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RESUMEN

A través del tiempo el hombre ha explotado y modificado su entorno, este ha ido
cambiando hasta llegar a ser méas industrializado. También los cambios en el estilo
de vida han llevado a la generacion de diversos compuestos de sintesis artificial a
los cuales la poblacion se encuentra expuesta, y si se suman los factores
genéticos la poblacion puede llegar a presentar cierta susceptibilidad al desarrollo
de enfermedades como el cancer. En la actualidad existe una elevada incidencia
de esta enfermedad en paises desarrollados y en vias de desarrollo entre ellos

México.

El cancer es una enfermedad multifactorial que se produce por el crecimiento
anormal y desordenado en el organismo, las células pierden el control de su
propio desarrollo y no cumple su funcion, la distribucion de esta enfermedad no es
homogénea alrededor del mundo, algunos tipos de cancer son mas frecuentes en
paises en vias de desarrollo( México), donde unos de los tipos de cancer que tiene
una mayor incidencia es el cancer de mama, el cual en la ultima década paso a
ser la primera causa de muerte por neoplasias en mujeres, existen diversos
factores que pueden provocar el desarrollo de esta patologia, entre ellos estan los
antecedentes familiares, menarca temprana, terapia de reemplazo hormonal,
fumar, entre otros. Desde 2006 se presenta una mayor incidencia, por ello es
considerado un problema de salud publica, los casos que se diagnostican
diariamente mantienen una tendencia a la alza e indica una deteccién en etapas
avanzadas, es por esto que se han presentado diversas maneras de prevencion y
deteccién, como la realizacion de una mastografia cada afio pero estos intentos se
han visto rebasados, de aqui surge la necesidad de estudiar biomarcadores que

ayuden a una deteccion oportuna.




Estos biomarcadores pueden indicar la presencia de un tumor o también indicar
cierta susceptibilidad para desarrollarla, algunos de ellos se enfocan en el efecto
hormonal que existe en la glandula mamaria, especificamente en los estrégenos.
El efecto estrogénico en la glandula es mediado por el Receptor a estrogenos alfa

(RE alfa), por ello la importancia de analizar el comportamiento de este receptor.

El RE alfa presenta diversos polimorfismos especificamente SNP (Polimorfismo de
un solo nucledtido) uno de ellos Pvull, este polimorfismo ha sido estudiado en
diversas poblaciones a rededor del mundo donde se ha visto cierta relacién con la
enfermedad, por ello el propédsito de este trabajo fue evaluar la frecuencia de Pvull
en la poblacion con cancer de mama que acude al Hospital Juarez de México. Se
trabaj6é con una poblacion de 54 personas con cancer de mama y se compard con
un grupo control de 52 personas, donde por medio de PCR en tiempo real se
realizd la genotipificacion para este SNP. Por el momento no encontramos
diferencias significativas entre los grupos, sin embargo al realizar diversas
correlaciones con el estado menopausico de las personas con cancer se obtuvo
un dato en el limite de la significancia donde el genotipo heterocigoto confiere una
mayor probabilidad al desarrollo de la menopausia en nuestra poblacién de
estudio. Dado que la menopausia es un factor importante para el desarrollo del
cancer de mama, habria que profundizar ain mas en esta relacion con el

genotipo, para proporcionar datos de su comportamiento pero a una mayor escala.
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1. INTRODUCCION

El hombre a través de su desarrollo poblacional y cultural ha explotado y
modificado el medio que lo rodea. La vida rural, por ejemplo, fue sustituida por una
mas industrializada y urbanizada. Este estilo de vida méas actual ha generado
diversos compuestos de sintesis artificial a los cuales ha estado expuesto el
humano. Un gran numero de estos compuestos, junto con factores del medio y
factores genéticos, hacen susceptibles a las poblaciones a desarrollar
enfermedades como el cancer. En la actualidad, en paises desarrollados asi como
en vias de desarrollo existe una gran incidencia de este padecimiento. (Silvera et
al, 2007).

El aumento de la expectativa de vida y la explosién demografica ha provocado un
aumento en la probabilidad de desarrollar cancer. En el afio de 1996 se
presentaron 10.3 millones de casos y en la década de 2000 al menos 20 millones
de personas han vivido con algun tipo de cancer alrededor del mundo. Se estima
gue en el afio 2020 se presentaran 14.7 millones de casos mas. La distribucion de
esta enfermedad no es uniforme en el mundo, ya que existen claras diferencias en

la frecuencias en paises desarrollados y en los que no los son (Ngoma, 2006).

1.1 Céancer

1.1.1 Definicidon de cancer (a nivel celular)

El cancer no solo es una enfermedad, es el nombre de por lo menos 100
enfermedades distintas entre si y que se producen por el crecimiento anormal y
desordenado de las células del cuerpo. Todo esto es causado por alteraciones
celulares que cambian la condicion genética de la célula por lo cual estas reciben
mensajes erréneos; una célula cancerosa pierde el control de su propio desarrollo
de tal modo que se divide a una velocidad mayor sin cumplir las funciones para la

cual esta desarrollada como se observa en la (Figura.1). (Camargo et al, 2004)
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DESARROLLO DEL CANCER
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El crecimiento anormal de estas células llega a formar tumores tanto benignos

como cancerosos, estos Ultimos son conocidos por su capacidad de invadir y
destruir tejidos tanto cercanos o alejados del tumor original, esta enfermedad tiene
un comportamiento distinto dependiendo del érgano o tejido afectado( Ngoma,
2006).

En general el cAncer no se origina por una sola causa sino por multiples factores;
por eso se dice que el cancer es una enfermedad multifactorial. De manera muy
amplia estas causas se pueden clasificar en externas o internas. Las causas
internas se conocen como una predisposicion genética y las externas pueden ser
exposiciones a sustancias quimicas, agentes quimicos o biolégicos que afectan a
la informacién genética de las células y asi transformarlas en células

cancerosas(Camargo et al, 2004).

La distribucion de esta enfermedad no es uniforme en el mundo, ya que existen
claras diferencias en la frecuencias en paises desarrollados y en los que no los
son. Un ejemplo es el cancer cervicouterino y el gastrico, los cuales se presentan
en paises en vias de desarrollo o como el cancer de colon, recto y mama son
asociados principalmente a paises desarrollados. A partir del afio 2000 en los
paises en vias de desarrollo también se not6 un aumento importante en la
incidencia del cancer de pulmon, estbmago, cervicouterino y también de mama
(Ngoma, 2006).
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1.2 Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad que en el 2006 paso a ser la primera
causa de muerte en mujeres mexicanas, presenta un desarrollo de células
cancerosas en los tejidos de la mama. Por lo tanto el tumor se origina en las
células del seno; cuando el tumor es maligno un grupo de células puede invadir
los tejidos circundantes o hacer metastasis en areas distantes del lugar donde se
origind el cancer. Esta enfermedad en su mayoria ocurre en las mujeres, sin

embargo los hombres también la pueden padecer (Salas et al, 2006).

Para aprender sobre el cancer de mama, resulta util tener cierto conocimiento
basico sobre la estructura normal de los senos, mostrada en la figura 2. El seno
femenino consiste principalmente en lobulillos (glandulas productoras de leche),
conductos (tubos diminutos que llevan la leche desde los lobulillos al pezén) y
estroma (el tejido adiposo y el tejido conectivo que rodean los conductos y los

lobulillos, los vasos sanguineos y los vasos linfaticos) (Vega, 2010).

Células lobulillares ULDT

: Células
ductales

Conducto
_ Ductos terminal
extralobulillar

Lébulos Pezon

Areola mamaria. (Vega, 2010).

Tejido adiposo

(Figura. 2) Anatomia de la glandula
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La mayoria de los tipos de cancer de mama comienza en las células que recubren
los conductos (ductales), otros se originan en las células que recubren los
lobulillos (cancer lobulillar), y un pequefio numero tiene su origen en otros Tejidos
(Helvie et al, 2010).

Existen condicionantes que no solo determinan las caracteristicas particulares de
un tipo de tumor, sino que influyen a lo largo del desarrollo de los diferentes tipos
de cancer desde su origen. De hecho, los factores ambientales y de estilo de vida,
juegan un papel muy importante en el desarrollo del cancer de mama.(Rodriguez-

Cuevas et al, 1999; Torres-Arreola y Vladislavovna, 2007).

Factores de riesgo

Cabe mencionar que dichos factores no son determinantes, ya que no
necesariamente se desarrollara la patologia, simplemente estas personas seran

mAas susceptibles para padecerla:

e Edad avanzada.

e Menstruacién a temprana edad (antes de los 12 afios).

e Edad avanzada al momento del primer parto (34 afios)

e Antecedentes personales de cancer de mama o de enfermedad benigna (no
cancerosa) de mama (hiperplasia ductal atipica).

e Madre o hermana(s) con cancer de mama.

e Tratamiento con radioterapia dirigida a la mama/pecho 10 a 15 afios previos
al diagnéstico de cancer de mama.

