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RESUMEN

Antecedentes. El cancer de mamaes € tumor maligno mas frecuente en el mundo. En México en 2010,
ocupo € primer lugar como causa de muerte por cancer en mujeres mayores de 35 afios de edad. Laforma
esporadica congtituye €l 80% de los casos y estd asociada frecuentemente a tipo intraductal. Se ha
reportado en algunos estudios en poblaciones europeas, que la presencia del polimorfismo de nuclebtido
anico p.V660L, en € gen que codifica para € receptor de progesterona, se encuentra asociado a un
incremento en € riesgo para desarrollar cancer de mama. Sin embargo, hay mucha variabilidad en los
resultados publicados a respecto, debido a que existen reportes aparentemente contradictorios en la
literatura donde no se ha podido establecer dicha asociacion.

Objetivo: Determinar si existe asociacion entre € polimorfismo p.V660L en e gen del receptor de
progesterona y €l riesgo para €l desarrollo de cancer de mama de presentacion esporadica en mujeres
mexicanas.

Tipo de estudio: Casosy controles.

M étodos: Se incluyeron en el estudio 101 casos con cancer de mama esporadico y 99 controles, previa
firma de consentimiento informado. Los casos fueron mujeres con diagnéstico de cancer de mama
esporadico, con confirmacién histopatol gica. Los controles fueron mujeres libres de cancer de mama al
momento de la inclusion en e estudio, lo cual fue confirmado por mastografia. A ambaos grupos se les
tomd6 5 ml de sangre periférica para la extraccion de DNA. Posteriormente, se realiz6 PCR en tiempo rea
(discriminacion alélica) empleando sondas TagMan para la genotipificacion del polimorfismo p.V660L
del gen del receptor de progesterona.

Analisis estadistico: Se realiz6 estadistica descriptiva con frecuencias y porcentajes para las variables
cualitativas y para las variables cuantitativas medidas de tendencia central (media o mediana) y dispersion
(desviacion estdndar o minimos y maximos). Para la prueba de asociacién de las variables cualitativas, se
realiz6 prueba de chi cuadrada o prueba exacta de Fisher; las variables cuantitativas con distribucién
normal se analizaron aplicando la prueba de T de Student, y para las variables cuantitativas con
distribucion libre prueba de U de Mann Whitney. Regresion logistica multivariada para determinar €l
impacto de cada una de las variables sobre la presencia de cancer de mama esporadico.

Resultados: Nuestro estudio no mostré una asociacion entre € ser portador del alelo polimérfico T tanto
en forma homocigota (TT; p=0.97; OR=1.02 con IC 95%: 0.14-7.49) como heterocigota (TG; p=0.62,
OR=1.14 con IC 95%: 0.65-2.00), y un incremento en €l riesgo para desarrollar cancer de mama
esporéadico. Nuestros resultados revelan que la edad mayor a 50 afios y el tiempo de tabaquismo mayor a
20 afios fueron factores de riesgo para desarrollar cancer de mama, mientras que la lactancia durante 12

meses 0 mas fue un factor protector.



Conclusiones: Nuestros datos indican que no hay una asociacion entre la presencia del polimorfismo
p.V660L y e aumento en el riesgo para desarrollar cancer de mama esporédico. Ademés, en este estudio
corroboramos los datos que indican que la edad y e tabaquismo son factores de riesgo para e desarrollo
del cancer de mamay que lalactancia es un factor protector.



I. ANTECEDENTES

Cancer demama.

El cancer de mama (CaM) es @ tumor maligno mas frecuente en e mundo; se estima que a afio, se
diagnostican 1.38 millones de casos nuevos en mujeres. En el afio 2008, esta neoplasia represent6 el 23%
del total de tipos de cancer diagnosticados en mujeres a nivel mundial y € 14% del tota de muertes por
céncer.! Actuamente, el CaM es d tipo de cancer mas comin tanto en paises desarrollados como en
paises en vias de desarrollo™. Su tasa de incidencia varia de una region geogréfica a otra, siendo de 19.3
por cada 100,000 mujeres en el este de Africaa89.7 por cada 100,000 mujeres en el oeste de Europa. Con
base en lo reportado, se ha observado gue las tasas de incidencia son més atas (mayores a 80 por cada
100,000 mujeres) en paises desarrollados (excepto Jap6n) y bajas en la mayoria de los paises no
desarrollados (menores a 40 por cada 100,000 mujeres). El rango de tasas de mortalidad es mucho menor,
aproximadamente de 6 a 19 por cada 100,000 muijeres, debido alas tasas de sobrevivencia mas favorables
en paises desarrollados, a pesar de tener las incidencias mas altas. Como resultado de lo anterior, € cancer
de mama ocupa € quinto lugar como causa de muerte por cancer a nivel mundial, pero todavia es la
principal causa de muerte por cancer en mujeres tanto en paises desarrollados como en paises en vias de
desarrollo™?.

En e 2010, € cancer de mama ocupd el primer lugar como causa de muerte por cancer en mujeres
mexicanas mayores a 35 afios de edad, con unatasa de mortalidad del 17% *. En el 2011, de |as personas
con cancer de 20 afios y mas, 30 de cada 100 mujeres tuvieron cancer de mamay en ese mismo afo, la
principal causa de egreso hospitalario en las mujeres por tumores malignos se debi6 a cancer de mama
(29.6%). En las mujeres, el cancer de mama es la primera causa de morbilidad hospitalaria, presentdndose
57 de cada 100 casos en € grupo de edad de 40 a 59 afios. Durante € afio 2012, el cancer de mamafue la
segunda causa de muerte entre las mujeres con cancer de 20 afios y mas (15.38 de cada 100 mil mujeres de
esa edad)®. Segln los datos reportados por e registro histopatoldgico de neoplasias malignas de la

Secretaria de Salud, latendencia va en aumento.



En relacion al tipo de cancer mamario, € que se asocia con mas frecuencia a la forma esporédica de
cancer de mama es el cancer intraductal. La forma esporédica de cancer de mama, es decir, aquella en la
cual no se presentan factores familiares asociados o hereditarios clésicos, es la presentacion mas frecuente
de esta neoplasia, constituyendo aproximadamente el 80% del total de casos a nivel mundial, y los casos
restantes se distribuye entre los casos de agregacion familiar (15-20%) y de sindromes de cancer
hereditario especificos (5-10%) asociados con este tipo de tumor y otros. Se estima que e 15 a 20% de
mujeres con cancer de mamatienen historia familiar de la enfermedad™®.

En el caso del cancer de mama, existen estudios contundentes mediante los cuales se ha demostrado un
riesgo aumentado de desarrollar este tipo de céncer cuando existe la interaccién con factores como
anticonceptivos hormonales, nuliparidad, menarca prematura, edad avanzada, tabaquismo y obesidad,
entre otros”®. Son pocos los casos en los cuales contamos con mutaciones especificas que conducen
invariablemente a un riesgo mucho mayor para el desarrollo de la patologia, como es el caso de sindromes
de céncer hereditario por mutaciones en genes que controlan el ciclo celular®.

El CaM se estadifica mediante la clasificacion TNM propuesta por el American Joint Committe on Cancer
(AJCC), modificado por dltima vez en 2002. Este sistema de estadificacion esta basado en factores
anatémicos como son el tamafio del tumor, la presencia de metastasis a ganglios linféticos y de metastasis
adistancia, que una vez identificados permiten clasificar alas pacientes en grupos por estadio clinico™.
Histol6gicamente, el CaM se divide en in situ (ductal y lobular) e invasivo, siendo el mas frecuente €
carcinoma invasivo sin un tipo especial. Los otros tipos de tumor son tipos morfol dgicamente diferentes
que incluyen e lobular invasivo, tubular, mucinoso, carcinoma metapldsico y carcinoma con
caracteristicas medulares, neuroendocrinas o apocrinas™.

En todos los carcinomas de mama invasivos, independientemente del tipo histol6gico debe establecerse e
grado histol6gico ya que es un factor prondstico muy importante. El sistema més utilizado para esto es €
de Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston y Ellis. En este sistema, el puntgje se asigna de
acuerdo a la proporcion de formacion de tubulos correspondiendo un punto si € 75% o més del tumor
presenta tubulos, dos puntos si €l 10-75% del tumor tiene formacion de tdbulosy 3 puntos si la formacion

5



de tubulos es menor a 10%; € grado nuclear, otorgandose un punto s € nlcleo es pequefio pero muy
similar a un nicleo normal, dos puntos s €l nlicleo es mayor que uno normal y presenta cromatina en
grumos y 3 puntos cuando el nulcleo tiene una variacion marcada en forma, tamafio y patréon de la
cromatina con dos 0 més nucléolos; e nimero de mitosis, asignandose un punto para 0-9 mitosis por 10
campos de gran aumento, dos puntos para 10 a 19 mitosis y tres puntos para 20 0 mas mitosis. El puntgje
total permite conocer el grado histolégico; para un puntgje de 3 a 5 corresponde € grado 1 (tumor mas
diferenciado), para un puntgje de 6-7 corresponde el grado 2 y para un puntge de 8-9, el grado 3 (menos
diferenciado)™.

De forma rutinaria en la préctica clinica se utilizan biomarcadores como ER (receptor de estrogenos), PR
(receptor de progesterona) y HER2/Neu (miembro de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico 2). Estos biomarcadores permiten predecir la respuesta del tumor con la terapia hormonal y
también se utilizan como factores prondsticos para recurrenciay desenlace alargo plazo. Cerca de 80% de
los tumores de mama son ER positivos y aproximadamente € 77% de los tumores ER y PR positivos
responden a terapia hormonal con tamoxifeno o inhibidores de aromatasa. Sin embargo, 40% de los
tumores de mama son ER positivos y PR negativos, |o que conlleva a que € tumor responda menos a la
terapia hormonal. En cuanto a HER2, € 13 a 20% de los tumores de mama son positivos y, de este
porcentaje, aproximadamente la mitad son negativos a ER y PR; cuando este biomarcador se encuentra
positivo es un factor de mal prondstico y permite predecir una buena respuesta a tratamiento sistémico
con trastuzumab, €l cual es un anticuerpo monoclonal especifico anti-HER2. Aproximadamente 10 a 15%
de los tumores de mama son negativos para ER, PR y HER2 por |0 que se denominan triple negativo™*2.
Con base en estos biomarcadores antes mencionados y algunos otros nuevos biomarcadores como Ki-67,
el cua es una proteina nuclear que se expresa Unicamente en células en proliferacion, o citoqueratinas
CK5/6 y CK14 que se expresan normalmente en el compartimiento celular mioepitelial/basal en la mama
normal, se ha podido establecer una clasificacion molecular del CaM con €l uso de perfiles de expresion
génica obtenidos mediante microarreglos. Esta clasificacion comprende los subtipos lumina A y B,

similar d basal, HER2 positivo, similar a normal y bajo en claudina™**. Sin embargo, ya que el uso de
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perfiles de expresion génica para clasificar el CaM es de utilidad limitada en la préactica clinica diaria
debido a costo y a tiempo que se necesita para llevar a cabo los microarreglos, varios grupos han
intentado redizar esta clasificacion molecular mediante inmunohistoquimica utilizando como
biomarcadores principalmente ER, PR, HER2, asi como Ki-67, CK5/6 y EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico)™®. El subtipo luminal se caracteriza por ser ER positivo. Especificamente el
luminal A corresponde a tumores de bajo grado, PR positivo, HER2 negativo; mientras que el luminal B
abarca tumores de ato grado, PR positivo o negativo, HER2 negativo o positivo y Ki-67 elevado, por lo
que este Ultimo biomarcador permite diferenciar entre luminal A y luminal B. Las pacientes con tumor
subtipo luminal A tienen mejores tasas de supervivencia comparadas con pacientes con tumores de otros
subtipos. El subtipo similar al basal se caracteriza por la expresion de CK5/6, CK14, EGFR y ser triple
negativo, siendo la mayoria de grado histolégico 3 y con un comportamiento clinico agresivo. El subtipo
HER2/neu positivo se caracteriza por la sobreexpresion de este oncogén, la cual se asocia a un ato grado
histolégico en € tumor, baja expresion de ER y PR y mal prondstico en las pacientes; este subtipo es
particularmente resistente a la terapia hormonal independientemente del estado de los receptores

hormonales, pero responde bien al tratamiento con trastuzumab™ 2,

Riesgo de cancer de mama esporadico y polimorfismos de nucleétido Gnico.

