génicos de expresion.

El perfil molecular, la clasificacibn de tejidos u otros especimenes para
propoésitos de diagndstico, pronostico y prediccion basados en la expresion de
multiples genes, es una tecnologia que da grandes promesas para optimizar el
manejo de pacientes con cancer. En teoria, este conocimiento puede llevar al
manejo individualizado y optimizado de los pacientes. Por ejemplo, la toxicidad
puede ser disminuida evitando terapias innecesarias en pacientes que podrian
tener un excelente pronostico sin tratamiento y en aquellos que no responderan
a regimenes disponibles [64]. Los estudios de analisis masivo se han utilizado
para redefinir la clasificacion del cancer, mediante la generacién de perfiles
moleculares de pacientes con cancer de mama. Existe una influencia del tipo
celular sobre los perfiles de expresion, cada célula posee una firma genética o

huella genética que les caracteriza [65].

Estos perfiles han revelado varios genes que son criticos en la progresion de
una célula normal en un fenotipo oncogénico, lo cual contribuye con una sub-
clasificacion de los tumores en nuevos grupos, en el prondstico, y en general
en el entendimiento del cancer. Los microarreglos son una tecnologia en
transicion de aplicacion de ciencia basica al uso en la clinica. Los microarreglos
pueden determinar la regulacion génica global de un individuo con cancer, lo
cual puede ser util en formular nuevos marcadores potenciales en el
diagnostico y la respuesta terapéutica, con una terapia de marcadores
individualizada para el paciente [1,14,66]. Por ejemplo, introducir genes en
tejidos especificos a manera de terapia y revertir padecimientos oncolégicos
[67].

En los dltimos afios varias publicaciones han descrito el uso de arreglos de
gran escala para perfilar diferencias en patrones de expresion entre cancer y
células normales, estos canceres incluyen linfoma [68], mama [13,69]
carcinoma de colon [70], préstata [71], cAncer gastrico [72]. Los resultados han
emergido con enorme Vvariabilidad en los patrones de expresion. Una
caracteristica distintiva descubierta en todos estos estudios es que, todos los

canceres de diferentes individuos difieren extensivamente en sus patrones de
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expresion, sin embargo los agrupamientos de los patrones de expresion que
fueron detectados, indican la existencia de sub-grupos de cancer lo cual difiere
en sus origenes celulares o estado de diferenciacion. Selecciones de arreglos
de alto rendimiento probablemente seran integrales a la patologia molecular

que sera creciente [69,73].

Perou et al, en el 2000, revisan el progreso en la investigacion que utiliza
patrones de expresion genética mediante microarreglos para distinguir subtipos
bioldgicamente significativos de tumores, y demuestran el adelanto que ha sido
hecho para desarrollar plantillas de perfiles dada la amplia diversidad de
tumores, lo cual puede reflejar un beneficio central para un prondstico
temprano y acertado. Existe una influencia del tipo celular sobre los perfiles de
expresion, aunque cada célula posee una firma genética que caracteriza a
éstos. La heterogeneidad celular de tumores sélidos (en donde diferentes
partes de un tumor pueden mostrar diferentes perfiles) permite la valoracion de
la contribucion relativa de los diferentes tipos celulares para un perfil global
[13].

Garcia et al, en el 2005, en un estudio con tumores solidos mediante
microarreglos de cDNA, desarrollan perfiles por diferencias o similitudes,
encuentran diferencias entre el diagnodstico histopatologico y los perfiles a nivel
molecular, en donde carcinomas mamarios etapa Il se comportan
molecularmente como carcinomas etapa lll y viceversa, ademas. Esto permite
conocer el estado del proceso celular, la co-expresion de genes y/o encontrar
nuevos genes que den pistas de ganancia o pérdida de funcién entre los

tumores y el tejido no neoplasico [73].

Justificacion y Planteamiento del Problema.

El cancer de mama es un problema de salud a nivel nacional, ya que ocupa el
segundo lugar como causa de muerte en mujeres mayores de 35 afios y se
espera que en la proxima década sea la principal causa de muerte de dicho

grupo poblacional en México. Aun cuando se conocen algunos genes y
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proteinas asociados al origen del cancer de mama con predisposicion
hereditaria, el origen y el desarrollo de todas formas de presentacion
esporadica son poco conocidas y estudiadas en nuestro pais.