¢ Densidad mamaria aumentada en una mastografia.

e Terapia de reemplazo hormonal.

e Consumir bebidas alcoholicas.

e Fumar

e Nuliparidad

14



e Uso de anticonceptivos hormonales
e Alteraciones genéticas
(Torres-Arreola y Vladislavovna, 2007)

También es importante clasificar esta enfermedad, por ello la estadificacion es un
proceso cuyo objetivo es determinar qué tan propagado se encuentra un cancer al

momento del diagndstico (Arce et al, 2011).

1.2.1 Clasificacion

En los ultimos afos el cancer de mama se ha presentado paulatinamente con
mayor frecuencia alrededor de todo el mundo, por ello para su diagndstico es

necesaria una forma de clasificacion (Arce et al, 2011).

Existen diferentes tipos de clasificaciones clinicas del cancer de mama, pero la
mas utilizada es la TNM (Tamafio, Nédulos linfaticos y Metéstasis) la cual clasifica
en etapas a los diferentes tipos de cancer entre ellos el cancer de prostata y el
cancer de mama, esta clasificacion fue descrita por Pierre Denoix en 1944,
publicada y recomendada por la Unién Internacional contra el Cancer (UICC) en
1958 y que se ha ido modificando segun las necesidades, siendo la ultima
modificacién de mayo de 2002 (Pérez-Sanchez et al, 2008).

Durante décadas el estadio clinico TNM, basado en el tamafio tumoral, el estado
de los ganglios linfaticos y la metastasis a distancia, ha sido el factor prondstico de

sobrevida mas util y mas ampliamente utilizado y difundido (Coronato et al,2002).

Esta clasificacion tiene su justificacion en los estudios publicados sobre técnicas
diagnésticas y de tratamiento, teniendo un impacto considerable sobre las
recomendaciones terapéuticas. La deteccién del ganglio centinela ha hecho que
se deba incluir en el estadiaje de las pacientes con cancer de mama, ademas de
la valoracion de los ganglios axilares de los 3 niveles de Berg (grupos gaglionares)

ayudan a determinar la etapa del cancer, los de la cadena de la mama interna, los

15



supraclaviculares y los infraclaviculares en el caso de drenaje hacia ellos

(Veronesi et al, 2003).

A continuacion se describen las categorias T, N y M que significa: (Arce et al,

2011).

T (tamafio del tumor): seguida de un numero arabigo (0-4) describe el

tamafo del tumor y su propagacion a la piel o a la pared toracica debajo del

seno. Los valores de T mayores indican un tumor mas grande y/o una

propagacion mas extensa a los tejidos adyacentes al seno.

* N (Nodulos linfaticos): seguida de un numero arabigo (0-3) indica si el

cancer se ha propagado a los ganglios linfaticos vecinos al seno y, de ser

asi, cuantos ganglios linfaticos se encuentran afectados.

* M (Metastasis): seguida de un ndmero ardbigo (0-1) indica si el cancer se

ha propagado o no a los 6rganos distantes (por ejemplo, los pulmones o los

huesos).

1.2.2 Frecuencia

Al inicio de este nuevo siglo se presentaron 1,150,000 casos nuevos de cancer de

mama en el mundo, siendo ésta la forma mas frecuente de cancer en la mujer, y la
segunda en frecuencia del total de casos de cancer (Fig.3) (GLOBOCAN, 2008).

Ereast
Cervix uteri
Colorectum

Lung
Stomach

Corpus uteri

Thyroid

Leukaemia
MNon-Hodgkin ymphoma
Oesophagus

Pancreas

Brain, nervous system
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(Figura.3). Grafica que muestra la
prevalencia del Cancer de mama a
nivel mundial hasta el afio 2008,
GLOBOCAN 2008 (IARC) Section of
Cancer Information (15/4/2013).
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1.2.2.1. Frecuencia en paises desarrollados y en vias de desarrollo

Hasta el afio 2008 se presentaron 1.38 millones de nuevos casos en el mundo,
cifra que represento el 23% de incidencia. La mayoria de los casos de cancer de
mama ocurre en los paises industrializados: 361.000 en Europa y 211.000 casos
nuevos de cancer mamario (el 32% del total de casos de cancer en la mujer) en
EE UU (Curado, 2011).

La tasa de incidencia de cancer de la mama se encuentra en los paises
desarrollados. En América del Norte en donde se encuentra México la tasa es de
99.4 y en Europa Occidental es de 84.6; se especula que estas altas tasas son la
consecuencia de programas de prevencidon que no han permitido diagnosticar

casos tempranos (Salas et al, 2006).

En paises en vias de desarrollo el numero de casos nuevos fue 514000, lo que
representa 18.8% del total de casos de cancer en la mujer. Las tasas de incidencia
del cancer de la mama estan aumentando en muchos paises en vias de desarrollo

entre ellos México (Curado, 2011).

1.2.3 Cancer de mama en México

En México, el cancer afecta con mayor frecuencia a mujeres. En 2006 murieron
4,451 mujeres mexicanas, lo cual implica un fallecimiento cada 2 horas. La tasa de
mortalidad por cancer de mama en nuestro pais ha registrado un aumento
sustancial desde 1950 a la actualidad, pasando de una tasa de 2 por 100.000
mujeres a 9 por 100.000 mujeres. La mortalidad por cancer cérvicouterino ha ido
descendiendo a partir de 1990 en México y por el contrario la tasa de mortalidad
para el cancer de mama, se incremento 2.5 veces desde 1992 a la actualidad, de
tal forma que a partir del 2005 la tasa de mortalidad de cancer de mama es

superior a la de cancer cérvicouterino (Knaul et al, 2009).
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Existen diferencias en la frecuencia con la cual se manifiesta esta enfermedad,
dependiendo de la situacion geogréfica. De hecho, el cancer de mama se presenta
con mayor frecuencia en los estados del norte y centro del pais, donde las mujeres
gozan de un estado socioeconomico y cultural mas elevado. Las mayores tasas de
mortalidad se presentaron en Baja California Sur (19.5 por 100 mil mujeres),
Coahuila, Chihuahua y Distrito Federal (tasa similar de 14.4 por 100 mil mujeres)
mientras qué, en los estados donde predomina la poblacion indigena y de menor
nivel socioeconémico como Chiapas u Oaxaca la frecuencia es mucho mas baja
(Cardenas et al, 2013).

Aunado a lo anterior, en México, también existe un bajo nivel cultural de la
poblacion, ademas de una falta de informacion oportuna y falta de recursos
técnicos para efectuar mastografias y por ello el cancer de mama se diagnostica
frecuentemente en etapas avanzadas (etapas Il y IV) (Rodriguez-Cuevas et al,
1999).

La Secretaria de Salud amplié y aument6 la normatividad y legislacién debido a la
gran cantidad de ingresos hospitalarios que se han registrado desde hace 6 afios
(Tabla 1) esto con el fin de llevar un registro detallado sobre el control del cancer
de mama, a través de las directrices técnicas de la Norma Oficial Mexicana
(Cérdenas et al, 2013).

Se establecieron criterios mas rigurosos para vigilar los servicios de salud publicos
y privados en la prevencién, diagnostico, tratamiento, control y vigilancia de la
enfermedad. Para promover la deteccion temprana, las directrices hacen énfasis
en la autoexploracién, el examen clinico y la mamografia. Se establece un examen
clinico anual realizado por personal capacitado para todas las mujeres de 26 afios
0 mayores que visitan un centro de salud. Se recomienda una mamografia anual o
bianual para mujeres de 40 a 49 afios con factores de riesgo especificos y una vez

al afio para todas las mujeres de 50 afios o mayores (Knaul et al, 2009).
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Tabla 1. El Cadncer de mama prevalece en los primeros sitios de tumores malignos en el

pais.

Distribucion porcentual de egresos hospitalarios de tumores malignos para

cada sexo 2008

Tipo de tumor maligno Total Hombres Mujeres

Total 100.0 100.0 100.0
Leucemias 8.7 15.2 5.6
Mama 5.8 0.4 8.3
Cuello del utero 3.3 0.0 4.8
Ovario 2.1 0.0 3.1
Traquea, bronquios y pulmoén 2.0 4.1 1.0
Préstata 1.9 6.0 0.0
Del estomago 1.8 3.1 1.1
Del colon 1.8 3.2 1.2
Higado 1.2 1.9 0.8
Del rectosigmoides, recto y ano 1.1 2.0 0.7
Vejiga 1.0 2.2 04
Labio, cavidad bucal y faringe 0.9 1.9 0.5
Pancreas 0.9 1.5 0.7
Cuerpo del utero 0.8 0.0 1.1
Melanoma y otros tumores de la piel 0.5 0.6 0.3
Esofago 0.4 1.1 0.1
Otros 65.8 56.8 70.3

Fuente: SSA, DGIS(2008). Egresos Hospitalarios. Procesé INEGI

1.2.4 Tratamiento

El tratamiento integral del cancer de mama es multidisciplinario, los manejos
locorregionales (aplicacion de un medicamento), cirugia y radioterapia en
cualquiera de sus tres modalidades (neoadyuvante, adyuvante y paliativa) y el
tratamiento sistémico incluye la quimioterapia, la terapia endocrina y la terapia

dirigida a blancos moleculares (Arce et al, 2011):

e Cirugia: El tratamiento quirargico del tumor primario en el cancer de mama
ha pasado por mudltiples modificaciones, en la actualidad se divide en
cirugia conservadora y mastectomia con sus multiples variedades (D’souza
et al, 2011).
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Tratamientos adyuvantes

R/
L X4

Quimioterapia: el objetivo de la quimioterapia es eliminar la
enfermedad micrometastasica antes del desarrollo de clonas
resistentes, pues se ha demostrado que la recurrencia sistémica es

la principal causa de muerte en las pacientes (EBCTCG, 2005).