Se ha demostrado que existe una predisposicion con modelo de herencia autosdmico dominante que
confiere un riesgo incrementado para € desarrollo de CaM al estudiar 1os genes de cancer de mama 1 de
inicio temprano (BRCAL) y de cancer de mama 2 de inicio temprano (BRCA2). Mutaciones en estos genes
se relacionan fuertemente con un incremento en € riesgo de CaM en presencia de antecedentes
heredofamiliares compatibles con e sindrome de cancer de mama-ovario (menos del 5% de los casos de
cancer de mama); sin embargo, no se ha observado la misma asociacion cuando se presenta la forma
esporédica de CaM>®°. Por el contrario, existe evidencia de que los polimorfismos de nucledtido tnico

(SNP) muestran una contribucién en e incremento del riesgo de CaM esporéadico™.



Un polimorfismo de nucledtido Unico, por sus siglas en inglés SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
constituye una forma de variacion en la secuencia del genoma que involucra un solo par de bases que es
aternativo (T,C,G,A) y gue se presenta con una frecuencia mayor a 1% en la poblacion, sin generar
directamente un fenotipo patol dgico especifico™. En principio, dos, tres o cuatro nucledtidos aternativos
en cualquier locus en particular puede clasificarse como un SNP; Unicamente cuatro diferentes SNPs
bialélicos existen: unatransicion (T/C) y tres transversiones (T/A, T/G, C/G), las otras dos sustituciones
(A/G, AIC) son e complemento de la cadena representada por |as dos primeras indicadas (T/C, T/G). Se
estima que e genoma del ser humano presenta de cuatro a cinco SNPs por cada 1,000 bases, lo cud, s se
extrapola atodo el genoma humano, corresponde a mas de 10, 000, 000 de SNPs. Los SNPs contribuyen a
la variacion fenotipica; por gemplo, metabolismo de farmacos y susceptibilidad a enfermedades, entre
otros'®"

El efecto fenotipico de los polimorfismos se basa en efectos genéticos directos, epistasis e interacciones
gen-ambiente, afectando distintos mecanismos de aumento o reduccion de la transcripcion, alteraciones
postranscripcionales o actividad postraduccional, asi como cambios en la estructura terciaria del producto
proteico™*®,

Aungue € tamafio del efecto de la mayoria de los SNPs de forma individual no es tan ato, ya que se han
descrito asociados a valores de OR menores a 1.5, la combinacién del efecto de un grupo de SNP puede
ser aditivo o sinérgico para contribuir a aumento del riesgo para desarrollar CaM. Lo anterior puede ser
explicado mediante epistasis, epigenética y modelos poligénicos que confieran mayor susceptibilidad a
desarrollo de dicha neoplasia™*®.

Actualmente, el valor clinico que tienen los SNPs en e diagnéstico del CaM es para considerar
susceptibilidad para e desarrollo de este tipo de cancer y estimar un riesgo, en adicion a marcadores
tradicionales como son los antecedentes familiares e indice de masa corporal. Por lo cud, 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 redizacion de giercicio fisico, evitar el consumo de acohol y

ciertos farmacos, como los anticonceptivos orales y terapias hormonales de reemplazo y la participacion
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de las mujeres en programas de tamizaje para la deteccion de CaM esporédico entre los 50 y 70 afios.
Medidas més drasticas, como serian la mastectomia profilactica o quimioprevencién con moduladores
selectivos del receptor de estrégenos (tamoxifeno), no estén indicados al establecer un riesgo con base en
el andlisis de SNPs™8%,

De acuerdo con e metaandlisis realizado por The Breast Cancer Association Consortium (2006), se
establecio que tras el andlisis estadistico de una serie de trabajos publicados donde habia encontrado un
riesgo incrementado al asociar ciertos polimorfismos con el desarrollo de CaM, Unicamente cinco SNPs
fueron estadisticamente significativos: p.D302H en e gen CASP8 (Peptidasa de cisteina asociada a
apoptosis, caspasa 8), ¢.-202C>A en € gen IGFBP3 (Proteina 3 de unién al factor de crecimiento similar
a insulina), p.V660L en & gen PGR (Receptor de progesterona), p.V16A en & gen SOD2 (Superoxido
dismutasa 2) y p.L10P en & gen TGFBI1(Factor transformante de crecimiento, beta 1), con una
significancia estadistica |imite con valores de p= 0.016, 0.050, 0.047, 0.056 y 0.0088, respectivamente®.
Este metaandlisis es una referencia importante ya que englob6d 16 SNP que previamente habian sido
estudiados buscando su asociacion con CaM y analizé los resultados de por o menos tres estudios
llevados a cabo con anterioridad para cada SNP, incluyendo en el andlisis 8187 sujetos controles y 7593

casos, aunque la mayoria pertenecian a poblacidn caucasica.

Receptor de progesterona

Con respecto a gen del receptor de progesterona (PGR), también llamado NR3C3 (receptor nuclear,
subfamilia 3, grupo C, miembro 3), se locdiza en la region 11g22.1 y codifica para € receptor de
progesterona, e cual estainvolucrado en e desarrollo sexual femenino y la actividad reproductiva®™.
Todas la funciones mayores de la progesterona estan mediadas por las dos isoformas del receptor de
progesterona, PRA y PRB, las cuaes son factores de transcripcion dependientes de ligando. PRB difiere
de PRA por la presencia de 164 aminoécidos adicionales en la region N-terminal. La parte restante es
idéntica para ambas proteinas y consiste en el dominio de unién a DNA (DBD) y el dominio de union a
ligando C-terminal (LBD)*?. Funcionalmente, PRB es un activador transcripcional més poderoso que
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PRA; mientras que PRA puede actuar como supresor de PRB y de otros receptores nucleares. Estudios en
model os murinos knockout demostraron que ratones sin expresion de PRA tenian un desarrollo glandular
mamario normal a diferencia de los ratones sin expresion de PRB, los cuades tuvieron un desarrollo
glandular mamario disminuido®.

El gen PGR comprende ocho exones y siete intrones (A-G) (Figura 1). Una variante polimérfica de este
gen, PROGINS consiste de una insercion Alu PV/HS-1de 320 pb en € intron G y dos polimorfismos de
nucledtido simple. EI SNP ¢.3432G>T afectaa exén 4 y causa una sustitucion de aminoacido anivel dela
proteina (p.V660L), y e SNP ¢.3764C>T afectaa exdn 5y ocasiona un cambio sinénimo o silencioso
p.H770H. Cualquiera de estas tres variantes ha sido considerada como un marcador de la presencia de las

otras dos, ya que se ha reportado que | as tres se encuentran en un perfecto desequilibrio de ligamiento®’.

AF3 AF1 AF2

1 165 — 552 632 687 e— 933

A

Figura 1. Estructura del gen PGR. (Modificado de Misrahi y colaboradores, 1993 y Hill y colaboradores, 2012). Se observan las
regiones 5’UTR y 3’UTR sefialadas en los recuadros verdes, asi como los sitios de inicio de transcripcion para las isoformas A y
B (flechas rojas). rPR: receptor de progesterona, LBD: dominio de union a ligando, DBD: dominio de unién a DNA, NTD:

dominio amino-terminal, h: dominio en bisagra. AF1, AF2 y AF3: funcion de activador transcripcional.




Considerando |as posibles consecuencias funcional es de cada una de estas tres alteraciones que conforman
el polimorfismo PROGINS, Unicamente la insercién Alu y la sugtitucion del aminoacido p.V660L se
espera que afecten lafuncidn del receptor, ya que el cambio sinénimo o silencioso (p.H770H) no se espera
que altere las propiedades de la proteina porque no origina un cambio de aminoacido. Sin embargo, se
conoce gue los genomas en procariotas y eucariotas presentan un sesgo en € uso de codones para la
traduccién; es decir, utilizan algunos codones con més frecuencia que otros en correlacion con la
abundancia de las moléculas de tRNA isoaceptoras o que conlleva a optimizar la eficiencia de la
traduccién; por lo que a generarse un coddn de uso poco frecuente, podria influir en los niveles de
expresion génicay disminuir la eficiencia de la traduccion®. Con respecto a los SNPs (¢.3432G>T en
exdn 4 o e ¢.3764C>T en el exdn 5), se sabe gque el procesamiento del RNA no esta influenciado por los
dos. Se ha encontrado que ni e plegamiento del RNA, ni los sitios de unién para complejos de
ribonucleoproteinas involucrados en la maduracion del mRNA estan afectados por estos dos SNPs. Varios
autores han indicado que las inserciones Alu pueden ser de relevancia funcional con respecto a la
metilacion del DNA en las islas CpG, transcripcion génica y union a factores de transcripcion®. Por lo
tanto, lainsercion Alu en € intron G puede afectar la transcripcion y maduracién del pre-mRNA, mientras
gue en un estudio llevado a cabo por Agoulnik y colaboradores en € 2004 mediante caracterizacion
funcional del receptor de progesterona mutado mostrd que la sustitucion del aminoécido p.V660L tiene
una mayor actividad transcripcional comparado con el receptor de progesterona silvestre y que la
mutacion estabiliza a ambas isoformas?’. El mRNA maduro no contiene € intrén polimérfico G (con o sin
el elemento Alu); sin embargo, e mRNA transcrito a partir del aldlo PROGINS puede distinguirse del
transcrito procedente del alelo silvestre porque todavia contiene los dos SNPs en € exén 4y 5 que se
encuentran en desequilibrio de ligamiento®?’.