El estudio de las neoplasias se ha dificultado debido a la gran heterogeneidad
histoldgica y clinica que presentan. La identificacion y el entendimiento de los
genes involucrados en estas patologias, sus interacciones génicas, las
alteraciones bioquimicas y genéticas resultan de trascendental importancia. A
partir de la informacion generada mediante perfiles de expresion es posible
continuar con la caracterizacion de esta enfermedad en el ambito molecular al
nivel de proteinas. El conocimiento en el ambito molecular de los cambios
necesarios para el avance del cancer es una de las areas de mayor desarrollo
en la investigacion biomédica actual. El uso de las metodologias gendmicas
planteadas en nuestro estudio permitirA conocer con precision estas
enfermedades y definir en un futuro posibles biomarcadores moleculares que

las caractericen.

Dado que el frecuente empalme alternativo esencial en la complejidad
fisiol6gica y que por otra parte, los efectos fenotipicos dependen de una sutil y
permanente interaccion de los factores genéticos con los ambientales, la
medicina post-gendmica permite generar catalogos completos y precisos de los
genes humanos y las redes de su regulacién. Una de las revoluciones de la
Medicina Gendmica y Post-GenOmica es el advenimiento de una atencion
preventiva plenamente individualizada, en la que se descifren los factores de
susceptibilidad genética y su interaccion con variables de indole ambiental. Con
relacion al cdncer no se han realizado estudios de este tipo y de esta magnitud
en nuestra poblacion. El presente protocolo de investigacion se avoca

originalmente a profundizar en estos aspectos con una orientacion preventiva.
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Pregunta de investigacion.

1. ¢Cudles polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs) estan presentes en

mujeres mexicanas con cancer de mama de presentacion esporadica?

2. ¢Los polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) presentes en el tejido
neoplasico mamario son los mismos encontrados en sangre periférica de
las mujeres con cancer de mama de presentacion esporadica

estudiadas?

Objetivos.

1. Determinar mediante microarreglos de genotipificacion los
polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) presentes en mujeres

mexicanas con cancer de mama de presentacion esporadica.

2. Determinar si los polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs)
presentes en el tejido neoplasico mamario son los mismos que se
encuentren en sangre periférica de las mujeres estudiadas con

cancer de mama de presentacion esporadica.
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DISENO DEL ESTUDIO.

Observacional.

Transversal.

METODOS.

El estudio se realizo en el laboratorio de Genética Molecular de la Unidad de
Investigacion Médica en Genética Humana del Hospital de Pediatria de Centro
Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, en
colaboracion con el Hospital de Oncologia del mismo complejo hospitalario. En
la cita de primera vez de la consulta externa de cancer de mama del Hospital
de Oncologia se explicé el protocolo de estudio y posterior a la firma de la carta
de consentimiento informado se realizaron los procedimientos que
posteriormente se describen. Se analizaron 50 tumores mamarios esporadicos,
virgenes a tratamiento, en cualquier estadio. Como control para los SNPs se
utilizo tejido adyacente sano de las mimas pacientes estudiadas. Las muestras
de tumores mamarios fueron obtenidas de las biopsias realizadas para estudio
histopatolégico de aquellas mujeres con sospecha de cancer de mama de
presentacion esporadica y posteriormente confirmados mediante estudio

histopatoldgico y marcadores tumorales especificos.

DISENO MUESTRAL.

Muestreo no probabilistico consecutivo de las pacientes que acudieron a la
consulta externa de cancer de mama en el Hospital de Oncologia, Centro
Médico Nacional Siglo XXl del Instituto Mexicano del Seguro Social, que

cubrieran los criterios de inclusion.

Tamafio de la muestra: 50 pacientes con cancer de mama esporadico en

quien se estudiara tejido mamario (tumoral y tejido adyacente sano)
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DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES.

Cancer de mama.

1. Definicion conceptual. Enfermedad neoplasica maligna del tejido de
la mama.

2. Definicion operacional. Enfermedad neoplasica maligna del tejido de
la mama diagnosticado mediante estudio histopatologico.

3. Tipo de variable. Cualitativa.

Escala de medicion. Nominal, dicotébmica.

Polimorfismo de nucledtido unico (SNP)

1. Definicion conceptual. Variacibn en la secuencia genémica que
involucra a un solo nucleétido y que presenta una frecuencia en la
poblacion de mas de 1%.

2. Definicion operacional. Variacion en la secuencia genOmica que
involucra a un solo nucleétido, que presenta una frecuencia de mas
de 1% de la poblacién en estudio.

3. Tipo de variable. Cualitativa.

4. Escala de medicion. Nominal, dicotdmica.

CRITERIOS DE INCLUSION.