Terapias bioldgicas: en aproximadamente un 15 a 25% del total de
cancer de mama se sobre expresa el gen HER2/neu (ErbB2). Una
vez que se expresa la proteina HER2, a partir de este gen, se utiliza
el trastuzumab (anticuerpo monoclonal). El uso de trastuzumab ha
demostrado disminucién relativa del riesgo de recurrencia o muerte
(Dahabreh et al, 2008).

Radioterapia: este tratamiento esta indicado en todos los pacientes
gue hayan sido sometidos a cirugia conservadora. La irradiacion
parcial de la mama es una modalidad empleada en tumores
pequefios como parte integral del tratamiento conservador. La
radioterapia posmastectomia reduce el riesgo de recurrencia local en
aproximadamente dos tercios; y aumenta la supervivencia global en
10%. Esta indicada en los pacientes con cuatro o mas ganglios
positivos, y/o con margenes quirdrgicos cercanos y/o con tumor 25
cm de didmetro (Bartelink, 2000).

Terapia Endocrina: Entre 50 y 70% de los pacientes con cancer de mama,

el tumor sera hormonodependiente por lo que se podran beneficiar de una

de las siguientes modalidades de manejo. La decision dependera de las

condiciones de la paciente, comorbilidades, biologia tumoral y perfil de

seguridad de cada tratamiento. Con cualquiera de estas modalidades
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terapéuticas no esta recomendada la quimioterapia concomitante, y en la

actualidad se pueden combinar con terapia biolégica (Arce et al, 2011):

o Tamoxifén
o Inhibidores de aromatasa
o Ablacion o supresion ovarica

e Tratamiento Neoadyuvante: Tratamiento Sistémico: Esta modalidad
terapéutica se ha utilizado desde hace muchos afios y se considera el
estandar en los tumores localmente avanzados. El objetivo principal es
facilitar las diferentes modalidades quirdrgicas. En tumores operables la
guimioterapia neoadyuvante tiene como obijetivo identificar a los pacientes
respondedores, con base en la expresion de receptores hormonales,
proliferacion celular (Ki67) y grado nuclear. En los pacientes con
sobreexpresion de HER2 esta indicada la adicion de trastuzumab a la
guimioterapia. En caso de presentarse tumores hormonodependientes con
baja tasa de proliferacién y bajo grado nuclear se recomienda terapia
endocrina neoadyuvante, la duracion éptima de este tratamiento es de seis

meses o hasta obtener la maxima respuesta (Arce et al, 2011).

Las caracteristicas del cancer de mama (clinicas e histolégicas) han sido
utilizadas, como elementos importantes para la definicion de los diferentes
factores pronéstico y de tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, la
identificacion de las caracteristicas inmunohistoquimicas del tumor nos permiten
diferenciar alteraciones genéticas que proporcionan la posibilidad de clasificar el
cancer de mama de una manera mas adecuada, de ahi que se estudien mas
factores o marcadores que brinden mas informacién sobre esta patologia, por ello
en los dltimos afios ha cobrado mayor relevancia su estudio y han sido objeto de
investigacion ya que pueden influir de manera significativa en la prevencion,

pronéstico y efectividad del tratamiento (Uribe, 2010).
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1.2.5 Deteccién

Autoexploracion y Examen Clinico

La autoexploracion mamaria es una técnica de deteccion del cancer mamario
basada en la observacion y palpacion que hace la mujer en sus propias mamas.
En un alto porcentaje son las mujeres quienes detectan los nédulos que indican
una alteracion mamaria. La autoexploracion es referida por algunos criticos como
una herramienta de poca utilidad ya que no detecta lesiones tempranas. Se ha
encontrado que la exploracion fisica de la mama permite una deteccién de hasta
50% de lesiones no vistas en mamografias, con un valor predictivo positivo de
73% Yy negativo de 87%. La sensibilidad de mamografia mas la exploracién fisica
seria del 75% (Brandan y Villasefior, 2006).

Mamografia

También llamada mastografia es una imagen plana de la glandula mamaria
obtenida con rayos X. Con esta técnica puede detectarse un cancer de mama de 2
mm, no identificable al tacto, por lo que se considera el estdndar de oro en el tamiz
de la enfermedad (Brandan y Villasefior,2006; Torres-Arreola y Vladislavovna,
2007).

A pesar de los altos estandares en relacion con el procedimiento y valoracion de
los resultados de la mastografia, aproximadamente 10 % de las mujeres entre 50 y
69 afios y 25 % de las mujeres entre 40 y 49 afios que tienen cancer de mama van

a recibir un resultado negativo. (Torres-Arreola y Vladislavovna, 2007).

Debido a lo anterior el diagnostico para esta neoplasia se realiza mediante la
correlacion oportuna de todos estos elementos y la confirmacion siempre se hace
con un estudio histopatologico. Esto ha alcanzado un progreso significativo con
respecto a un prondstico definitivo pero aln se esta trabajando en la basqueda de

marcadores tempranos (Gallegos, 2010).
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1.2.5.1. Biomarcadores

Existen marcadores tumorales (MT) bioquimicos, que indican la presencia de un
tumor, incluyen antigenos de superficie celular, proteinas citoplasméticas, enzimas
y hormonas, se utilizan especialmente para establecer el diagnéstico, prondstico y
estadio de la neoplasia. Permiten detectar la presencia de metastasis, monitorear
la respuesta al tratamiento y, en algunos casos, sirven para realizar muestreos en

la poblacion (Coronato et al, 2002).

Dentro de los MT especificos se encuentran antigenos producidos por las células
tumorales o asociados a ellas que las hacen antigénicamente distintas a las
células normales. Cualquier proteina de la célula tumoral puede ser un antigeno
potencial. Otros ejemplos de MT (detectados en sangre periférica) son la mucina
CA 15-37 y el Antigeno Carcino-Embrionario (CEA). Existen MT que pueden
detectarse en tejidos utilizando técnicas de inmunohistoquimica (IHQ), de
inmunofluorescencia y enzimoinmunoensayo (ELISA). Otro tipo de marcadores
son los receptores hormonales, cuya deteccion permite evaluar la susceptibilidad

del carcinoma mamario a la terapéutica antiestrogénica (Coronato et al, 2002).

En los ultimos afios se ha ampliado el espectro de marcadores en cancer de
mama, se han categorizado en 3 grupos los cuales se muestran en la tabla 2
(Coronato et al, 2002):

Tabla 2. Categorizacion para marcadores en el diagndstico de cancer de mama.

Categoria | Categoria ll Categoria lll
Tamaiio del tumor c-erb B 2 Ploidia de ADN
Estado de los ganglios P53 Angiogénesis
Micrometastasis Invasion vascular EGFr
Ganglio centinela Ki 67 Bcl-2
Grado histolégico Sintesis de ADN PS2
Tipo histolégico Catepsina
Conteo mitético
Receptores hormonales
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Debido a los avances de la biologia molecular que esta estudiando en profundidad
los eventos de la carcinogénesis, la progresion tumoral y los mecanismos de
produccion de las metastasis. Estos marcadores pueden clasificarse segun sus

caracteristicas bioldgicas (Benites y Osorio, 2004; Solier et al, 2003):

e Marcadores de proliferacion: estan presentes en determinadas fases del
ciclo celular.

e Factores de crecimiento y hormonas: estimulan el crecimiento tumoral.

e Angiogénesis y factores del microambiente: favorecen la progresion de la
neoplasia.

e Moléculas de adhesidon y expresion de proteasas: permiten la invasion y la
metéastasis.

e Oncogenes y genes supresores: su amplificacion o sobrexpresion se asocia
con la desregulacion del crecimiento y la apoptosis.

e Proteinas inducidas por estrégenos: como Hsp27 o pS2.

e Receptores para estrégenos (RE): cuya presencia es indicadora para

instaurar una terapéutica hormonal.