Existen varios estudios en la literatura, que han tratado de establecer una asociacion entre SNPs en el gen
PGR (especificamente e polimorfismo p.V660L) y € desarrollo de CaM. Sin embargo, los resultados
derivados de dichos estudios difieren unos de otros y por lo tanto no son concluyentes. En algunos de

estos estudios, como en € realizado por Spurdlie y colaboradores en 2002, €l cua consistio en un estudio
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de casos y controles en mujeres australianas, no se encontrd evidencia de un incremento en €l riesgo para
el desarrollo de CaM asociado con los genotipos GT o TT comparado con el genotipo comin GG. Los OR
(odds ratio o razon de momios) fueron 0.97 (IC 95%, 0.79-1.19) y 1.52 (IC 95%, 0.87-2.66),
respectivamente (p=0.8 y 0.1)*. De igual manera, Fabjani y colaboradores (2002), no encontraron
diferencias significativas entre las frecuencias aélicas de las portadoras del polimorfismo PROGINS
(23.2%) y del grupo control (26.4%), lo cual indica que dicho polimorfismo no se encuentra asociado con
aumento o disminucion del riesgo de desarrollar este tipo de cancer™. Asimismo, en 2008 Johnatty y
colaboradores, publicaron un estudio en el que no observaron un aumento significativo para el riesgo de
desarrollar CaM a comparar a las pacientes homocigotas para € alelo silvestre. Los OR de las pacientes
heterocigotas para el alelo polimérfico y para las pacientes homocigotas para el alelo polimérfico fueron
de 1.06 (IC 95%, 0.97-1.15) y de 1.05 (IC 95%, 0.75-1.49)*. Por su parte, en los Estados Unidos,
Diergaarde y colaboradores (2008) condujeron un estudio de casos y controles en mujeres
postmenopausicas. Segun sus resultados, ninguno de los polimorfismos estudiados, por si mismo, estuvo
asociado con € riesgo de padecer CaM; sin embargo, observaron una relacion estadisticamente
significativa (p=0.01) entre & polimorfismo p.V660L y & uso de estrégenos y progesterona, incluso en
mujeres heterocigotas para dicho polimorfismo®. Por otro lado, Romano y colaboradores en 20086,
reportaron que la frecuencia de mujeres portadoras del alelo A2 era similar comparado con las mujeres
controles (26.9% y 21.7%, respectivamente), pero no encontraron diferencia estadisticamente significativa
entre un grupo y otro™.

En & afio 2000, Wang-Gohrke y colaboradores realizaron un estudio de casos y controles en mujeres
alemanas de edad igual 0 menor a 50 afios. Ellos encontraron que € riesgo de cancer de mama estaba
disminuido en mujeres portadoras del alelo PROGINS. El OR gjustado por edad y region estudiada fue de
0.76 (I1C 95%, 0.58 —1.00) para €l ae€lo silvestre (homocigotas A1/AL); comparado con esto, el OR para
heterocigotas A1/A2 y homocigotas A2/A2 para el aelo polimérfico fue de 0.82 (IC 95%, 0.62-1.08) y

0.27 (1C 95%, 0.10-0.74) respectivamente, sugiriendo un efecto dosis génica parael alelo A2%.
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De manera similar, en 2006, Pooley y colaboradores llevaron a cabo un estudio de casos y controles en
mujeres del Reino Unido, buscando una probabl e asociacion entre varios SNPs en € gen PGRYy €l riesgo
de desarrollar CaM. Encontraron que solo un SNP se encontraba significativamente asociado con un
riesgo aumentado de desarrollar cancer de mama, € polimorfismo p.V660L. El OR para heterocigotos VL
fue de 1.13 (IC 95%, 1.03-1.24) y para homocigotos LL el OR fue 1.30 (IC 95%, 0.98-1.73), con una p=
0.008 y p= 0.002, respectivamente®. En India, Govindan y colaboradores realizaron un estudio en el 2007
donde observaron una frecuencia alélica del polimorfismo PROGINS de 14.6% en mujeres con cancer de
mama, comparado con 5.5% en mujeres sanas, indicando que € polimorfismo PROGINS esta
significativamente asociado a desarrollo de céncer de mama (OR: 2.91, IC 95%: 1.14-7.43)%.

Como se puede observar en o mencionado anteriormente, hay mucha variabilidad en los resultados que se
han publicado a la fecha con respecto a la asociacion entre e polimorfismo p.V660L y el riesgo de
desarrollar CaM. Es por eso, y debido a que dicho polimorfismo se presenta con una frecuencia elevada en
otros estudios de asociacion que fue considerado como relevante para la poblacion mexicana, por la ata
variabilidad genética que puede existir en nuestra poblacién.

Diversos estudios han demostrado que aunado a propio riesgo que presenta cada polimorfismo por
separado para € desarrollo de CaM € efecto aditivo de los mismos confiere un aumento en la
significancia para desarrollar esta neoplasia de forma esporadica en varios grupos étnicos. Asimismo, cada
polimorfismo puede presentar un comportamiento relativamente variable a través de las poblaciones
estudiadas, ya que la interaccién entre los genes y sus variantes polimorficas responden de forma
ciertamente diversa para determinadas patol ogias en diferentes grupos étnicos™ 49,

Laidentificacion y € entendimiento de los genes involucrados en € establecimiento y desarrollo del CaM,
sus interacciones génicas, las ateraciones bioquimicas y genéticas resultan de trascendental importancia
no sblo para la comprensién del proceso etiolégico, sino también para comenzar a formular estrategias
terapéuticas, pero principamente preventivas que nos orillen a limitar cada vez més la progresion de la
patologia y la mortalidad ocasionada por la misma. En América Latina y en México, existen pocos

estudios de asociacion entre polimorfismos y CaM, agunos estudios sugieren Unicamente la presencia de
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ciertos polimorfismos en e cancer de mama realizando una gran consideracion a efecto aditivo y de

interaccion entre polimorfismos de genes implicados™.
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[I.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaM es el tumor maligno mas frecuente en el mundo tanto en paises desarrollados como en paises en
vias de desarrollo. En México, en e 2010, ocup6 € primer lugar como causa de muerte por cancer en
muj eres mexicanas mayores de 35 afios de edad, con una tasa de mortalidad del 17%".

El estudio de las neoplasias se ha dificultado debido a la gran heterogeneidad histolégica y clinica que
presentan. La identificacidén y el entendimiento de los genes involucrados en e CaM, sus interacciones
génicas, asi como las alteraciones bioquimicas y genéticas resultan de trascendental importancia no sélo
para la comprension del proceso etiolégico, sino también para comenzar a formular estrategias
terapéuticas, pero principamente preventivas que nos orillen a limitar cada vez més la progresion de la
patologiay la mortalidad ocasionada por la misma.

El conocimiento en € dmbito molecular de los cambios necesarios para € desarrollo del CaM de forma
esporédica, es una de las areas de mayor desarrollo en la investigacion biomédica actua a nivel
internacional debido a gran impacto que desde hace alrededor de tres décadas ha tenido en e mundo,
presentando en México € mismo efecto de impacto, posicionandose como uno de los principaes
problemas de salud en nuestro pais.

En México, no existen estudios de asociacion entre el SNP p.V660L en € gen PGR y el CaM; a nivel
mundial, existen algunos estudios que reportan asociacién entre el ser portador del SNP ya mencionado, y
un incremento en € riesgo para desarrollar este tipo de cancer. Sin embargo, también existen diversos
reportes en laliteratura, aparentemente contradictorios, donde no se ha podido establecer dicha asociacion.

Por lo anterior, nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cudl es la asociacion entre e SNP p.V660L en € gen PGR y el diagnéstico de CaM de presentacion

esporéadica en mujeres mexicanas?

15



I11. JUSTIFICACION

El CaM es un problema de salud a nivel nacional, por lo que su estudio es un tema prioritario de
investigacién en salud en nuestro pais. Ademas, |as pacientes con esta patologia en su mayoria siguen un
curso cronico debido a que no son diagnosti cadas en etapas tempranas, 10 que conlleva aunamorbilidad y
mortalidad elevadas.

El presente estudio de investigacion, se orient6 a la busgueda una variante genética que a interaccionar
con €l ambiente fuera capaz de incrementar €l riesgo para € desarrollo de CaM. Aun cuando se conocen
algunos genes y proteinas asociados a este cancer con predisposicion hereditaria, €l origen y el desarrollo
de las formas de presentacidn esporadica son poco conocidas y estudiadas en nuestro pais. Por lo cual, €
estudio que agui planteamos tendra un beneficio para la sociedad mexicana, ya que brindara informacion
cientificay generara conocimiento acerca del desarrollo del CaM en nuestra poblacion, 1o que en un futuro
abrira nuevos horizontes que brinden posibles aternativas tanto preventivas como de manejos terapéuticos
especificos e individuaizados. De forma secundaria, las conclusiones que nosotros obtuvimos también
beneficiaran a la sociedad mundial, puesto que estaremos contribuyendo con informacion acerca de
cambios polimérficos en relacion con el CaM en nuestra poblacion, 1o cua podra servir como un punto

mas de referenciay comparacién con otras poblaciones a nivel internacional .
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IV.HIPOTESIS

1. El polimorfismo de nucledtido unico p.V660L, en € gen PGR, se encontrara asociado con €

diagndstico de cancer de mama de presentacion esporadica en mujeres mexicanas.
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V.OBJETIVOSDEL ESTUDIO

OBJETIVO GENERAL
Determinar si existe asociacion entre € polimorfismo de nucledtido Unico p.V660L, en e gen PGR, y €

diagndstico de cancer de mama de presentacion esporédica en mujeres mexicanas.

OBJETIVOSESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia aélica del aelo silvestre y del aelo polimorfico (p.V660L) en
muj eres mexicanas.

2. ldentificar la frecuencia genotipica de la forma homocigota para el aelo silvestre; la forma
heterocigota para adelo slvestre/addo polimérfico, y la forma homocigota para e a€o
polimoérfico (p.V660L) en mujeres mexicanas.

3. Comparar las frecuencias alélicas y genctipicas entre mujeres con cancer de mamay mujeres

sin cancer.
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V1. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

1. CARACTERISTICASDEL LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO:

Este estudio se llevd a cabo en e laboratorio de Gendmica Funciona y Protedmica de la Unidad de
Investigacion Médica en Genética Humana (UIMGH), perteneciente a la UMAE Hospital de Pediatria
“Dr. Silvestre Frenk Freund” del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro
Socid. Los hospitales de donde se abtuvieron las pacientes (Hospital de Gineco Obstetricia No.4 “Dr.
Luis Castelazo Ayala”, UMAE Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI y Hospital
de Especialidades del Centro Médico Naciona Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social) son
centros de atencion hospitalaria de tercer nivel que atienden poblacion principamente del Distrito Federal
y € estado de México, asi como pacientes foraneos de los estados de Guerrero, Chiapas, Morelos y

Oaxaca, mismos que son referidos de sus hospital es general es de zona (segundo nivel de atencién).

2. DISENO
Casosy controles.

2.1 TIPO DE ESTUDIO

A) Por € control de lamaniobra experimental por el investigador: Observacional
B) Por la captacion de lainformacion: Prolectivo

C) Por lamedicion del fendmeno en e tiempo: Transversal

D) Por lapresenciade un grupo control: Comparativo

E) Por ladireccion del andlisis. Estudio de casosy controles

2.2 GRUPOSDE ESTUDIO

A. CARACTERISTICAS DE LOS CASOS: Mujeres de edad igual o mayor a 35 afios con
diagnéstico de cancer de mama esporadico, en cualquier estadio, confirmado mediante reporte
hi stopatol 6gi co.
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B. CARACTERISTICAS DE LOS CONTROLES: Mujeres de edad igual o mayor a 35 afios
sin diagndstico de cancer de mama a momento de su inclusién en e estudio, con mastografia

sin evidencia de | esiones sospechosas de malignidad o con estudio sin datos de malignidad.