1. Mujeres mayores de 18 afios con diagnostico de cancer de mama de
presentacion esporadica (Sin antecedentes familiares de céncer de
mama en 2 generaciones, asi como tampoco sindromes de cancer
familiar) en cualquier estadio y virgenes a tratamiento.

2. Que tuvieran al menos 3 generaciones previas en México.

3. Que aceptaran ingresar al estudio mediante firma de la carta de

consentimiento informado.
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CRITERIOS DE EXCLUSION.

1. Mujeres en quienes no fue suficiente el material otorgado en la biopsia

para la extraccion del DNA.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS.

Se trabajé con tejido fresco (tejido tumoral y tejido adyacente sano) de 50
pacientes que acudieron de forma consecutiva a toma de biopsia y/o manejo
quirdrgico de tumor mamario (cancer de mama esporadico) en el Hospital de
Oncologia de CMN Siglo XXI IMSS independientemente del estadio y
clasificacion. El traslado de los tejidos frescos (tejido tumoral y tejido adyacente
sano) fue en un contenedor de nitrégeno liquido y se almacenaré en
ultracongeladores a -80°C, se resguardé en el laboratorio de Genética
Molecular del Hospital de Pediatria, de la Unidad de Investigacion Médica en
Genética Humana, CMN SXXI. (Tabla 3).
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50

43
56
48
55
60
40
39
a4
36
33
52
35
34
a2
45
34
59
62
32
49
36
56
45
53
37
58
60
51

54
40
40
42

34
56
48
53
59
33
58
48
63
60
47
29
76
45
38
54
62
68

Muestra
CA Mama Izquierda
CA Mama Izquierda
CA Mama Derecha
CA Mama Derecha
CA Mama Derecha
CA Mama Izquierda
CA Mama Derecha
CA Mama Derecha
Ca Mama Derecha
Ca Mama lzquierda
CA Mama Derecha
CA Mama Derecha
CA Mama Izquierda
CA Mama Izquierda
CA Mama Derecha
CA Mama Izquierda
CA Mama Izquierda
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
C.A Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama izquierda
CA Mama derecha
CA Mama derecha
CA mamaizquierda
CA mamaizquierda

Tabla 3. Muestras de tumores estudiadas.

Clasificacion
T3NOMO
T3N1MO

T3BN1MO
T3NOMO
T4BN1MO
T3N1MO
T3NOMO
T3N1MO
T3N1MO
T4BNOMO
T2NOMO
T3N1MO
T2NOMO
T3N1MO
T3BN1MO
T2NOMO
T3N1MO
TANOMO
T3N1MO
T3NOMO EC 1B
ECIIIA
T2N2MO EC I11A
T2N2MO EC I11A
T2N1IMOEC 1B
T3N1IMOECIILA
T4BN2M1
TABN2MOECIII B
T4B NOMO EC
T3N2MO EC I11A
T2NOMO EC 1B
TABN1IMOECIIIA
T3N1IMOEC A
T3N1MO
T2N1IMOEC IIB
ECIIIA
T3N1IMOEC A
T3N1IMOEC A
TABN2MO EC 11IB
TABN2MO EC 11IB
TABN2MO EC 11
TABN1IMOEC I1IB
T3N1MO
T3NIMOECIIA
T3N2MO EC I11B
TABN2MO EC 11IB
T2NOMO EC 1A
T2N2MO
TINOMO
T3N1MO
T2N1MO
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Estudio histopatolégico
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante

Carcinoma intraductal
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma Lobulillar Infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma ductal infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma lobulillar
Carcinoma Canalicular infiltrante
Carcinoma Ductal infiltrante
Carcinoma Ductal infiltrante
Carcinoma lobulillar
Carcinoma Lobulillar Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Tubulolubulillar infiltrante
Carcinoma intraductal
Carcinoma tubular infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Canalicular infiltrante
Carcinoma intraductal
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Canalicular infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Canalicular infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Cambios celulares columnares
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma lobulillar
Carcinoma ductal infiltrante
carcinoma intraductal



Obtencion de DNA.

Para la extraccion de DNA a partir de tumor, se peso la muestra tanto de tejido
tumoral como de tejido adyacente sano, el tejido congelado fue colocado
posteriormente sobre un mortero, en presencia de nitrogeno liquido, utilizando
proteinasa K y el paquete comercial QlAamp DNA Mini Kit (Quiagen) siguiendo
las especificaciones del fabricante, donde fue molido, cortado y fraccionado en
pequefias piezas para obtener 20 mg de tejido correspondiente. Se llevd a
cabo la extraccion de DNA de tejido tumoral y adyacente sano en un sistema
automatizado para la purificacion de acidos nucleicos QIAcube (Quiagen),
asegurando concentraciones y pureza similar entre las muestras. Se verificaron
las concentraciones e integridad de las muestras de DNA, mediante
espectrometria (nanodrop technologies) y electroforesis en geles de agarosa.