Particularmente, los receptores hormonales son relevantes debido a que mas de
un tercio de los tipos de céancer de mama son dependientes de hormonas. De
hecho, la determinacion de la presencia de humerosos receptores a estrégenos y
progesterona en las biopsias de mama se ha convertido en una practica habitual
en la evaluacion de las pacientes debido a que las células epiteliales de la
glandula mamaria expresan estas hormonas (Gallegos, 2010).

1.2.5.1.1. Receptores hormonales

La relacion entre el cancer de mama y los estrogenos se conoce desde hace mas
de 100 afos, cuando Beatson sugirié que las secreciones provenientes del ovario
eran las responsables del crecimiento del cancer de mama en mujeres

premenopausicas, demostrando que la ooforectomia bilateral producia una
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marcada reduccioén del tamafio del tumor. Actualmente numerosos estudios han
comprobado el papel de los estrégenos tanto endégenos como exdgenos, en la

patogenia del cancer de mama. (Diaz-chico y Diaz chico, 2006)

El cancer de mama es hormonodependiente, por lo que su comportamiento
biolégico depende en gran medida de la accion de las hormonas ovaricas,

estrogenos y progesterona (Sanchez y Benitez, 2003).

Los estrégenos y los progestagenos inducen una actividad proliferativa, tanto en el
tejido normal como en el maligno. En el caso de la progesterona estimula el
desarrollo y diferenciacién de los lobulillos. Los estrogenos son los responsables
de la elongacién y ramificacién de los ductos mamarios. Ambas hormonas actlan
en los tejidos blanco a través de receptores especificos, en cancer de mama su

expresion se encuentra alterada. (Sanchez y Benitez, 2003)

Los receptores hormonales (RH) son proteinas que se ligan a las hormonas las
cuales viajan por el torrente sanguineo mediando sus efectos celulares. Son los

mas estudiados en carcinomas de mama (Silvera et al, 2005).

Los tumores que responden a la terapia hormonal expresan altos niveles de
receptores de estrogeno, en cambio los tumores que no responden a esta terapia

tienen niveles bajos o dificiles de detectar (Silvera et al, 2005)

Receptores a estrégenos

Son proteinas intracelulares que al unirse a su ligando favorecen su translocacion
al nacleo e induccién de la expresion de genes especificos. Ellos poseen tres
dominios: carboxilo terminal que se une a la hormona; central que se adhiere al
ADN, y amino terminal que es importante para la trascripcion. Los efectos de la
combinacion hormona-receptor se traducen en una estimulacion de la division

celular e induccién de la sintesis de otras proteinas (Cammarata-Scalisi, 2008).
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Hasta 1986 en que se secuencid el Receptor a Estrogenos alfa (RE alfa), se
consideraba a esta molécula como la Unica capaz de mediar los efectos de los
estrogenos en los tejidos blanco, pero en 1996 se descubrié un segundo receptor
gue lo denominaron RE beta, para diferenciarlo del primer receptor descubierto al
cual llamaron RE alfa. Estos 2 receptores nucleares vienen de una super familia
de receptores nucleares y una familia de receptores de esteroides que actian

como factores transcripcionales dependientes de ligando (Kos, 2001)

Los receptores para estrogenos alfa y beta son codificados por genes diferentes
(ESR1 y ERS2, respectivamente) encontrados en diferentes cromosomas, el
ESR1 (RE alfa) esta localizado en el cromosoma 6g25.1 y el ESR2 (RE beta) en el
brazo largo del cromosoma 14. La expresion de estos genes varia en cada tejido
blanco, lo que sugiere que cada receptor tiene un papel biologico distinto
(Sanchez, 2003), la expresion del RE alfa se encuentra asociado con la biologia
del cancer de mama, especificamente con el desarrollo de tumores (Hayashi,
2003; Sanchez y Benitez, 2003)

1.3 Receptor para estrégenos alfa

El gen consta de 8 exones que abarca 140 kb del cromosoma 6025.1 y
conformado por seis dominios los cuales estan denotados de la letra A a la letra F.
Existen tres dominios funcionales que interactian, el dominio A/B, del extremo
Amino-terminal, un dominio C de unién a ADN, y el dominio D/ E / F o de union al
ligando (Figura 4).( Nilsson, 2001)

DOMINIOS DEL RECEPTOR A ESTROGENOS ALFA (RE alfa)

aB | c |p] E F

AF-1 DNA Ligand AF-2

Figura 4. Diagrama que representa la estructura de los dominios de este receptor
nuclear (Modificado de Nilsson, 2001).
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La union de un ligando al RE alfa provoca cambios conformacionales en el
receptor y esto conduce, a través de una serie de eventos, a los cambios en la
tasa de transcripcion de los genes regulados por estrégenos. Estos eventos, y el
orden en el que aparecen en el proceso general no se conocen pero incluyen
dimerizacion del receptor, la interaccion receptor-ADN, el reclutamiento y la
interaccién con coactivadores y otros factores de transcripcion, y la formacion de

un complejo de preiniciacion (Nilsson, 2001)

Receptor para estrégenos alfay el cancer de mama

La expresion de RE alfa esta estrechamente relacionado con la biologia del cancer
de mama, especialmente con el desarrollo de tumores. De hecho, carcinomas de
mama que expresan al RE alfa a menudo revelan fenotipos méas agresivos.
Ademas, la expresion de RE alfa en los tejidos tumorales es un predictor de
pronéstico favorable en el tratamiento endocrino. La regulacion en la expresion
génica del RE alfa es un tema fundamental en el cancer de mama y su
sobreexpresion es un evento esencial en la génesis del tumor (Sanchez y Benitez,
2003).

Polimorfismos genéticos del ESR1 y su uso como marcadores en la

deteccion del cancer de mama.

Diferentes polimorfismos ubicados en el gen de este receptor pueden implicar

directa o indirectamente el desarrollo de cancer de mama. (Dumas y Diorio, 2011).

Este grupo de marcadores (polimorfismos) en el ADN se presentan con una
frecuencia igual o mayor al 1% en una poblacién. Esto quiere decir que se
diferencian terminolégicamente de las mutaciones por su frecuencia (Checa,
2007).
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Los polimorfismos genéticos pueden ser originados por errores en los mecanismos
de replicacion y reparacion del ADN, los factores externos como los virus o la
radiacion también pueden influir. Asi, estas mutaciones, proveen variacion alélica
entre individuos y diversidad de la misma especie pero también pueden tener

efectos deletéreos y causar enfermedades (Checa, 2007).

Tipos de polimorfismos:

e Inserciones
e Delecciones
e Cambios en el numero de secuencias repetidas

e Polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP)

Los SNP conforman el 90% de todas las variantes en el genoma humano, la
mayoria de estos se localizan en las regiones no codificantes, esto quiere decir
gue no tienen un impacto directo en el fenotipo de un individuo. No obstante,
algunos introducen mutaciones en secuencias expresadas o en regiones que
influyen en la expresion génica (promotores o iniciadores) y estos pueden inducir
cambios en la estructura o regulacién de proteinas. Los SNP tienen el potencial de
detectar la variacion genética funcional (Nielsen y Signorovitch, 2003; Clark et al,
2005). Por lo anterior, los SNP son importantes y pueden ser utilizados como
herramientas que nos permitan identificar a personas con predisposicién a
desarrollar cancer de mama. (Nielsen y Signorovitch, 2003; Clark et al, 2005).

Hasta la fecha se han propuesto varios grupos de factores de predisposicion
genética para esta enfermedad donde los SNP son de gran ayuda para llevar a
cabo estos estudios, los factores se clasifican en diferentes grados de penetrancia
(alto, medio y bajo riesgo) relacionados con el cancer de mama como son las
mutaciones en el gen del receptor a los estrogenos alfa el ESR1 (Hidalgo-Miranda

y Jiménez-Sanchez, 2009).
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Como en los ultimos afios se ha ido incrementando la incidencia de casos de
cancer de mama hormonodependiente, el ESR1 es uno de estos genes
candidatos para demostrar la susceptibilidad en el cancer de mama (Skoglund et
al, 2006). Se han encontrado varios SNP en la estructura de este gen tales como
la variante C975G la cual ha sido estudiada a las asociaciones con el cancer de
mama tanto esporadico y familiar, con resultados divergentes. La variante G1782A
se ha asociado con un efecto protector en algunos estudios y ningun efecto en
otros (Skoglund et al, 2006).

Existen también dos SNP para estos genes ampliamente estudiados en cancer de
mama y son Xbal (rs9340799) y Pvull (rs2234693) los cuales son nombrados asi
por la enzima que los identifica. Estos se encuentran en el primer intron (figura 5) y
se ha demostrado que estan asociados con el aumento de riesgo para desarrollar

esta enfermedad (Jakimiuk et al, 2007).