A) CRITERIOSDE SELECCION
a. Criteriosdeinclusion
1. Mujeres 35 afios 0 méas de edad, con diagnéstico de cancer de mama (cualquier estadio de
progresion) de presentacion esporéadica confirmado mediante estudio histopatol 6gico.
2. Mujeres mayores de 35 afios de edad, controles voluntarias.
3. Que tengan al menos 3 generaciones previas en México.

4. Que acepten ingresar a estudio mediante firma de la carta de consentimiento informado.

b. Criteriosdeexclusion
1. Mujeres con antecedentes de cancer de mama en dos generaciones familiares previas o
posteriores aella.
2. Mujeres con antecedente de sindromes de cancer familiar (sindrome de cancer de mama y
ovario hereditario, sindrome de Li- Fraumeni, sindrome de Lynch, sindrome de Cowden,

sindrome de Peutz-Jeghers, sindrome de cancer gastrico difuso hereditario, Ataxia-telangiectasia).

c. Criteriosdeeiminacion
1. Mujeres en las cuaes la extraccion de DNA no sea suficiente para llevar a cabo € estudio

molecular.

2.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Muestreo no probabilistico consecutivo de las pacientes que acudieron a la consulta externa de cancer de
mama del Hospital de Oncologia de Centro Médico Nacional Siglo XX| y del Hospital de Ginecologiay

Obstetricia No. 4 “Dr. Luis Castelazo Ayala” del IMSS y mujeres control procedentes de la Unidad de
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Investigacion Médica en Endocrinologia, Diabetes y Metabolismo, Hospital de Especialidades del Centro

Médico Naciona Siglo XXI del IMSS, y que cumplieron los criterios de inclusion.

Debido a que no se conoce en la poblacion mexicana la frecuencia aélica del polimorfismo de nucledtido

anico a estudiar, se estimé de forma conveniente con base en |os reportes internacional es para estudios de

asociacion con polimorfismos de nucledtido Unico una muestra de 100 pacientes con cancer de mama de

presentacion esporadica y 100 mujeres controles voluntarias. ES necesario comentar, que este estudio se

continuara hasta completar un tamafio de muestra mayor.

2.4 DEFINICION DE LA VARIABLES

Variable Definicion

Definicion

Tipode

Escala de

Unidad de

conceptual

operacional

variable

medicion

medicion

Variable dependiente
Céancer de | Enfermedad Enfermedad Cualitativa Nominal, Presente/Ausente
mama neoplésica maligna | neopldsica maligna dicotémica
del tegjido de la| del teido de la
mama. mama,
diagnosticada
mediante estudio
histopatol 6gico
llevado a cabo por €
servicio de Patologia
del hospital
respectivo en e que
s aendi6 a la
paciente.
Variablesindependientes
Polimorfismo | Variacion en la| Variacion en la| Cuditativa Nominal, | GG (Homocigoto
de nucledtido | secuencia gendmica | secuencia del gen politémica para€el aelo
unico (SNP) | queinvolucraaun | PGR que involucra el silvestre)
p.V660L en e | solo nucledtido y | cambio de unatimina GT (Heterocigoto
gen PGR gue presenta una | por guanina en la parael aelo
frecuencia de mas | posicion 3432 del gen polimérfico)
de 1% de la| (c.3432G>T) que TT (Homocigoto
poblacion en | lleva a un cambio de parael aeo
estudio (poblacién | leucina por valina en polimorfico)
mexicana) sin que | € aminoéacido 660 de
dicha variacion | la proteina
genere un fenotipo | (p.V660L).
patol gico
especifico e
invariable.
Tabaquismo | Consumo de tabaco | NUumero de paguetes- | Cuantitativa | Numérica Ndmero de
de forma habitual . afio de cigarrillos. continua Paguetes-afio
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Menarca Se refiere a la| Edad de inicio de la| Cuantitativa | Numérica | NuUmero de afios
primera menarca. discreta (edad)
menstruacién  en
una muijer.

Paridad Que la paciente [ NUmero de veces en | Cuantitativa | Numérica Ndmero de
haya cursado por lo | que la  paciente discreta embarazos.
menos con  un | estuvo embarazada.
embarazo.

Tiempo de uso | Periodo en el cua | NUmero de afios que | Cuantitativa | Numérica | NUmero de afios

de . una paciente uso | la paciente utilizo continua

anticonceptivos | ggan método | algin método
anticonceptivo anticonceptivo
hormonal. hormonal.

Lactancia Otorgar NUmero de meses | Cuantitativa [ Numérica | NUmero de meses
alimentacién a | total que la paciente continua
lactante con leche | otorgd lactancia
materna. materna a conjuntar

todos sus embarazos.

indice de [ Medida de | Medida que se| Cuantitativa | Numérica Kg/im?

masa asociacion entre e | obtiene de dividir € discreta

corporal pesoy lataladeun | peso de un individuo
individuo. entre la talla elevada

al cuadrado.

Terapia  de | Tratamiento Que la paciente haya | Cudlitativa Nominal Si/No

reemplazo hormonal utilizado | llevado tratamiento o dicotomica

hor monal para diviar | terapia de reemplazo
sintomas por | hormonal.
menopausia
quirdrgica,
perimenopausia Yy
menopausia.

Tiempo  de | Tiempo durante € | Periodo de tiempo | Cuantitativa | Numérica | Numero de afios

uso TRH cual se utiliza el | durante e cua la continua
tratamiento paciente llevd
hormonal para | tratamiento o terapia
aliviar sintomas por | de reemplazo
menopausia hormonal.
quirdrgica,
perimenopausia 'y
menopausia.

2.5 DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El estudio seredizd en e laboratorio de Gendmica Funcional y Protedmica de la Unidad de Investigacion
Médica en Genética Humana de la UMAE Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI

del Instituto Mexicano del Seguro Social, en colaboracién con e Hospital de Oncologia del mismo
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complejo hospitaario, asi como con el Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Dr. Luis Castelazo
Ayala” y el Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional Siglo XXI, también del IMSS.

En las citas subsecuentes de la consulta externa de las clinicas de Cancer de Mama de los dos primeros
hospitales antes mencionados, se explicd detalladamente e protocolo de estudio a las pacientes con
diagndstico reciente de cancer de mama, confirmado mediante estudio histopatol égico de biopsia de la
tumoracion mamaria por parte del Servicio de Patologia del Hospital respectivo, y posterior a la firma de
consentimiento informado, se les aplicd un cuestionario en el cua se recabaron datos sociodemograficos,
antecedentes heredofamiliares, antecedentes ginecoobstétricos y sobre su padecimiento actual. Se reviso el
expediente clinico de dichas pacientes para obtener el estadio clinico de acuerdo a la clasificacion TNM,
el tipo de tumor, € grado histologico y el estado de los receptores hormonales y HER2 (obtenidos
mediante inmunohistoquimica llevada a cabo por € Servicio de Patologia del hospital correspondiente).
Todo lo anteriormente mencionado con respecto a la obtencién de las muestras tumorales y la aplicacion
del cuestionario, se llevd a cabo en colaboracion con la Unidad de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias, la cual forma parte también del Hospital de Pediatria “Silvestre Frenk Freund”
de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

En € caso del grupo control, se invitd a participar a mujeres sin cancer de mama, gque contaban por lo
menos con mastografia reciente en la que no se observaron |esiones sospechosas de malignidad. Cuando €
estudio de mastografia no fue suficiente para descartar alguna lesién como sospechosa de malignidad, se
reaizd a las mujeres estudios complementarios como ultrasonido de mama o tomografia axial
computarizada como parte del abordaje diagndstico. Dichas mujeres sin cancer de mama, fueron
procedentes de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas del Hospital de
Especialidades de Centro Médico Naciona Siglo X X1, donde habian formado parte de un protocolo sobre
densidad mamaria llevado a cabo en esa unidad. A dichas pacientes, posterior a firma de carta de
consentimiento informado, también se les aplicd un cuestionario para recabar datos sociodemogréficos,

antecedentes heredofamiliares y antecedentes ginecoobstétricos.
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Una vez llenado e cuestionario, se procedié a tomar a cada paciente una muestra de 5 ml de sangre
periférica utilizando tubos Vacutainer™ con EDTA, con la cua se reaizd extraccion de DNA de
leucocitos y posteriormente se realizd PCR en tiempo real para la busqueda del SNP p.V660L del gen

PGR. Este mismo procedimiento se siguié tanto paralas pacientes del grupo control como paralos casos.

Transportey resguardo de las muestras.

Para el tradado de las muestras de sangre periférica desde las Unidades Médicas al laboratorio, se
amacen6 € tubo con sangre en refrigerantes portétiles a una temperatura de 4°C y finalmente se
resguardo en € laboratorio de Gendémica Funcional y Protedmica del Hospital de Pediatria, de la Unidad
de Investigacion Médica en Genética Humana, CMN SXXI en un refrigerador con temperatura de 4°C

hasta e momento de realizar la extraccion de DNA.

Obtencion de DNA.

Antes de llevar a cabo la extraccion de DNA a partir de sangre periférica, primero se realizé lavado de
leucocitos. Para esto, se centrifugd la muestra de sangre a 2500xg por 15 minutos para separar € plasma,
los leucocitosy los eritrocitos. Con una pipeta Pasteur se tomo la capa de leucocitos y se pasd a un tubo de
ensayo, a cua posteriormente se le adiciond solucion para lisis de glébulos rojos (RBCL), se agité y se
centrifugd a 2500xg durante 7 minutos, siendo desechado el sobrenadante. Estos pasos se repitieron hasta
obtener un botén de leucocitos o més limpio posible. Una vez hecho esto, se agregaron 118 pl de NaCl
5mM (solucién salinaa 0.9%), se resuspendi6 el botén de leucocitos y con una pipeta Pasteur se transfirié
todo € contenido del tubo de ensayo a un tubo de 1.5 ml.

Para la extraccion de DNA, se agregaron 61.3 ul de SDS a 10%, se mezclé y se dgjé a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Luego se agregaron 410.6 ul de NaCl saturado, se mezcld y se dgé a
temperatura ambiente 5 minutos. Se agitd durante 1 minuto para terminar de disolver completamente. Se

centrifugé durante 15 minutos a 15,000xg. Una vez hecho lo anterior, se recuperé € sobrenadante y se
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elimino e precipitado (proteinas). Al sobrenadante se le agregaron 2 volUimenes de etanol para precipitar
el DNA y sedegj6 a-70°C durante 5 minutos, agitando gentilmente para compactar €l precipitado. Se lavd
el DNA con 1 ml de etanol a 75% y se centrifugé por 10 minutos a 15,000xg, repitiéndolo hasta 4 veces.
Finalmente, se agregé al DNA gendmico 100 ul de agua inyectable y se resuspendié suavemente durante
1 minuto. Se verificaron las concentraciones e integridad de las muestras de DNA, mediante
espectrofotometria (Nanodropl1000, ThermoScientific) y electroforesis en geles de agarosa d 2%. Las

muestras de DNA se dmacenaron a—70°C, hasta su uso.