Las muestras de DNA fueron almacenadas a —70<C, ha sta su uso.

Figura. 5. Electroforesis en gel de agarosa para verificacion de concentracion e
integridad de las muestras de DNA obtenidas.

25



Genotificacion.

Para determinar los polimorfismos de nucleotidos Unicos (SNP’s) se realizo en
el DNA Genomico previamente purificado, digestién, fragmentacion,
desnaturalizacion y marcaje, de acuerdo al protocolo del fabricante de los
microarreglos GeneChip Genome-Wide Human SNP Array 5.0 Nsp/Sty
(Affymetrix) con 500,000 SNPs. El marcaje e Hibridacion de los microarreglos
de SNP’s se llevd a cabo en una estacion de fluidos GeneChip Fluidics Station
450 (Affymetrix) y un horno de hibridacion GeneChip Hybridization Oven 640
(Affymetrix). La lectura de los chips se llevo a cabo en GeneChip Scanner 3000
7G (Affymetrix). Para el andlisis e interpretacion de datos se utilizaron los
siguientes programas para el almacenamiento de la informacion GCOS
administrator (Affymetrix) OrgAnizacion, adquisicion de imagen e andlisis inicial
de la informacion GCOS Manager y el GeneChip Operating Software
(Affymetrix). Para la entrega de la informacion, la visualizacion e interpretacion
biolégica fue obtenida con Data Mining Software y NetAffx Analysis Center
(Affymetrix).

VALIDACION.

Una vez obtenidos los datos de los polimorfismos mediante el analisis de
microarreglos GeneChip Genome-Wide Human SNP Array 5.0 Nsp/Sty
(Affymetrix) con 500,000 SNPs se seleccionaron aquellos que han sido
reportados en la literatura internacional asociados al riesgo para desarrollar
cancer de mama de presentacion esporadica, siendo elegidos por el OR
correspondiente tres SNPs, CASP8 D302H, PGR V660L y TGFB1 L10P.

Para la validacion de la presencia de los SNPs previamente descritos se
solicité al laboratorio UNIPARTS (MR) la sintesis de los primers especificos

para su identificacion (Tabla 4)
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IJH;? Sjﬂi’:ﬁl BS;?S Seguence Scale
1 Fomward caspd GCTTTGACCACGACCTTTGAAG 100nmo ke
2  Reverse caspd GTTACTGTGGTCCATGAGT TGO TAGAT 100nmoie
3 FAM piobe {defecisDy) CAAGCCCCACGATGACTGCACA 100nmo e
4  TET pmbe {detecis H) CAAGCCCCACCATGACTGCAGCA 100nmo e
5
6 FowandL TCCGEOCTOOGGCTGCTGCT 100nmoie
7 Fowand P TCCGEOCTAOGECTGCTGOC 100nmo ke
8 Reverse pamerlP GITGTGGGTTICCACCATTAGCACGC 100nmo ke
9
0  Forwand PR4 ATACGGTATCCATGACATGAG 100nmole
M Forward PR4 AAGTIATITICTIGCTAAATGIGIG 100 ie

Tabla 4. Secuencia especifica para la identificacion de cada SNP seleccionado.

Los primers fueron entregados en estado liofilizado por lo cual fueron
resuspendidos en agua desionizada (mili-Q) para llegar a un volumen total de
1nmol/L, posterior a la resuspension se obtuvo una reserva para trabajo a una
concentracion de 0.1 nmol (100 picomoles) al tomar 1 microlitro de cada
resuspesion y agregando 9 microlitros de agua mili-Q . para determinar la
integridad de las secuencias en la dilucion ya informada se realizo
electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 15 minutos a 90 Volts y se
observo la 6ptima integriad de los mismos (figura 6).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa pararificacion de la integridad de las
secuencias de primers a una concentracion de ML nm

ANALISIS ESTADISTICO Y DE BIOINFORMATICA

La informacién obtenida de cada tumor y tejido adyacente mediante
genotipificacion se analizé con las herramientas bioinforméticas basadas en
algoritmos y programas de andlisis estadistico desarrollados para estos
protocolos con el software de las plataformas de los microarreglos el GeneChip
Operating Software (Affymetrix) y bases de datos conocidas y disponibles en la
red (p.e. KEGG2SBML, SBO, NCBI, SWISS PROT, ENS).
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RESULTADOS.