Varios estudios se realizaron para el SNP Xbal (rs9340799) en donde el cambio
de base es A/G y muestran una asociacién con el desarrollo de cancer de mama
(Skoglund et al, 2006). Algunos investigadores han sugerido que el alelo ERa-351
modula el efecto de la Terapia de reemplazo hormonal sobre la densidad
mamografica, y un estudio independiente realizado por los mismos autores
demostraron una asociacion entre este polimorfismo y el aumento de la densidad
mamografica, independientemente de la Terapia de remplazo hormonal. El
genotipo A/A se asocié con un ligero aumento en el indice de masa corporal
(IMC), que en ultima instancia esto podria influir en el riesgo para desarrollar
cancer de mama (Giacomazzi, 2012).
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Uno de los SNP mejor caracterizados es Pvull (rs2234693), nombrado asi por el
nombre de la enzima de restriccion que lo localiza en el primer intron del gen
ESR1 y el cambio de base es T/C. Su importancia se centra en posible
mecanismo funcional que incluye cambios en la expresion de este gen por la
alteracion de union de factores de trascripcion y la influencia de splicing alternativo

de factores de transcripcion de este gen (Jakimiuk et al, 2007).

El polimorfismo Pvull (rs2234693) se encuentra asociado significativamente con la
susceptibilidad de padecer cancer de mama en la poblacion polaca, ya que
muestra una frecuencia alélica significativa en diversos estudios realizados en esta
poblacién (Jakimiuk et al, 2007).

E?HEBH E4 HESHFGH E?H E8 P

P/T (Pvu Il)

intron |

A/G (Xba /)

intron |

(TA) in Repeats

Figura 5. Imagen de la estructura del gen ESR1 en donde se
encuentran dos SNP, los cuales son marcadores de susceptibilidad en
cancer de mama, entre ellos se Pvull (Jakimiuk et al, 2007).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, el cancer de mama es considerado un problema de salud publica. A
pesar de que ya existen marcadores de susceptibilidad que ayuden a la deteccion
y posible prevencion de esta enfermedad, es necesario seguir proponiendo mas
marcadores para hacer diagnosticos mas precisos. Debido a la malignidad de este
carcinoma e incidencia en las mujeres mexicanas estudios epidemiol6gicos
estiman que el cancer de mama tendra un incremento significativo en la siguiente
década, por ello la frecuencia alélica de Pvull en la poblacién del centro del pais
podria indicar si existe una cierta asociacion del polimorfismo con mujeres que

presenten esta enfermedad.

3. JUSTIFICACION

En el pais el cancer de mama forma parte de las primeras causas de muerte, por
ello es considerado un problema de salud publica. Aunado a lo anterior, la mayoria
de los casos de cancer de mama son detectados en etapas avanzadas, lo cual
impide que los programas del sector salud cubran las necesidades de la
poblacion. Por lo anterior, es importante seguir desarrollando estudios que
permitan demostrar el uso de mas marcadores de susceptibilidad para una
oportuna deteccion y prevencion de esta enfermedad. EI SNP Pvull, el cual ha
sido asociado con el riesgo a desarrollar cancer de mama, ha sido estudiado
principalmente en poblaciones asiaticas y europeas, sin embargo hay muy poca
informacion sobre su frecuencia en poblaciébn mexicana, por lo cual el estudiar
dicho polimorfismo en mujeres mexicanas aportara informacion valiosa que
permita proponerlo como marcador de susceptibilidad para el desarrollo de esta

enfermedad.
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4. HIPOTESIS

La frecuencia alélica del polimorfismo Pvull sera mayor en el grupo de mujeres

con céncer respecto al grupo control.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia alélica del polimorfismo Pvull, del receptor para
estrogenos alfa, en mujeres que asisten al Servicio de Oncologia del Hospital

Juéarez de México.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener sangre periférica de pacientes con y sin cancer de mama para
elaborar un banco de ADN en el laboratorio.

e Determinar el genotipo para el polimorfismo Pvull en los grupos de estudio.

e Comparar los genotipos y evaluar las frecuencias alélicas entre los grupos
de estudio.

6 .MATERIALES Y METODOS

El desarrollo del presente proyecto requiri6 de: seleccion de la poblacién,
recoleccion de muestras de sangre periférica, confirmacion del diagndstico por
medio del resultado histopatolégico (para conformar los grupos de mujeres con
cancer y sin cancer de mama), extraccion del ADN, determinacion de la integridad,
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concentracion y pureza de este material, genotipificacion en tiempo real y analisis

estadistico de los datos obtenidos.

6.1 Recoleccion de muestras de sangre periférica:

Se recolectaron muestras de sangre periférica de pacientes, en el Servicio de
Oncologia del Hospital Juarez de México. Estas muestras fueron obtenidas con
ayuda de un adaptador para tubos-Vacutainer BD y tubos de vacio color lila
(EDTA) los cuales eran llenados con un volumen aproximado de 3ml de sangre, se
etiquetaba cada uno con una clave para ser almacenados a una temperatura de

4°C, las muestras que perdian la etiqueta fueron desechadas.

6.2 Confirmacion del diagndstico

El diagnostico se confirmo6 dias después de la toma de sangre periférica, en el
area de patologia del Hospital Juarez de Meéxico, donde su resultado
histopatolégico nos indicé si la paciente era positivo para cancer de mama 0 no y

asi poder asignarla al grupo de casos o grupo control de nuestro estudio.

Para asignar al grupo de casos se contemplaron diagndsticos muy frecuentes
tales como Carcinoma In situ, Adenocarcinoma, Carcinoma Ductal y Carcinoma de
Conductos Mamarios. En el caso del grupo control los resultaos histopatologicos
como Hiperplasia, Mastitis, Fibroadenoma y Lipoma fueron utilizados para
conformar este grupo, ya que no cuentan con caracteristicas patologicas para que
sea un carcinoma, una vez asignados los grupos, se procedié a realizar la

extraccion de ADN de cada muestra.

6.3 Extraccion del ADN
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La extraccion de ADN a partir de sangre periférica se llevé a cabo con el kit DNA
Isolation kit for mammalian Blood REF 11667327001, LOT 12690600,

Germany de Roche). El protocolo de extraccion fue el siguiente:

Se tomaron 500l de sangre entera y se agreg6 1ml de buffer de lisis de células
rojas. Se agitd la muestra y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd el tubo a 12000 rpm por 10 min y se deseché el

sobrenadante.

Para eliminar restos de células rojas se realizaron lavados con 500ul de PBS.
Inmediatamente se agregaron 500ul de buffer de lisis de células blancas y se
incubo la reaccién a 37°C durante un periodo de 15-30 min, agitando con un
“vortex” periédicamente. Transcurrido ese tiempo se agreg6 a cada tubo 520ul de
Buffer de Precipitacion de Proteina, se agité nuevamente con un “vortex” y se

centrifugd a 12000 rpm durante 10min.

Una vez centrifugadas las muestras, con la proteina de precipitacion, el
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo de 1.5ml.

Posteriormente, al sobrenadante se le agregaron dos volimenes de Etanol
Absoluto, mezclando por inversion y asi poder precipitar el ADN.

Se realizé un ultimo lavado con Etanol al 70% vy finalmente se resuspendié en
100ul de H20 para posteriormente almacenar el material genético a -20°C hasta su

posterior uso.

6.4 Determinacion de laintegridad del ADN

La integridad de cada muestra se verifico por medio de la técnica de electroforesis,

para lo cual se prepard un gel de agarosa al 1%.
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La elaboracion del gel de agarosa se hizo de la siguiente manera:

En 50 ml de TAE al 1X: Se pesaron 0.5 g de agarosa en una balanza granataria
y se disolvié en 50 ml de TAE. La solucion TAE es una solucion buffer empleada
comunmente para la separacion de fragmentos de los acidos nucleicos ADN y
ARN por electroforesis ya que es inocua para la mayor parte de las proteinas y
evita la accion de las nucleasas, esta compuesta por TRIS base, acido acético y
EDTA.

Esta solucién se prepar6 con las siguientes cantidades de los tres reactivos:
e Tris base =24.2 g
e Acido acético=57.1 ml
e EDTA 1M pH 8= 10 ml

Posteriormente se aforo a 100 ml con agua destilada y ajustamos el pH a 8 y asi
teniamos lista la solucion TAE A 50X, para realizar los geles de agarosa

necesitabamos TAE al 1X asi que diluiamos también con agua destilada.

Continuando con la preparaciéon del gel en un matraz se mezcl6 la agarosa y los
50 ml de TAE al 1X. Esta mezcla se calienta en horno de microondas.
Posteriormente se le agregan 2ul de Bromuro de Etidio y se vuelve a mezclar. Una
vez mezclado se vierte en un molde donde se permite la polimerizacién del gel de

agarosa.