Genatipificacion.
La determinacién del SNP se realizd en el DNA gendmico mediante PCR en tiempo rea (StepOne™
Real-Time PCR System, AppliedBiosystems). Mediante este sistema se redizO un ensayo de
discriminacién aélica, el cual es un ensayo que utiliza mas de una sonda/oligonucl eétido por reacciéon y es
de punto fina (los datos son recolectados al final del proceso de PCR), que detecta variantes en una
secuencia de nucledtidos. La presencia de dos oligonucledtidos/sondas en una reaccion, permite
genotipificar las dos posibles variantes de un SNP en una determinada secuencia. Por cada muestra en un
ensayo de discriminacion aélica, se utiliza un par de detectores fluorescentes. Uno de ellos es
complementario del alelo silvestre (delo 1) y € otro es complementario del aldo polimérfico (aeo 2).
Esto permite detectar estado homocigoto (muestras que sblo tienen alelo 1 o sélo aedo 2) y estado
heterocigoto (muestras que tienen tanto alelo 1 como aelo 2).
Para la redlizacién del ensayo de discriminacién alélica, se utiliz6 una sonda Tagman® para
genotipificacion de SNPs (AppliedBiosystems). Especificamente, se trabaj6 con una sonda ya predisefiada
por la casa comercid antes mencionada, con nimero de identificacion rs1042838 y con la siguiente
secuencia contexto [VIC/FAM]:
GCTTGGCTTTCATTTGGAACGCCCA[A/CITGGCTGTGGGAGAGCAACAGCATCC
Para la mezcla de reaccion, se utilizaron 12.5 ul por reaccién de 2xTagMan Universal PCR Master Mix,

No AmpErase No UNG, 1.25 ml por reaccién de 20x SNP GenotypingAssayMix y 5ng de DNA genémico
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diluidos en un volumen de 11.25 ul de agua libre de nucleasas. Todas las muestras se corrieron por
duplicado, incluido e control negativo. Para la PCR en tiempo real, se utilizaron las siguientes

condiciones;

Tiemposy temperaturas

Paso inicial PCR (cada uno delos 40 ciclos)

Activacion de AmpliTag Gold® DNA polimerasa | Desnaturalizacion | Alineamiento/extension

M antener Ciclo
10 minutos a 95°C 15 segundos a 92°C | 1 minuto a60°C

En cada ensayo, se obtuvo una gréfica de discriminacion alélica en la cual se observa una distribucion
especifica de las muestras, de acuerdo al genotipo que € programa del equipo les habia asignado. Dicha
asignacion, se corroboré manualmente al observar en la gréfica de amplificacion las sefiales de
fluorescencia emitidas. En la Figura 2 se muestra un g emplo de la distribucion que se debe observar en
una grafica de discriminacion alélica.
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indeterminada

Figura 2. Gréfica de discriminacién aélica. Se observa en la imagen la agrupacion de los resultados dependiendo del estado
homocigoto o heterocigoto de las muestras y el alelo correspondiente. En cuadro gris estan representados |os controles negativos,
los rombos azules corresponden a las muestras heterocigotas para €l alelo 1 o silvestre, en triangulos verdes se observan las
muestras heterocigotas y en circulos rojos las muestras homocigotas a aelo 2 o polimoérfico. Cuando una muestra no logra ser
catalogada por € equipo en aguno de los grupos antes mencionados, queda representada como una X o muestra indeterminada.
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Para conjuntar cada uno de los ensayos llevados a cabo en un mismo andlisis, se utilizo e software
TagManGenotyper, AppliedBiosystems, € cua permite observar en una misma grafica de discriminacion
aldica los experimentos de genotipificacion realizados individuamente y realiza calculo de frecuencias

aéicasy genotipicas.
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2.6 ANALISISDE DATOS

Serealizd un andlisis estadistico descriptivo con frecuencias y porcentajes para las variables cudlitativas, y
para las variables cuantitativas se aplicaron medidas de tendencia centra (media o mediana) y dispersion
(desviacion estdndar o minimos y méximos). Las variables cuantitativas edad, tiempo de tabaquismo y
tiempo de lactancia fueron convertidas a variables cualitativas, nominales dicotomicas para e andlisis de
datos. Las pacientes quedaron agrupadas por edad igual 0 menor a 50 afios y edad mayor a 50 afios, para
lavariable edad; por tiempo de tabaquismo igual 0 menor a 20 afios y tabaquismo durante mas de 20 afios
y por tiempo de lactanciatotal durante menos de 12 mesesy tiempo de lactancia durante 12 meses 0 mas.

Para evaluar la asociacion entre la presencia dd polimorfismo del gen PGR (p.V660L) y € riesgo para
desarrollar CaM esporédico, se realiz6 una prueba de chi cuadrada. Para evaluar la asociacion entre las
otras variables cualitativas y el riesgo para desarrollar este tipo de cancer se utilizd prueba de chi cuadrada
0 prueba exacta de Fisher, en los casos en que alguna de las casillas de la tabla de 2x2 contuviera un
ndmero menor a 5. Lafuerza de asociacion entre las variables, se estimo mediante |a razon de momios con
intervalos de confianza del 95%. Para la comparacion de medias, entre las variables cuantitativas con
distribucion normal, se utilizé la prueba de T de Student; para las variables cuantitativas, con distribucion
libre, se compararon las medianas mediante la prueba de U de Mann Whitney. Con el objeto de determinar
el impacto de cada una de las variables sobre la presencia de CaM esporéadico, se utilizé un modelo de
regresion logistica con e méodo de Wald, utilizando como variable dependiente la presencia de CaM
esporadico y como variables independientes e polimorfismo del PGR, y obesidad, €l uso de
anticonceptivos, la terapia de reemplazo hormonal y el tabaquismo. Se considerd un valor significativo de

p menor o igua a0.05. El andlisis sellevo a cabo mediante el paquete estadistico SPSS 22.0 (IBM®).
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VIIlI. ASPECTOSETICOS

De acuerdo d articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion €
presente estudio presenta un riesgo minimo ya que solo se tomé una muestra de sangre periférica
correspondiente a5 ml en una sola ocasion a cada sujeto del estudio. Asi mismo, labiopsia de tumoracion
mamaria utilizada para el estudio histopatol 6gico forma parte del abordaje diagndstico de pacientes con
sospecha de cancer de mama. Ademés, |os procedimientos de este estudio se apegaron a las normas éticas
vigentes en materia de investigacidn en seres humanos y especificamente con respecto a genoma humano
descrito en € titulo quinto bis, articulo 103 bis de la Ley General de Salud en € que se sefida que todo
estudio sobre el genoma humano deberd contar con |a aceptacion expresa de la persona sujeta a mismo.
Debido a lo anterior, para ingresar a estudio las pacientes tuvieron que haber firmado una carta de
consentimiento informado, una vez que refirieron haber entendido en qué consistiria su participacion y de
habérseles explicado que con los resultados de este estudio no exigtiria un beneficio inmediato en €
manejo y/o tratamiento de las pacientes con cancer de mamani en las mujeres controles voluntarias sanas,
sino que e impacto se veria a nivel social puesto que se generaria conocimiento acerca de la patologia
neoplasica de la mama en nuestro pais a contar con conclusiones que ayuden a entender mas |os aspectos
genéticos y/o gendmicos que se relacionan con el desarrollo del cancer de mama en mujeres mexicanas,
repercutiendo en el avance del conocimiento en genética para los seres humanos de forma global y de
forma particular para nuestra poblacion. Seincluye la carta de consentimiento informado en |os anexos del
presente documento.

Para garantizar la confidencialidad de la informacion se asigné un nimero progresivo a cada muestra
recibida, con lo cua los datos de cada paciente gquedaron Unicamente registrados en la carta de
consentimiento informado y en la hoja de recol eccion de datos mismas que fueron resguardas por € titular

del proyecto de investigacion.
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El presente estudio cuenta con la aprobacion de la Comision de Etica y Comision Nacionad de
Investigacion Cientifica, con nimero de registro: R-2011-785-066 y financiamiento como proyecto

prioritario con nimero: FIS/IMSS/PROT/PRIO/12/20.
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IX. RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 101 mujeres con diagndstico de cancer de mama esporadico (casos) y 99
mujeres controles sanas. La edad promedio de los casos fue de 57.9 afios (+11.02), mientras que para €
grupo control la edad promedio fue de 49.1 (+7.61).

Resulté que 73 pacientes (72.3%) del grupo de estudio y 74 mujeres (74.7%) del grupo control tenian
antecedente personal de tabaquismo, con un tiempo de tabaquismo de 24.1 (+14.57) afios paralos casos y
23.79 (x8.63) afios paralos controles.

En cuanto a peso, las mujeres del grupo control tuvieron un peso promedio de 67.6 (£12.98) kilogramos,
mientras que las pacientes con cancer de mama tuvieron un peso promedio de 68.8 (£10.01) kilogramos,
con un indice de masa corpora de 29.0 (+5.72) kg/m? y de 28.3 (+4.46) kg/m? respectivamente. Con
respecto a grado de obesidad, en e grupo de estudio 17 (16.8%) mujeres tuvieron peso normal, 52
(51.5%) tuvieron sobrepeso y 32 (31.7%), obesidad. En & grupo control, 18 (18.2%) tuvieron peso
normal, 40 (40.4%) presentaban sobrepeso y 41 (41.4%) tenia obesidad.

Con respecto a los antecedentes ginecoobstétricos, las pacientes en € grupo de estudio tuvieron una edad
promedio de 13.6 (£8.77) afios a momento de la menarca y las mujeres del grupo control, una edad
promedio de 12.3 (+1.56) afios. En relacion a nimero de gestas, las mujeres de ambos grupos tuvieron
una mediana de 3 embarazos. El 78.8% de las mujeres del grupo control dieron lactancia materna,
comparado con € 74.3% de los casos, con un tiempo de lactancia de 15.4 (£19.06) mesesy 6.4 (£6.23)
meses, respectivamente. El 35.6% de las mujeres del grupo de estudio refirié haber utilizado
anticonceptivos hormonales comparado con el 38.4% de las mujeres del grupo control, con un tiempo de
uso de anticonceptivos de 19.7 (+39.51) mesesy de 14.63 (+32.88) meses, respectivamente.

En relacion a estado menopdusico, en el grupo control 39.4% de las mujeres estaban en la premenopausia,
12.1% en la perimenopausia 'y 48.5% en la postmenopausia. Por su parte, 13.9% de las mujeres del grupo
de casos se encontraban en la premenopausia, 32.7% en la perimenopausiay 31.7% en la postmenopausia.
El 10.9% de las mujeres del grupo de estudio refirid haber utilizado terapia de reemplazo hormonal
comparado con el 26.3% de las pacientes del grupo control (Tabla 1).
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Tablal. Variables demogréficas y gi necoobstétricas.