Posterior al andlisis mediante las herramientas bionformaticas basadas en
algoritmos para la plataforma de microarreglo GeneChip Genome-Wide Human
SNP Array 5.0 Nsp/Sty (Affymetrix) con 500,000 SNPs se determinaron mas de
3000 posibles variables entre las secuencias de DNA correspondientes a tumor
y las correspondientes a tejido sano adyacente. Con dichos resultados se
considero la necesidad de validar aquellas secuencias que se encontraron en
el tejido tumoral y que han sido reportadas en otros estudios a nivel
internacional como SNPs que confieren riesgo para el desarrollo de cancer de
mama eligiendo SNPs, CASP8 D302H, PGR V660L y TGFB1 L10P. Las

secuencias han sido previamente referidas en la metodologia.

Con la validacién esperamos confirmar la presencia de los polimorfismos
previamente descritos tanto en estado homocigoto como en heterocigoto, con
lo cual posteriormente al ampliar el tamafio de muestra en un proyecto en el
cual se intentara contar con un tamafio de muestras que sea representativo de
la zona norte, centro y sur de la Republica Mexicana podremos establecer OR
especificos para cada SNP y su asociacion con el riesgo de desarrollo de

cancer de mama de presentacion esporadica.

CONCLUSIONES.

Con el presente estudio demostramos la alta variabilidad gendmica que existe
entre el tejido mamario que ha desarrollado neoplasia y el tejido adyacente
sano, con lo cual resulta imperativo considerar a la inestabilidad gendmica

como un factor determinante para los cambios ya descritos en los resultados.

Existen diferentes estudios en los cuales se le atribuye a la inestabilidad
genodmica como la causa principal del desarrollo del cancer en todas sus
variedades, sin embargo la dificultad subyace en el hecho de conocer el
momento en el cual comienza dicha inestabilidad y mas aun demostrar cuales
son los factores que pueden incidir en la misma, ya que no todos los cambios

encontrados en el tejido neoplasicos son constitutivos, hemos demostrado que
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algunos de los SNPs se presnetan de forma constitutiva sin embargo la
mayoria de los mismos se generd en el sitio del desarrollo de la neoplasia. Lo
anterior tiene grandes retos de estudio y analisis para comprender si existen
cambios gendmicos constitutivos que por si mismos provean de un factor de
riesgo totalmente determinable para que en etapas ulteriores existan mayores
posibilidades de inestabilidad gendmica tejido y tiempo especifico y origen en
consecuencia la alteracion del ciclo celular que conlleve de forma invariable al

desarrollo neoplasico.
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Carta de Consentimiento Informado.

México D.F. a de de 200

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado Andlisis de
Polimorfismos de Nucle6tido Unico Presentes en Canc  er de Mama de Presentacion
Esporadica en Mujeres Mexicanas Derecho-habientes d el Instituto Mexicano del Seguro
Social. Registrado ante la CNIC con el nUmero . El objetivo del estudio es Determinar
mediante microarreglos de genotipificacion los polimorfismos de nucleotido Gnico (SNPs)
presentes en mujeres mexicanas con cancer de mama de presentacion esporadica. Se me ha
explicado que mi participacion consistirda en otorgar una muestra de tumor mamario
aproximadamente de 100 mg y tejido adyacente sano posterior a la biopsia o reseccién del
tumor dentro de mi plan de manejo en el servicio de la Clinica de Cancer de Mama del Hospital
de Oncologia de Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS, ambas muestras de tejido seran
utilizadas para el andlisis de los polimorfismos (variantes genéticas) que puedan existir en mi
informacién genética y que se puedan relacionar con mi padecimiento (cancer de mama de
presentacion esporadica), estoy informada de que los datos que se obtengan seran
confidenciales, sin que se revele mi identidad en ningin momento ni en las publicaciones que
deriven del mismo y su uso se limitara para los fines de ésta investigacién. Asi mismo he sido
informada de que el tejido podra ser resguardado para futuras investigaciones relacionadas con
este proyecto, todo bajo las mismas normas de confidencialidad. El resultado del estudio se me
otorgara siempre y cuando yo lo solicite teniendo la seguridad de que contaré con
asesoramiento genético.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna y responder
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se
llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

Nombre y Firma de la Participante.

Dr. Carlos Alberto Yam Ontiveros.

Médico Genetista.
Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana Hospital de Pediatria Centro
Médico Nacional Siglo XXI IMSS. Tel. 56 27 69 45. Tel Cel. (044) 55 30 56 47 48.

Testigo Testigo
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