Las muestras de ADN se cargan en el gel de la siguiente manera: se utilizaron 5 pl
de ADN y 2 ul de buffer de carga para cada uno de los pozos. Una vez cargadas
todas las muestras se programo la fuente de poder a 100 v por un periodo de 40
minutos. Una vez que migraron las muestras de ADN a través del gel de agarosa,
durante 30 min, el gel se visualiz6 en un transiluminador donde se observo la
integridad del material genético con la ayuda de un Software (Kodak, molecular

imaging V.4.5.1) el cual nos proporcionaba una imagen digital.
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6.5 Medicion de la concentracién y pureza

Antes de realizar la técnica de PCR en tiempo real se comprob6 que el ADN
extraido estuviera suficientemente puro y con la minima cantidad de proteinas
contaminantes, como el ADN presenta un maximo de absorbancia a 260 nm y las
proteinas lo tienen a en un rango de 260 a 280 nm, entonces si calculamos la
relacion A260/a280= 1.7 a 1.9 podemos determinar que el material genético tiene
una cierta pureza para ser sometido a la técnica de tiempo real y si tiene un valor

mas bajo que el rango, seria necesario purificarlo.

Estas se evaluaron en un Nanodrop (IMPIEN PEARL, 7122 V2.2.3) utilizando
solamente 2ul de ADN de todas las muestras. Previo a la determinacién de la
concentracion y pureza de las muestras se calibré el equipo con una muestra
blanco (H20 inyectable). Después de ser calibrado el equipo se tomaron 2u de

cada alicuota de ADN para hacer la medicién.

6.6 Genotipificacion en tiempo real

Se realiz6 la genotipificacién de las pacientes a través de la técnica PCR-Tiempo
Real con la ayuda de un termociclador acoplado a un espectrofotomero, StepOne,
de la marca Applied Biosystems, utilizando el software StepOne v2.1. El

procedimiento fue el siguiente:

La mezcla de reaccion contenia 1 pyl de ADN gendmico (~20 ng), 1X (12.5 pl)
Tagman Univesal PCR Master mix (Applied Biosystem) y 1X (0,9 uM y 0,25 uM)
de oligonucleotidos y sonda, respectivamente. El control negativo fue una mezcla

de reaccion carente de ADN (NTC, por sus siglas en inglés).
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La sonda que se utilizé para el estudio de este polimorfismo Pvull (ID rs2234693)
fue re-sintetizada a partir de un disefio ya establecido el cual se solicité al
proveedor Applied Biosystems, el cual solamente proporciono la secuencia de una
regién de 50 pb donde se alinea la sonda que reconoce al alelo C (VIC) y/o al alelo
T (FAM), pero no especifican el tamafo real para cada sonda. La secuencia que

contiene a la region que es reconocida por estas sondas es la siguiente:

Secuencia ([VIC/FAM])):

TCATCTGAGTTCCAAATGTCCCAGCIC/TIGTTTTATGCTTTGTCTCTGTTTCCC

Las condiciones de amplificacion fueron:

Desnaturalizacién
Alineamiento

Extension

Para la prueba estadistica x* los resultados obtenidos de la genotipificacion se
anexaron al programa estadistico Stata 8.1 esto con el fin de probar nuestra

hipotesis.
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6.8 Disefo experimental: En el siguiente diagrama de flujo se presenta el disefio

experimental que se siguio en el presente estudio.

Seleccidn de la poblacién

Recoleccién de sangre periférica de la poblacion con cancer de mama y pacientes control

Confirmacién del diagnostico

Extraccion de ADN

Determinacién de la integridad del ADN gendémico por
electroforesis en gel de agarosa al 1%

Medicion de la concentracion y pureza del
ADN

Solicitud de la sonda Tagman para la
amplificacién de la variante Pvull

Determinacion del genotipo de las mujeres
con cancer de mama y pacientes control por
PCR-Tiempo Real

Determinacion de la frecuencia del polimorfismo
Pvull
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Analisis estadistico

7. RESULTADOS

El polimorfismo Pwvull y su relacion con el cancer de mama se encuentra

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos de estudio.

No. de sujetos (%)

Casos Control p

Estado de la Republica
Sur-Centro 34 (72.3) 47 (94.0) 0.0041
Este 13 (27.6) 2 (4.0 0.0013
Oeste 0 (0) 1(2.0) 0.3197
Total 47 (100) 50 (100)

Edo. Civil
Casada 25 (53.2) 25 (53.2) 1.00
Divorciada 1(2.1) 7 (14.9) 0.026
Soltera 9(19.1) 8 (17.0) 0.78
Union libre 10 (21.3) 5 (10.6) 0.15
Viuda 2(4.2) 2(4.2) 1.00
TOTAL 47 (100) 47 (100)

Edad (Media = S.D.) 54.01 £10.8 45.0+ 10.6

ampliamente estudiado en diferentes poblaciones del mundo, en poblacién

mestiza, especificamente mexicana no existen tantos estudios, es por ello que




estos resultados podrian incrementar esta informacion y asi poder tener un
panorama mas amplio del comportamiento de este polimorfismo en la region

centro del pais.

7.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio.

La poblaciéon de estudio para este trabajo consto de 106 mujeres mexicanas con
un rango de edad de 18 a 92 afos, se dividieron en 2 grupos, casos y controles,
los cuales presentaban un promedio de edad de 45 a 54 afios respectivamente,

como se muestra en la Tabla 3.

Con respecto al lugar de origen de las personas del estudio, la region que
predomina ampliamente en los dos grupos es la regién Sur-Centro, en la cual el
Distrito Federal y Estado de México abarcan la mayor parte, en el caso de la
region Este del pais (Hidalgo, Puebla y Veracruz principalmente) también tiene
una significativa presencia en el grupo de los casos, y por ultimo y con una minima
presencia se encuentra el Oeste del pais (Michoacan) que solo tiene a una

persona en el grupo de controles.

Otra caracteristica que se considero fue el estado civil de la poblacién la cual se
encuentra relacionada con el estilo de vida de la persona, y como se aprecia en la
tabla existe un nimero importante de personas casadas y que viven en union libre
en los dos grupos, le siguen con porcentajes mas bajos las personas divorciadas
viudas y solteras. Se sabe que el estar casadas o vivir en unién libre puede
comprometer a una cierta conducta de autoexploracién y deteccion temprana de

enfermedades tales como el cancer de mama.
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7.2 Frecuencia Alélica

El porcentaje del alelo T en el grupo de casos fue de 67.6 y de controles 64.9,
mientras que para el alelo C fue de 32.4 y 31.4 respectivamente, por ello la
diferencia entre las frecuencias alélicas del alelo T frente al alelo C fue de 0.9647,

como se muestra en la Tabla 4:

Tabla 4. Distribucion de casos-controles y la frecuencia alélica en pacientes con

cancer de mama.

Alelo CASOS | CONTROLES p
Pvull n (%) n (%)

T 73 (67.6) |70 (64.9)

C 35(32.4) |34 (31.48) 0.9647

7.2.1 Frecuencia del polimorfismo Pvull en la poblacion de estudio.

Se determind la frecuencia de la variante alélica Pvull, esto fue evaluado mediante
PCR-Tiempo Real, las genotipificaciones se realizaron a los 2 grupos, para el
grupo de casos el genotipo silvestre (T/T) ocupo el 48% de la poblacién mientras
que para el genotipo heterocigoto (T/C) fue de 38.9 %, en cuanto al genotipo
mutante (C/C) su porcentaje fue de 13%. Con respecto al grupo control los
porcentajes fueron los siguientes; (T/T) 46.1%, (T/C) 42.3% y (C/C) 11.5%, por lo

tanto la frecuencia del genotipo heterocigoto fue de 0.647 y para el genotipo
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mutante fue de 0.683. Teniendo asi un comportamiento genotipico similar en

ambos grupos Tabla 5.

TABLA 5. Distribucién y frecuencia genotipica del polimorfismo Pvull en

pacientes con cancer de mama

Genotipo CASOS CONTROLES OR (95% CI) P
n (%) n (%)
Pvull
TIT 26 (48.1) 24 (46.1) 1 1
TIC 21 (38.9) 22 (42.3) 0.827 (0.36-1.85) 0.647
c/iC 7 (13.0) 6 (11.5) 0.820 (0.31-2.12) 0.683

7.3 Relacioén entre el genotipo y el estadio TNM

Durante décadas el estadio clinico (TNM) basado en el tamafio tumoral, el estado

de los ganglios linfaticos y la metastasis del tumor, ha sido el factor prondstico de

sobrevida mas util y ampliamente utilizado y difundido. Por esta razoén

relacionamos a la variante alélica Pvull con el estadio de las pacientes con esta

enfermedad, ya que un estadio igual o mayor a 3 revela un alto progreso tumoral.

Al llevar a cabo esta relacion no se encontraron diferencias significativas hasta el

momento entre ningun genotipo Tabla 6.
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Tabla 6. Relacidn entre el genotipo Pvull y el estadio patolégico (TNM)

entre casos.

Genotipo TNM <2 TNM >3 OR (95% CI) p value
n (%) n (%)
Pvull
TIT 9 (47.36) 15 (45.45) 1
T/IC 6 (31.57) 15 (45.45) 1.5(0.432-5.203) 0.523
CIC 4 (21.05) 3(9.09) 421(0.076-2.321) 0.321

TNM: TUMOR, NODULO LIMFATICO, METASTASIS
< 2 Menor o igual a 2, > 3 Mayor o igual a 3.