Casos Controles Valor dep OR IC (95%)
n=101* n=99*
Edad 57.9 (DE=11.02) 49.1 (DE=7.61) p<0.0001 ** = ---s eeeeeee-
Tabaquismo &
Positivo 28 (27.7%) 25 (25.3%) p=0.692 113 0.60-2.12
Negativo 73 (72.3%) T4 (74.7%)
Tiempo de tabaquismo (en 24.1 (DE=14.57) 3.79 (DE=8.63) p<0.0001 ** = ----- coemeeeee
anos)
Peso 68.8 (DE=10.01) 67.6 (DE=12.98) p=0.477 = - e
I ndice de masa cor poral 28.3 29.0 p=0.306 - -
(DE=4.46) (DE=5.72)
Obesidad =
Peso normal 17 (16.8%) 18 (18.2%)
Sobrepeso 52 (51.5%) 40 (40.4%) p=0.421 137 0.63-3.00
Obesidad grado | 25 (24.7%) 29 (29.3%)
Obesidad grado 11 5 (5.0%) 9 (9.1%)
Obesidad morbida 2 (2.0%) 3(3.0%) p=0.643 0.82 0.36-1.85
M enar ca (en afios) 13.6 (DE=8.77) 12.3 (DE=1.56) p=0.023**  ----- e
NUmer o de gestas X =3(0-15) X =3 (0-10) p=0.305 - -
Lactancia =
Positivo 75 (74.3%) 78 (78.8%) p=0.450 0.77  0.40-1.49
Negativo 26 (25.7%) 21 (21.2%)
Tiempo de lactancia (en meses) 6.4 (DE=6.23) 15.4 (DE=19.06) p=0.025** e e
Uso de Anticonceptivos &
Positivo 36 (35.6%) 38 (38.4%) p=0.686 0.88  0.49-1.58
Negativo 64 (64.4%) 61 (61.6%)
Tiempo de uso de 19.7 (DE=39.51) 14.63 (DE=32.88) p=0436 - -
anticonceptivos (en meses)
Estado menopausico @
Premenopausia 14 (13.9%) ° 39 (39.4%)
Perimenopausia 33(32.7%) ° 12 (12.1%)
Postmenopausia 32(3L.7%)° 48 (48.5%) p=0.0001**  -----  —mmeemee-
Uso deterapia dereemplazo
hormonal @
Positivo 11 (10.9%) 26 (26.3%) p=0.005** 0.33 0.15-0.73
Negativo 90 (89.1%) 73 (73.7%)

*Se muestran las medias (x)de las variables a las que se hace referencia, excepto en donde estaindicado con e simbolo % que €l valor que se
muestra es la mediana con sus respectivos minimos y maximos, y sefialado con e simbolo = las variables de tipo cualitativo paralas cuales se
muestra lafrecuenciay entre paréntesis sus porcentajes.

DE: desviacion estandar.
0 En base aunan=79.

** Se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a estas variables, debido a que tienen una p<0.05.
1 Se agruparon los grados de obesidad para €l andlisis respectivo.
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Con € objetivo de determinar s los grupos eran homogéneos se compararon sus caracteristicas,
encontrando que habia diferencia estadisticamente significativa entre la media de edad de los casos (57.9
anos +11.02) comparado con los controles (49.1 £7.61) (p<0.0001). Agrupando alas pacientes con CaM y
alas mujeres del grupo control por edad de 35 a 50 afios y en mayores de 50 afios, se encontrd que € tener
una edad mayor a 50 afios se asocia a un riesgo aumentado para € desarrollo de este tipo de cancer
(OR=4.79, 1C 95%: 2.628-8.753; p<0.0001).

De igual forma, se encontrd diferencia estadisticamente significativa a comparar el nimero de afios de
tabaquismo de las mujeres del grupo de estudio con el tiempo de tabaguismo de las mujeres del grupo
control (p<0.0001), estableciéndose una asociacion entre un tiempo de tabaquismo mayor a 20 afios y
riesgo incrementado para € desarrollo de CaM (OR=11.41, IC 95%: 4.153-31.351). Con respecto a la
edad de la menarca se encontré diferencia estadisticamente significativa al comparar las medias del grupo
de pacientes con CaM (13.6 afios +£8.77) contra € grupo control (12.3 afios £1.56) con una p=0.023. Sin
embargo, a agrupar a las pacientes por edad de menarca de menor a 12 afios y edad mayor o igual a 12
afios, no se pudo establecer asociacion entre laedad deinicio de lamenarcay € riesgo de desarrollar CaM
(OR=0.715, IC 95%: 0.406-1.258; p=0.244). Al comparar las medias entre los casos y € grupo control en
relacion a tiempo de lactancia, se observé diferencia estadisticamente significativa (p=0.025) entre éstas,
al agrupar a las pacientes por €l tiempo de lactancia en meses, resultdé que € dar lantancia durante 12
meses 0 més es un factor protector para €l desarrollo de este tipo de cancer (OR=0.208, IC 95%: 0.114-
0.380; p=0.0001). También se encontré diferencia estadisticamente significativa a comparar e estado
menopausico (p=0.0001) y € uso de terapia de reemplazo hormonal (p=0.005) entre el grupo de casosy €
de controles (Tabla 1).

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas histopatol 6gicas e inmunohistoquimicas de los tumores de
mama, de lo cual lo mas relevante es que e 73.3% de las pacientes con cancer de mama esporadico
presentd € tipo ducta infiltrante, que e 75% de los tumores de mama fueron moderadamente
diferenciados (Grado 2) de acuerdo a la escala de Scarff-Bloom-Richardson modificada y que € 33% de

las pacientes se encontraba en un estadio clinico I1A. Con base en |os receptores hormonalesy HER2
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Tabla 2. Caracteristicas histopatol 6gicas e inmunohistoquimicas de los tumor es

de mama
Casos
n=101
Tipo de cancer de mama
Ductal in situ 7 (6.9%)
Ductal infiltrante 74 (73.3%)
Mucinoso 1 (1.0%)
Lobulillar 6 (5.9%)
Mixto (ductal y lobulillar infiltrante) 8 (7.9%)
Papilar 2 (2.0%)
Mixto (ductal infiltrante y micropapilar) 1 (1%)
Phylloides 1(1%)
Mixto (ductal y mucinoso) 1(1%)
Clasificacién Scarff-Bloom-Richardson modificada (SBR) *
Bien diferenciados (grado 1) 3 (9.4%)
M oderadamente diferenciados (grado 2) 24 (75.0%)
Poco diferenciados (grado 3) 5 (15.6%)
Estadio clinico **
ECO 3 (6.25%)
ECIA 8 (16.6%)
ECIB 1(2.1%)
ECIIA 16 (33.3%)
ECIIB 10 (20.9%)
ECIIIA 4 (8.3%)
ECIIIB 3 (6.25%)
ECIIIC 2 (4.2%)
ECIV 1(2.1%)
Clasificacion subtipo molecular es (basado en inmunohistoquimica)
* k%
Luminal A/B (RE+, RP+, Her2-) 34 (75.5%)
Basal (triple negativo) (RE-, RP-, Her2-) 3(6.7%)
Her2 neu (RE- 0 bgjo, RP- 0 bgjo, Her2+) 8 (17.8%)

*Para esta variable, se considerd unan=32; ** Considerando unan=48 para esta variable;*** Considerando unan=45 para esta
variable.

Tabla 3. Polimorfismo p.V660L de PGR

Casos Controles Valor dep OR
n=101 n=99
Frecuencias genotipicas
Homocigoto TT 2 (2.0%) 2 (2.0%) p=0.97 OR=1.02
1C 95%: (0.14-7.49)
Heterocigoto GT 27 (26.7%) 23 (23.2%) p=0.56 OR=1.20

I1C 95%: (0.63-2.29)
Homocigoto GG 72 (71.3%) 74 (74.7%)

Frecuencias alélicas
FrecuenciaaédlicaT * 31 (15.35%) 27 (13.63%) p=0.62 OR=1.14
1C 95%: (0.65-2.00)
FrecuenciaalélicaG * 171 (84.65%) 171 (86.34%)

**|_as frecuencias alélicas estan en base a 2n de los casos y de los controles, respectivamente.
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obtenidos del expediente clinico, se subclasifico molecularmente los tumores encontrando que e 75.5%
correspondio a subtipo Luminal A o B (RE+, RP+, HER2-), € 17.8% a HER2 enriquecido (RE- o bajo,
RP- 0 bgjo, HER2+) y el 6.7% al subtipo basal o triple negativo (RE-, RP-, HER2-).

Con respecto a polimorfismo p.V660L del gen PGR, se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas
referidas en la tabla 3. Nuestros datos indican que no hay diferencia estadisticamente significativa a
comparar |as frecuencias genotipicas de las pacientes heterocigotas entre el grupo de estudio (27; 26.7%)
y € grupo contral (23; 23.2%) y tampoco en las homocigotas a aelo silvestre o genotipo GG, siendo de
71.3% paralos casosy 74.7% paralos controles (p=0.56). Tampoco se observaron diferencias al comparar
las frecuencias genotipicas de las pacientes homocigotas a alelo polimdrfico o genotipo TT (2% tanto
para los casos como para los controles) y quienes fueron homacigotas a alelo silvestre (p=0.97), por lo
que no se pudo establecer una asociacion entre el polimorfismo p.V660L y riesgo incrementado para
desarrollar CaM esporéadico.

Con € objeto de determinar € impacto de cada una de |las variables sobre la presencia de CaM esporédico,
serealiz6 un andlisis multivariado (Tabla 4),en el cual laedad mayor a50 afiosy el tiempo de tabaguismo
mayor a 20 afios se mantuvieron asociados con € riesgo de desarrollar CaM esporéadico con valores de OR
de 17.43 (IC 95%: 2.71-112.11; p=0.003) y OR de 9.63 (IC 95%: 2.55-36.38; p=0.001), respectivamente;
mientras que lalactancia durante 12 meses 0 mas se encontré asociada como factor protector con un valor

de OR de 0.95 IC 95%: 0.91-0.99; p=0.03).

Tabla 4. Resultados posteriores a regresion logistica multiple

Valor dep OR IC 95%
Edad mayor a 50 afios 0.003 1743 271-112.11
Tiempo de tabaquismo >20 afios 0.001 9.63 255-36.38
L actancia durante 12 meses 0 mas 0.03 0.95 0.91-0.99

Sélo seincluyen las variables que mantuvieron significancia estadisticay cuyos interval os de confianza
no pasan por launidad.
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De forma adicional, se realizé prueba de Fisher para buscar asociacion entre el ser portador del alelo
polimorfico y expresion a la alta del receptor de estrégenos, receptor de progesterona y HER2,
encontrando Unicamente asociacion entre tener e genotipo GT y expresion a la alta de HER2 (p=0.04;
OR:6.22, IC 95%: 1.09-35.35). Al comparar e genotipo de las pacientes con los subgrupos moleculares
del CaM, encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre tener genotipo GT y presentar €l
tipo Luminal, comparado con tener & genotipo GG (p=0.05), con un OR de 4.45 (1C 95%:1.04-19.01); por
lo gque tener & genotipo GT resultd ser un factor de riesgo para no presentar € tipo Luminal. De igual
forma encontramos que tener & genotipo GT es un factor de riesgo para presentar € subgrupo molecular

HER2 sobreexpresado (p=0.05; OR:5.71, 1C 95%:1.03-31.53).
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X. DISCUSION

En este trabajo se estudio € polimorfismo p.V660L en & gen PGR 'y su asociacién con e cancer de mama
esporédico. Molecularmente se ha podido demostrar que esta sustitucion de aminoécido en € exén 4 de
este gen |e confiere una mayor estabilidad alasisoformas A y B del receptor de progesteronay una mayor
actividad transcripciona, 1o que implica que actuaria de forma mas eficiente sobre sus genes blanco, los
cuales estan a su vez implicados en proliferacién celular. Un gemplo de esto, seria la interaccién del
receptor de progesterona con la proteina c-SRC, la cual es una cinasa de tirosina que una vez activada,
inicia la cascada de la via MAPK/ERK (Proteina cinasa activada por mitdgenos) implicada no solo en
proliferacion y crecimiento celular, sino también en la diferenciacion y supervivencia celular.
Adicionalmente, dado que este polimorfismo en el exon 4 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con
otro polimorfismo de nuclebtido Unico en & exdn5 (p.H770H) que resulta en una mutacién silenciosa y
unainsercion Alu en e intron G, es necesario considerar que las consecuencias funcionales de estas otras
alteraciones, a estar siempre en conjunto, influirian también en €l fenotipo. Con respecto a la mutacién
silenciosa, no se conoce exactamente por qué, pero se ha visto que algunos codones son utilizados con
més frecuencia que otros dependiendo de la abundancia de las moléculas de tRNA isoaceptoras,
permitiendo optimizar la eficiencia de la traduccion; por 1o que a producirse un polimorfismo que genere
un codon de uso poco frecuente, podria afectarse la traduccion. Ademas, lainserciones Alu se haindicado
gue son de relevancia funcional en la metilacién del DNA en lasidas CpG, latranscripcion y maduracion
del pre-Mrna. Esta insercion Alu en €l intron G, especificamente se ha reportado que incrementa la
estabilidad de mRNA y la cantidad de proteina, asi como la actividad transcripcional. Dichos efectos se
verian afiadidos a los ya mencionados previamente en relacion a polimorfismo p.vV660L, lo cua
sustentaria que la presencia del polimorfismo y las otras alteraciones estuvieran asociadas con un
incremento en € riesgo de desarrollar cancer de mama; sin embargo, esta asociacion no pudo ser

demostrada en nuestro estudio.

37



En cuanto a las frecuencias alélicas, en e presente estudio encontramos tanto frecuencias alélicas para el
alelo polimorfico (T), como frecuencias aélicas para el deo silvestre (G), en €l grupo control y € grupo
de estudio similares a las reportadas por Wang-Gohrke y colaboradores *; sin embargo, ellos si
encontraron una diferencia estadisticamente significativa entre las frecuencias aélicas para € aeo
polimorfico entre sus grupos, lo cual no se observd en nuestro estudio. Lo anterior puede deberse a que
ellos tuvieron una muestra de mayor tamafio que les permitié observar dicha diferencia estadistica. Al
comparar nuestros resultados con los reportados en la poblacién de la India, por Govindan y colaboradores
% encontramos que difieren bastante, ya que ellos reportan frecuencias alélicas més atas para € aeo
polimorfico (T) para sus pacientes con cancer de mama en comparacion con e grupo control. Estas
diferencias creemos que pueden ir en relacion al diferente origen étnico de las pacientes incluidas en los
dos estudios.

Con respecto a las frecuencias genotipicas que nosotros reportamos (tabla 3), observamos que son muy
parecidas a las reportadas en varios estudios |levados a cabo en poblacién caucasica; sin embargo, a
comparar nuestros resultados con los de Govindan y colaboradores, cuyo estudio fue realizado en la
India®, encontramos que ellos tienen una frecuencia genotipica més elevada tanto en su grupo de
pacientes con CaM y como en el grupo control con respecto a genotipo GG. Para el genotipo heterocigoto
(GT) €llos reportan frecuencias genotipicas mas bajas tanto en su grupo de estudio como en € grupo
control, en comparacién con nuestros resultados. Para € genotipo TT nosotros encontramos una
frecuencia de 2% tanto en los casos como en los controles, mientras que Govindan y colaboradores no
encontraron este genotipo en sus pacientes. Al igual que las diferencias observadas en las frecuencias
aélicas, consideramos que las diferencias observadas entre nuestro estudio y e de Govindan y
colaboradores con respecto a las frecuencias genotipicas puede estar explicado por € diferente origen
étnico de | as poblaciones estudiadas.

En relacion a las caracteristicas antropométricas y ginecoobstétricas de las pacientes incluidas en nuestro
estudio, nosotros encontramos que la edad mayor a 50 afios y el tiempo de tabagquismo mayor a 20 afios, se

encuentran asociados a un riesgo incrementado para € desarrollo de CaM. Las pacientes en € grupo de
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estudio y los controles fueron agrupadas en esos rangos de edad con la finalidad de comparar nuestros
resultados con los de otros autores, como €l Ilevado por Wang-Gorhke y cols. en €l que encontraron gque
ser portador del polimorfismo conferia proteccién para e desarrollo de cancer de mama en mujeres
menores de 50 afios de edad; aunque nosotros no encontramos diferencia significativa entre e grupo de
estudio y e grupo control con respecto a polimorfismo p.V660L, s encontramos diferencia
estadisticamente significativa entre la edad de |as pacientes y riesgo para desarrollar cancer de mama.

Sin embargo, es necesario mencionar gue esta diferencia significativa entre las edades del grupo control y
el grupo de estudio son una limitante del estudio, ya que hace que los grupos no sean del todo
comparables. Sobre la diferencia estadisticamente significativa del tiempo de tabaquismo que
encontramos entre el grupo de estudio y los controles, la mayoria de |os estudios sobre este polimorfismo
reportados en la literatura no consideraron esta variable dentro de su estudio por 1o que no es posible
comparar nuestros resultados con los de ellos, excepto por € estudio llevado a cabo por Dieergarde y cols
en 2008 *, en e que no encontraron diferencia estadisticamente significativa entre sus grupos con
respecto al tabaquismo.

También observamos que un tiempo de lactancia igual 0 mayor a 12 meses se encontré asociado a un
riesgo disminuido para desarrollar CaM. Con respecto al estado menopausico de nuestras pacientes,
encontramos gue habia una diferencia estadisticamente significativa al comparar € grupo de pacientes con
CaM y € grupo control, lo cual consideramos puede ir en relacién a que las pacientes del grupo de
estudio eran de mayor edad que | as pacientes control, o que implicaria que un mayor nimero de pacientes
del grupo con CaM ya estuvieran en lamenopausiay postmenopausia comparado con € grupo control.

Al comparar los resultados mencionados anteriormente con otros estudios encontrados en la literatura, se
observé que en e estudio llevado a cabo por Spurdie y colaboradores en Austraia®, no encontraron una
asociacion entre estado premenopausico y postmenopausico y €l riesgo de desarrollar cancer de mama, al
igual que Diergaarde y colaboradores *. Sin embargo, en este Gltimo estudio si se encontré una asociacion
con €l riesgo de desarrollar cancer de mama con respecto a la paridad y el uso de anticonceptivos entre el

grupo control y e de estudio, o cual no pudimos observar en nuestro estudio. Consideramos que & hecho

39



de no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el habito tabaquico, la edad de la
menarca, la paridad y el uso de anticonceptivos, todos ya bien identificados como factores de riesgo para
el desarrollo del CaM puede ir en relacién a tamafio de muestra de nuestro estudio. Es importante
mencionar que en una gran parte de los estudios reportados en la literatura sobre el polimorfismo en
estudio y riesgo para desarrollar cancer de mama, no se contemplan algunas variables como indice de
masa corporal, paridad, edad de menarca, uso de anticonceptivos, uso de terapia de reemplazo hormonal,
entre otros, que si fueron tomadas en cuenta para nuestro estudio y que es importante considerarlas, ya que
son variables confusoras que pueden influir en los resultados, por 10 que consideramos que esta es una
fortaleza de nuestro estudio. De igual forma, €l contar con esa informacion en los estudios previamente
publicados nos hubiera permitido conocer los factores ambientales que estan influyendo sobre €
desarrollo del cancer de mama especificamente en esos grupos de pacientes que fueron estudiadas con
respecto a polimorfismo p.V660L en el receptor de progesterona, y que ademas son de poblacion
caucasica y de paises desarrollados y contrastarlos con los encontrados en nuestras pacientes, que a
diferencia de las pacientes incluidas en otros estudios, son de un pais en vias de desarrollo, por 1o que se
esperaria que hubiera diferencias entre € habito tabaquico, € nimero de hijos o la edad de la mujer en su
primera gesta.

Por Ultimo, no logramos establecer una asociacion entre ser homocigoto para € alelo polimérfico (TT) o
ser heterocigoto para éste (GT) y €l riesgo para desarrollar CaM esporéadico. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Spurdle y colaboradores ** y Fabjani y colaboradores * quienes no encontraron
asociacion entre ser portador del alelo polimérfico y un riesgo aumentado o disminuidos de desarrollar
este cancer. Sin embargo, nuestros resultados y los de los dos estudios mencionados previamente difieren
de o reportado por el estudio Ilevado a cabo por € Consorcio de la Asociacion de Cancer de Mama® y lo
reportado por Govindan y colaboradores ** y Pooley y colaboradores * quienes si encontraron una
asociacion entre e ser portador del polimorfismo p.V660L en el gen PGR y € riesgo para desarrollar
CaM. Con respecto a estas diferencias, consideramos que pueden deberse a que € estudio desarrollado por
el Consorcio incluyd un nimero muy grande de pacientes, lo cual permitié encontrar diferencias
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estadisticamente significativas entre 0s grupos aunque estés fueron limitrofes y con OR de 1.07. También,
debe mencionarse que si en otros estudios con un tamafio de muestra modesto se observaron diferencias
estadisticamente significativas pudiera deberse a que hubo sesgos o error aleatorio en su metodologia que
[levaron a cometer un error tipo | al no rechazar la hip6tesis nula cuando era verdadera. Por otro lado, en
cuanto a estudio llevado a cabo por Govindan y colaboradores ¥, creemos que esta diferencia en los
resultados pudo deberse no al tamafio de la muestra, que de hecho fue similar a nuestro tamafio de
muestra, s no a origen étnico de su poblacion de estudio, ya que como mencionamos en parrafos
anteriores, también hubo diferencias marcadas en cuanto alas frecuencias aélicasy genotipicas.