7.4 Relacion entre el estado Pre y Post-menopausico de la poblacion con

cancer de mama.

Para esto se conformaron 2 grupos de acuerdo a su estado menopadusico respecto
a su genotipo y se distribuyeron de la siguiente manera: para el genotipo T/T hubo
11 mujeres premenopausicas y 15 postmenopausicas comportdndose de una
manera semejante, para el genotipo heterocigoto (T/C) solo 3 pre-menopadusicas
por 17 post-menopadusicas, arrojando una diferencian marginalmente significativa
en este genotipo. En tanto el genotipo C/C también mantuvo un comportamiento

semejante entre ambos grupos. Tabla 7.

Tabla 7. Relacién entre los genotipos de gen Pvull y el estado de pacientes

pre- menopausicas y post-menopausicas con cancer de mama.

Genotipo Premenopausia Postmenopausia OR (95% CI) P
n (%) n (%)
Pvull
TIT 11 (68.7) 15 (40.5) 1
TIC 3(18.7) 17(46.0) 4.1 (0.97-17.7) 0.055
cic 2 (12.5) 5 (13.5) 1.8 (0.29-11.2) 0.513
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7.5 Comparacion de la variante C del polimorfismo Pvull con diferentes

poblaciones a nivel mundial.

El estudio de esta variante se ha realizado en diferentes poblaciones a nivel
mundial, por ello la frecuencia alélica que se presenta en ellas nos podria brindar
un panorama mas amplio del comportamiento de dicho alelo, debido a que estas
poblaciones poseen diferentes conductas como el estilo de vida, caracteristicas
genéticas o0 los mismos agentes ambientales a los que estan expuestas. Esto
podria repercutir en dichas frecuencias, es por ello que en la Tabla 8 se realiza
esta comparacion con 6 poblaciones, donde una de estas es mexicana. Estos
datos nos indican el comportamiento del alelo mutante con respecto a nuestra
poblacion de estudio, donde se puede apreciar que en todas las poblaciones ésta
variante fue la que presento un menor porcentaje en comparacion con el alelo
silvestre (T). Se pudo observar también que en 2 poblaciones caucasicas
(alemana y espafiola) la frecuencia presento diferencias significativas, en
comparacién con la nuestra, mientras que en las demas poblaciones los datos no

arrojaron un dato significativo.

Tabla 8. Comparacion de la frecuencia de la variante alélica C del polimorfismo Pvull en
diferentes poblaciones del mundo.

Frecuencia de la variante C en Mestizo
(centro del pais)
(32.5%)?
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Frecuencia de la variante C en Japonesas p= 0.0302
(41.4%)*
Frecuencia de la variante C en Polacas p=0.0731
(42.2%)2
Frecuencia de la variante C en Chinas p= 0.0847
(38.4%)3
Frecuencia de la variante C en Alemanas p= 0.0001
(46.3%)*
Frecuencia de la variante C en Mexicanas p=0.3913
(28.5%)°
Frecuencia de la variante C en Espafiolas p= 0.0005
(45.0%)°
1. Frecuencias obtenidas por Suzuki et al, 2003 4. Frecuencias obtenidas por Koch et al, 2005
2, Frecuencias obtenidas por Jakimiuk et al, 2007 5. Frecuencias obtenidas por Murillo et al, 2005
3. Frecuencias reportadas por Cai et al, 2003 6. Frecuencias reportadas por Gonzélez-Mancha
8. DISCUSION etal, 2003

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte en mujeres de
todo el mundo, en México es considerado un problema de salud publica debido al
aumento de su frecuencia en los ultimos afios (Knaul et al, 2009). En varios
estudios realizados al rededor del mundo (Suzuki et al, 2003;Jakimiuk et al, 2007;
Cai et al, 2003;Koch et al, 2005; Murillo et al, 2005; Gonzalez-Mancha et al, 2008)
se ha buscado cierta asociacion de diversos polimorfismos del gen ESR1 y el
cancer de mama. El considerable aumento en la incidencia de esta enfermedad
ha llevado a la busqueda de biomarcadores que puedan ayudar a detectarlo
oportunamente, entre ellos se encuentran los SNP (Skoglund et al, 2006). Los
SNP’s Xbal (rs9340799) y Pwvull (rs2234693) han sido usados como
biomarcadores para cancer de mama hormonodependiente ya que en diferentes
poblaciones se ha demostrado dicha asociacién (Jakimiuk et al, 2007). Por lo
anterior en este trabajo se buscé estudiar la frecuencia alélica del polimorfismo
Pvull en mujeres que acuden al Hospital Judrez México. Los resultados de este
estudio hasta el momento indican que no existe una relacién directa en la

frecuencia del polimorfismo con esta patologia.

El estudio realizado por Murillo y cols (Murillo et al, 2005) relacioné al polimorfismo
Pvull y la densidad mamaria como factor para el desarrollo de cancer de mama,

su poblacién fue de 86 pacientes y la frecuencia alélica del alelo mutante fue de
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28.5% mientras que la nuestra fue de 106 y la frecuencia alélica de este alelo fue
de 32.5%, y con un valor de p=0.3913 y esto indica que no hubo una diferencia
significativa entre estos datos, cabe sefialar que en el estudio de referencia solo
se contd con pacientes sanas, a diferencia del nuestro donde contamos con
pacientes sanas y con cancer de mama, entonces no se esperaria una relacion
con diferencias significativas ya que las pacientes con cancer de mama aportan un
mayor namero de datos clinicos donde se podria hacer relacion directa entre la
densidad mamaria y el porcentaje de receptores hormonales en especial RE alfa,
en donde estos guardan una relacion con el tamafio de la glandula y la progresion

de la enfermedad (Souza et al, 2013).

En un estudio realizado en China (Cai et al, 2003) en donde pretendian ver la
relacion que existia entre 2 polimorfismos del gen del RE alfa entre ellos Pvull,
utilizaron a 1069 mujeres con cancer y 1116 mujeres control, donde encontraron
gue existia un elevado riesgo de padecer cancer de mama cuando se presentaba
los genotipos heterocigotos y homocigotos mutantes aunado a ser menor de 45
aflos. Comparando a este estudio con nuestra poblacion, no obtuvimos una
diferencia marcada, esto pudo deberse a que nuestra poblacion se componia del
5% con respecto al estudio de referencia, también el factor genético de las dos
poblaciones tiene un papel importante, ya que puede ser similar entre estos
grupos y por ello se podrian originar estos resultados, junto con esto, otros
factores como la dieta, el estado hormonal o la exposicién al medio ambiente

puede sustentar aln mas los datos.

En 3 estudios realizados en paises Europeos (Jakimiuk et al, 2007; Koch et al,
2005; Gonzalez-Mancha et al, 2003) las frecuencias alélicas reflejaban al alelo C
como el menos frecuente. En poblacion alemana 46.3%, para la espafiola 45% y
para la polaca 42.2%, cabe destacar que en la poblacién alemana el estudio se
enfocaba en relacionar al polimorfismo y la susceptibilidad de presentar infarto al
miocardio, no encontraron cierta asociacion pero al enfocarse solo en la frecuencia

alélica se vio un comportamiento diferente al de nuestra poblacion, y al realizar la
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correlacion tuvimos un valor de p=0.0001, el cual arroja una diferencia
significativa, esto puede asociarse a que el genoma de las alemanas tiene algunas
diferencias que hacen que el genotipo refleje grandes variaciones entre las dos
poblaciones y esto hacen que cambie el comportamiento de alelos en especifico
Pvull (Silva-Zolezzi et al, 2010). En el estudio hecho en Espafia, también se arrojo
una diferencia significativa respecto a nuestra poblacion (p=0.0005), quizé se deba
a que comparta ciertas caracteristicas genéticas con la poblacion alemana, ya que
entre paises europeos las diferencias genotipicas son poco significativas, también
los estilos de vida de la regidn(dieta, consumo de alcohol, cigarro, etc) son
similares, sin embargo en nuestra poblacion de estudio estos aspectos son muy
diferentes, el estado socioeconémico y las caracteristicas ambientales son
contrarias a la espafiola y por ello tienen un impacto que potencializa la
susceptibilidad al desarrollo de diferentes patologias, entre ellas el cancer(Ojeda-
Granados et al, 2013).

En el estudio realizado en Polonia, se analizaba la prevalencia de dos
polimorfismo del RE alfa, uno de ellos era Pvull en mujeres post-menopadsicas, y
encontraron cierta prevalencia, lo cual podria ser una caracteristica potencial para
el desarrollo de varias enfermedades, entre ellas cancer de mama (Jakimiuk et al,
2007). El valor de p (p=0.0731) pero no existe una diferencia significativa en
comparacién con nuestra poblacion. Sin embargo en el mismo estudio marcan el
comportamiento alélico similar a otras poblaciones europeas, y también sefialan
gue existen diferencias estadisticas con poblaciones asiaticas, pero no mencionan
respecto a poblacion latina, por ello consideramos que un estudio como el nuestro
brindaria informacién para entender el comportamiento alélico de Pvull entre

ambas regiones.