Creemos que en e caso de nuestro estudio, € no haber encontrado asociacion entre e polimorfismo
p.V600L del gen PGRYY un riesgo ya fuera aumentado o disminuido de desarrollar CaM podria deberse al
tamario de la muestra pequefio para este tipo de estudios de asociacion de busgueda de polimorfismos, o al
hecho de que la poblacion que incluimos en el estudio se trata de poblacién mexicana con un origen étnico
diverso debido a mestizaje. Es por esta Ultima razon que consideramos importante el haber realizado este
estudio, ya que no existen reportes previos en laliteratura sobre este polimorfismo en poblacién mexicana,
ni siquiera con respecto a frecuencias alélicas o genotipicas. El contar con estos datos con respecto a
nuestra poblacion, puede ser un paso inicial para posteriormente redizar estudios de asociacion de
blsqueda de éste y otros polimorfismos con tamafios de muestra mas grandes, que incluyan el estudio de
las interacciones gen-gen y gen-ambiente, con la finalidad de comprender mejor el proceso de desarrollo

del CaM al identificar estas variantes de susceptibilidad.
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X1. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que no existe una asociacion entre e SNP p.V660L del gen PGR y un

incremento en el riesgo para el desarrollo de CaM esporadico en mujeres mexicanas.

El tener una edad mayor a 50 afios y el tiempo de tabaquismo mayor a 20 afios son factores de riesgo para

el desarrollo de cancer de mama esporédico.

El dar lactancia materna durante un tiempo igual o mayor a 12 meses es un factor protector para €

desarrollo de cancer de mama esporéadico.
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XI1.LIMITACIONESY PERSPECTIVAS

Consideramos que este estudio muestra algunas debilidades en su disefio que impidieron refutar la
hipétesis nula. Entre esas debilidades creemos que se encuentra un tamafio de muestra pequefio por
tratarse de un estudio de asociacion sobre polimorfismos, ya que suele ser necesario incluir un mayor
nimero de sujetos para encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los grupos debido a que
muchas variantes genéticas tienen un efecto menor con OR<1.10. Es por eso también, que de haber
incluido un mayor nimero de controles con una proporcién 2:1 respecto a los casos, podriamos haber
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre nuestros grupos; ya que aungue lo habitual es
seleccionar casos y controles en proporcién 1:1, cuando €l nimero de casos es pequefio puede aumentarse
la potencia del estudio seleccionando més de un control por caso, aunque esta ventgja se pierde con
razones superiores a 4:1. .De igual forma, consideramos que el estudio tienen un sesgo de seleccién (de
Berkson), ya gque los sujetos de estudio fueron obtenidos de fuentes hospitalarias, por o que la muestra de
pacientes no seria representativa de la poblacion. Otra limitante del estudio, es que las mujeres del grupo
estudio tuvieron una edad ligeramente mayor a las mujeres del grupo control, pero que resultd
estadisticamente significativa, 10 que hace que los grupos no sean del todo comparables; ademés que,
aunque las pacientes del grupo control estaban libres de enfermedad al momento de ser incluidas en €
estudio, no es posible garantizar que a una edad mayor no puedan presentar cancer de mama.

Sin embargo, a pesar de las limitaciones que puede tener € presente estudio y otros llevados a cabo en la
busqueda de polimorfismos asociados a cancer, consideramos que una fortaleza de nuestro estudio es que
se incluyeron variables potencialmente confusoras que fueron controladas mediante el andlisis estadistico
con regresidn logistica multiple, que en la mayoria de los estudios Ilevados a cabo en relacion a
polimorfismo p.V660L en el receptor de progesterona no han sido consideradas. Ademas consideramos
que este tipo de estudios de asociacidn son importantes, ya que intentan identificar factores de riesgo para

enfermedades complejas o multifactoriales como el cancer, que alalarga puedan tener aplicacion clinica.
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Actualmente, gracias a los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés)
existe la posibilidad de estudiar a mismo tiempo multiples polimorfismos en relacion al CaM, lo que
permitird que mas adelante se puedan establecer asociaciones entre multiples variantes genéticas y que
posteriormente se logre conocer la interaccion que existe entre este conjunto de genes, y de esa forma se

logre caracterizar mejor la compleja arquitectura genética de las enfermedades poligénicas como €

cancey.
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XV. ANEXOS

Anexo 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Nombre del estudio: Estudio de asociacion entre los Polimorfismos de Nucledtido Unico CASP8 (D302H),
IGFBP3 (202c>a), PGR (V660L), SOD2 (V16A) y TGFB1 (L10P) y riesgo para cancer de mama de
presentacién espor adica en mujer es mexicanas.

Por medio de esta carta de consentimiento informado, le estamos invitando a participar en un estudio de
investigacion que se lleva a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana de Centro Médico
Nacional Siglo XXI.

El propdsito de este estudio es conocer ciertos cambios en €l material genético, es decir variaciones que se pueden
presentar entre poblaciones e individuos y que pueden estar relacionadas con el desarrollo de enfermedades, como el
cancer de mama. En el estudio participardn dos grupos de mujeres: € primer grupo corresponderd a mujeres con
diagndstico de cancer de mama de presentacion esporédica, es decir, mujeres con diagndstico de cancer de mamasin
antecedentes familiares de cancer de mama, y el segundo grupo correspondera a mujeres sin diagnéstico de cancer de
mama.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria, y consistira en lo siguiente: se le aplicara un
cuestionario en el que le preguntaremos sobre: edad, nimero de hijos, antecedentes familiares, historial médico,
antecedentes de cancer en la familia, diagnostico de cancer de mama. Todas las entrevistas se llevaran a cabo en
forma individual y confidencial; en caso de sentirse incbmoda, usted tendra todo el derecho de no responder a
determinada pregunta o de no seguir respondiendo e cuestionario. Si usted cumple los criterios suficientes para
formar parte del grupo de mujeres sin cancer de mama y decide participar en este estudio, se tomardn Unicamente 5
ml de sangre venosa de uno de sus brazos. Los estudios que realizaremos de las muestras obtenidas tienen la
finalidad de identificar en su material genético secuencias especificas que puedan estar o no, relacionadas a
desarrollo de cancer de mama esporédico.

La informacion resultante de este estudio serd utilizada para €l entendimiento y mejor comprension del desarrollo de
cancer de mama de presentacion esporadica. Todos los datos que deriven de esta investigacion seran estudiados de
forma tal que no se afectara la confidencialidad de la informacién puesto que no se revelaran los nombres de las
pacientes participantes asi como tampoco las caracteristicas de su informacion

genética. El sitio donde seran resguardadas las muestras sera en la Unidad de Investigacién Médica en Genética
Humana del Centro Médico Nacional Siglo XXI dé Instituto Mexicano del Seguro Social y el responsable del
resguardo serd e Dr. Carlos Alberto Yam Ontiveros (alumno de Doctorado en Ciencias Médicas quien desarrollara
el estudio). Es importante mencionar que si usted decide salir del estudio en cualquier momento del desarrollo del
mismo, las muestras que nos haya otorgado serén destruidas. La informacion que nos proporcione que pudiera ser
utilizada para identificarla (como su nombre, teléfono y direccion) sera guardada de manera confidencia y por
separado a igual que sus respuestas a los cuestionarios y los resultados de los estudios a realizar, para garantizar su
privacidad. Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias, por €jemplo, no se
darainformacion que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera protegiday ocultada. Para proteger su identidad
le asignaremos un nimero que utilizaremos paraidentificar sus datos, y usaremos ese nimero en lugar de su nombre
en nuestras bases de datos.

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas. En algunas ocasiones el procedimiento para la
toma de muestra de sangre puede causar un poco de dolor o molestia, y es posible que se le pueda formar un moretén
el cual desaparecera a los pocos dias. Sin embargo, si usted llegara a sufrir alguna complicacién derivada de su
participacion en este estudio, recibira e tratamiento y seguimiento necesario en el IMSS.

Usted no recibird pago por su participacion en este estudio, ni este estudio implica gasto alguno para usted. Usted no
recibird ningun beneficio directo a participar en este estudio. Si bien los beneficios directos para usted pudieran no
exigtir, los resultados del presente estudio contribuiran a avance en e conocimiento acerca del desarrollo de cancer
de mama de presentacion esporéadica en mujeres.

Si usted decide no participar, usted y su familia no se vera afectada la atencion médica que le es brindada por €
IMSS como derechohabiente.

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede comunicarse de 8:00 a 14:00
hrs, de lunes aviernes con el Dr. Carlos Alberto Yam Ontiveros, que es el investigador responsable del estudio, alos
teléfonos: 56 27 69 41, en la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana ubicada en € Hospital de
Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS (Direccion: AV. Cuauhtémoc 330, Col Doctores, CP 06720,
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Del. Cuauhtémoc, México DF). En caso de presentarse una emergencia derivada del estudio, usted puede dirigirse a
su clinica de adscripcion en cualquier momento del dia y en cualquier dia de la semana. Si usted tiene dudas o
preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion, puede comunicarse conlos responsables de
la Comision de Etica en Investigacion del IMSS, a los Tel.56276900-21216, de 9 a16:00 hrs; o si asi lo prefiere al
correo electronico:conise@cis.gob.mx. La Comision de Etica se encuentra ubicada en el Edificio delBlogue B,
Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Naciona Siglo XXI, Av.Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P.
06725, México D.F.

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademés he leido el contenido de este formato de
consentimiento. De igual forma, se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas, |las cuales han sido contestadas a
mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato. Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la
investigacion que aqui se describe.

Para €l estudio de genes. por favor marque con una X una de las opciones que se presentan abajo (Unicamente
debeindicar la opcidn que corresponda)

[__] No autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas

[_] Si autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas de este estudio
Unicamente

[__] Si autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas de este estudio
y su empleo para estudios futuros

Nombrey firma del Participante

Fecha

Nombrey firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Nombrey firma de |los testigos:

Testigo 1

Testigo 2
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Anexo 2

Estudio de asociacion entre los Polimor fismos de Nucledtido Unico CASP8
(D302H), IGFBP3 (202c>a), PGR (V660L), SOD2 (V16A) y TGFB1 (L10P) y
riesgo para cancer de mama de presentacion esporadica en mujeres
mexicanas.

DATOS GENERALES

Nombre Apellido paterno Apellido materno
Edad Fecha de nacimiento
Lugar de nacimiento Estado civil
Domicilio:

Cdle No. Exterior No. Interior Colonia

Municipio/Delegacion Estado Cadigo Postal
NSS

UMF HGZ/HGR

Teléfono

ANTECEDENTESHEREDOFAMILIARES

NuUmero de generaciones familiares que han vivido en México: (marcar con una X)

Una generacion Dos generaciones Tres generaciones
Origen padres. Padre Madre

Origen abuelos maternos: Abuelo Abuela

Origen abuel os paternos: Abuelo Abuela

Antecedentes de cancer en lafamiliaa S No

Familiar con cancer Tipo de cancer

Antecedentes per sonales no patol dgicos

Tabaquismo Alcoholismo

Antecedentes ginecoobstétricos

Menarca No.embarazos Edad 1° gesta No. Partos

No. Cesareas No. Abortos Lactancia Tiempo lactancia Anticonceptivos
Tiempo uso anticonceptivos TRH

Tiempo TRH
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Caracteristicas antropométricas

Peso Tdla IMC

Antecedentes per sonales patol 6gicos:

No

Antecedente personal de cancer: (marcar conunaX)  Si
Tipo de cancer Estadio de cancer
Fecha de diagnéstico
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