Otro estudio realizado en japoneses (Suzuki et al, 2003) al ser comparado con
nuestra poblacion de estudio, obtuvimos un valor de p=0.0302 indicando que
existen diferencias significativas, esto puede sustentarse porque su poblacion

estaba constituida por varones, ellos analizaron cierta asociacion de Pvull con el
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desarrollo de cancer de préstata, pero al relacionar su frecuencia alélica con la de
nuestro trabajo se obtuvo lo esperado, una diferencia significativa.
Geograficamente son 2 poblaciones muy alejadas y si se suma a esto el género,
las caracteristicas son muy diferentes, ya que en una mujer las concentraciones
hormonales son muy diferentes a las del vardn, estas varian mensualmente y en
ocasiones pueden verse alteradas debido a multiples factores como: lactancia,
nuliparidad, uso de anticonceptivos, menarca temprana o menopausia, y de este
modo el estado hormonal en desequilibrio puede repercutir a nivel celular y asi
contribuir a patologias que se desarrollan en mujeres, tales como el cancer de

mama (Pacheco, 2007).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud el cancer de mama es el mas
frecuente entre las mujeres a nivel mundial, se estima que cada afio se detectan
1.38 millones de casos. Este padecimiento se presenta con mayor frecuencia en
paises desarrollados, pero tiene mayor impacto en paises en vias de desarrollo
como México (OMS, 2012), por ello al comparar la incidencia de nuestra poblacién
con los estudios donde tuvimos diferencias significativas podemos observar que
en las poblaciones Europeas la tasa de incidencia es de las mas altas en el mundo
al presentarse en 99.4 mujeres por cada 100 000(Cardenas et al, 2013), en
cambio en México la incidencia es de 23.7 mujeres por cada 100 000, por ello se
puede justificar las diferencias obtenidas en este trabajo, ya que los factores
genéticos y los estilos de vida juegan un papel fundamental, para que exista una
marcada diferencia(OMS, 2012), en las poblaciones donde no encontramos
diferencias significativas (china, y mexicana ) la poblacion china se encuentran
entre las regiones donde la incidencia mantiene cifras similares, ya que ambas
regiones pueden compartir ciertas caracteristicas tanto genéticas o socioculturales
gue asemejen las cifras para esta enfermedad (Rodriguez y Capurso, 2006). Pero
esto no es definitivo ya que la incidencia en el pais avanza paulatinamente y se

debe actuar en sistemas de prevencion que reviertan estas cifras.
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La poblacion analizada en este estudio estaba conformada de casos y controles y
presentaba un promedio de edad de 54.0 y 45.0 afios respectivamente, se ha
documentado que la incidencia en el pais comienza desde los 20 afios en
adelante (OMS, 2012), por ello contar con pacientes en esa edad complementaria
el rango de edad que se maneja a nivel nacional, pero la edad en donde el cancer
de mama tiene més frecuencia va de los 45 a 54 afios (Rodriguez y Capurso,
2006).

La situacion geografica de la poblacion que estudiamos concentra en su mayoria a
personas que habitan en el centro del pais, y diversos estudios
epidemioldgicos(Rodriguez y Capurso, 2006), establecen que la mayor tasa de
incidencia y mortalidad se encuentra en los estados del centro y norte del
pais(Céardenas et al, 2013), las personas que acuden al servicio de oncologia en el
Hospital Judrez de México en su mayoria abarcan a esta poblacion, ya que mas
de la mitad de los casos y casi todos los controles proceden del Estado de México,

el Distrito Federal e Hidalgo.

De acuerdo a los datos de la tabla 7 en mujeres con cancer de mama que
presentan un promedio de edad de 54 afios y aunado a esto presentan el genotipo
heterocigoto, éste les confiere una mayor probabilidad al desarrollo de la
postmenopausia. Este dato estuvo en el limite de la significancia estadistica, pero
también fue el subgrupo que presentd el mayor numero de individuos en el

estudio.

La postmenopausia confiere un riesgo importante al desarrollo de caAncer de mama
(Pacheco, 2007), esto puede deberse a factores como: obesidad, niveles
plasmaticos elevados para estrogenos, terapia de reemplazo hormonal, entre otras
(Lépez et al, 2006), ya que al verse interrumpida la funcién ovarica, la corteza
suprarrenal es la encargada de sintetizar a esta hormona por ello los niveles de
estrogenos son bajos a comparacién de personas pre menopausicas esto puede
originar sintomas de osteoporosis, enfermedades cardiovasculares asi como

diferentes tipos de cancer, entre ellos el de mama (Kaaks et al, 2005). En nuestra
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poblacién con cancer de mama, el 70% son mujeres postmenopausicas, lo cual

indicaria que ese porcentaje presenta alguna de las condiciones mencionadas.

La edad estimada para llegar a la postmenopausia es de los 50 afios en
adelante(Atias, 2008), la poblacion de postmenopausicas en nuestro estudio tiene
un promedio de edad de 58 afios, el cual guarda cierta similitud con un estudio
realizado por Souza (Souza et al, 2013) donde sus pacientes abarcaban un rango
de edad entre 45 y 65 afios y en otro estudio realizado en todo el continente
europeo (Kaaks et al, 2005) contemplaban un promedio similar en la edad de la
postmenopausia, por esto aseguramos que en regiones con alto grado de
incidencia el promedio para el desarrollo de la postmenopausia es similar al de

nuestra poblacion.

Existen pocos estudios donde este asociado el genotipo de este polimorfismo y la
postmenopausia, en dos poblaciones, holandesas y chinas (Souza et al, 2013)
asociaron al genotipo heterocigoto y el riesgo a padecer cancer de mama, en ellos
incluyeron a personas postmenopausicas, y se podria decir que el comportamiento
genotipico de esas poblaciones es similar para estas caracteristicas, también en
un estudio realizado para poblacion brasilefia (Souza et al, 2013) consideraron
estas caracteristicas pero fue mas evidente en el genotipo homocigoto mas
frecuente (silvestre), por ello nuestros resultados resaltarian que el genotipo
heterocigoto en mujeres con cancer de mama potencializaria el inicio de la

postmenopausia.

Indudablemente, conocer alteraciones a nivel molecular del cancer de mama
hormonodependiente, nos podria brindar mayor informacion sobre factores que
nos pueden hacer susceptibles a esta enfermedad, estos factores podrian ser
polimorfismos como Pvull el cual en otras poblaciones indica cierta asociacion
debido a su frecuencia. Quiza nuestro estudio contemplo un namero reducido de
pacientes pero brinda cierta informacion sobre el comportamiento alélico en esta

region, ya que existe escasa bibliografia. Si aumenta la informacion sobre el
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comportamiento de este polimorfismo se podria aplicar en un futuro como posible
biomarcador para cancer de mama en esta poblacion, donde la incidencia cada

vez €S mayor.

9. CONCLUSIONES

1. Se logré genotificar y determinar las frecuencias alélicas de la poblacion de
estudio.

2. La poblacion en donde se realiz6 el estudio se concentrd en la parte Sur-
centro del pais, y estos datos contribuiran al aumento de la informacion
sobre el comportamiento de este polimorfismo en esta region.

3. Hasta el momento no existe diferencia significativa entre la frecuencia
alélica de Pvull en la poblacion de estudio.

4. El genotipo heterocigoto en mujeres con cancer de mama tiene cierta
relacion con el desarrollo de la menopausia.

5. Al comparar la frecuencia de Pwvull con otras poblaciones del mundo,
encontramos diferencias significativas con dos poblaciones europeas y una
asiatica, lo cual podria justificarse por ciertas diferencias genéticas y en el

estilo de vida.
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ANEXO.

CUESTIONARIO PARA PROTOCOLO DE INVESTIGACION

FECHA:

NOMBRE:

EDAD:

LUGAR DE NACIMIENTO:

OCUPACION:

No DE HIJOS :
INICIO DE VIDA SEXUAL:

LACTANCIA:

USO DE ANTICONCEPTIVOS:

MENOPAUSIA (EDAD):

RECEPTORES A ESTROGENOS (%):

DE SALUD

CIAVE:

No DE EXPEDIENTE:

DATOS CLINICOS
CONSUMO DE ALCOHOL: ___
CONSUMO DE TABACO: __
CONSUMO DE DROGAS: __

ANTECEDENTES DE CANCER FAMILIAR:

DATOS HISTOPATOLOGICOS
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RECEPTORES A PROGESTERONA (%):

Her2/Neu:

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO:

TRATAMIENTO:

TIPO DE TRATAMIENTO:
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