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1. INTRODUCCION

A nivel internacional una de cada ocho mujeres tiene o va a desarrollar el cancer
de mama en el lapso de su vida, es decir, que el 12 por ciento de la poblacién
femenina actual en el mundo va a presentar esta enfermedad. Aunque el riesgo de
enfermar es superior en los paises con nivel socioeconémico alto, la mayor
mortalidad se observa en las mujeres que habitan en los paises pobres debido a
un menor acceso a los servicios de salud, para su deteccidon temprana, tratamiento
y control

En México los registros epidemiolégicos muestran que el nUmero de casos nuevos
reportados de cancer mamario va en aumento, asi como la tasa de mortalidad por
esta causa, actualmente ocupa el primer lugar como causa de muerte por
neoplasia maligna en las mujeres mayores de 25 afios y es un grave problema de
salud publica en nuestro pais.

El cancer de mama es una patologia con diversos factores de riesgo, esta
asociada al envejecimiento y a estilos de vida poco saludables, asi como al medio
hormonal enddgeno, siendo este dltimo de gran importancia, ya que se ha
observado que los estrégenos a una alta concentracion pueden aumentar el riesgo
de padecer esta enfermedad. Debido a esto se decidi6 estudiar el gen CYP11B2
(aldosterona sintasa), ya que puede estar influyendo en los niveles de estrégenos
endogenos, considerando que este cancer es de tipo hormonal. Los dos

polimorfismos a estudiar son el -344 T/C y la conversion del intron 2.




2. MARCO TEORICO

2.1 Descripcion del cancer mama

El cadncer de mama es una neoplasia maligna que tiene su origen en la
proliferacion acelerada, desordenada e incontrolada de células pertenecientes a
distintos tejidos de la glandula mamaria. Esto es causado por alteraciones en la
estructura y funcion de los genes, por lo que las células reciben mensajes
erroneos, permitiendo a las células sobrevivir, replicarse y evadir mecanismos
reguladores de apoptosis, proliferacion y del ciclo celular.

La célula cancerosa pierde el control de su propio desarrollo, de modo que se
dividen en mas células a mayor velocidad que el resto de tejidos a los que
pertenece, sin cumplir las funciones para las que ha sido creada, este crecimiento
anormal llega a formar masas de tejidos llamadas tumores. El cancer se desarrolla
en diferentes etapas e intervienen diferentes factores para que se convierta en un
tumor visible, estos tumores tienen la capacidad de invadir y destruir tejidos y
organos sin importar que estén cerca o lejos del tumor original.

La muerte del paciente se produce cuando existe propagacion de las células
tumorales a 6rganos vitales como el higado, pulmones o el cerebro, entre otros.
Sin embargo, el cancer de mama tiene un comportamiento distinto en cada
persona dependiendo de la etapa en que haya sido diagnosticado, del sistema

inmunolégico del individuo y de los diversos factores de riesgo. 12




2.2 Epidemiologia

El cancer de mama es la causa mas comun de muerte por cancer en mujeres en
todo el mundo. Se estima que las mujeres que llegan a los 85 afios de edad
tendran una oportunidad en nueve de desarrollar cancer de mama; su frecuencia
parece ser mayor en paises desarrollados que en los no desarrollados pese a que
el aumento paulatino de esta patologia en estos ultimos paises ha hecho que esta
diferencia sea cada vez menos marcada.* Los principales factores de riesgo de
desarrollar un cancer de mama son la edad, el pais de nacimiento (desarrollado o
en vias de desarrollo) y los antecedentes familiares de cancer de mama, sobre
todo si existe un contexto genético. La densidad radiologica de la glandula
mamaria también parece ser un factor importante, aunque quiza dependa de los
demas factores de riesgo.®

Los niveles mas elevados de cancer de mama se observan en Norteamérica y en
los paises del norte de Europa y la incidencia mas baja en los paises asiaticos y
en vias de desarrollo.

Las cifras de incidencia y de mortalidad varian con la situacidbn geografica; la
incidencia mas alta se observa en Norteamérica y en el norte de Europa y la mas
baja, en los paises en vias de desarrollo y en Japbn; en estos paises, sin
embargo, desde 1990, se observa un aumento importante de la incidencia del
cancer de mama y, paralelamente, una modificacion de algunos factores de
riesgo: menarquia mas precoz, menos embarazos, duracion de la lactancia mas
corta, mayor estatura, aporte caldrico global mas elevado que conlleva al
sobrepeso, etcétera, lo que probablemente explique en parte esta modificacion de

la incidencia . Se ha detectado mas de un millébn de nuevos casos de cancer de




mama en el mundo por afio en 2002, mas de la mitad de ellos en paises
industrializados.® 7 El cancer de mama representa en la mujer cerca del 25% de
los nuevos casos de cancer a escala mundial, dentro de esta escala se declaran
411093 fallecimientos al afio por cancer de mama. Otro factor que afecta la
incidencia son las migraciones geograficas, que han permitido demostrar el papel
desempefiado por los factores medioambientales en el cancer de mama, por
ejemplo en Estados Unidos, los migrantes japoneses presentan al cabo de dos a
tres generaciones posteriores el mismo perfil epidemiolégico que el resto de la
poblacion; lo mismo ocurre con las personas jovenes que han emigrado de un pais
de bajo riesgo (hispanos), lo que traduce una exposicion relacionada con el
entorno al principio de la vida. Este fendmeno también se ha observado en Israel
por los judios originarios de Africa o de Asia cuya tasa observada al cabo de una
generacion se ha acercado a la de los judios originarios de Europa o de América.

La diferencia de supervivencia entre los diferentes paises estd directamente
relacionada con el estadio en el momento del diagnéstico. La ausencia de
empeoramiento de la mortalidad por cancer de mama seguramente esté ligada a
las politicas de deteccion precoz de esta enfermedad y a los medios terapéuticos.®
En las mujeres hispanas es menos probable que el cancer de seno se
diagnostique en sus etapas tempranas que en las mujeres blancas no hispanas,
aun después de que se toman en cuenta las diferencias de edad, el estado
socioeconémico y el método de deteccion (figura 1). Durante el periodo
comprendido entre 2005 y 2009, 56% de los canceres de seno en las mujeres
hispanas se diagnosticaron en la etapa local, en comparacion con un 64% entre

las mujeres blancas no hispanas.®
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Figura 1 Gréfica de los diversos tipos de cancer en mujeres hispanas.
Tomada de: American Cancer Society®

Segun estadisticas del INEGI® en México, el cancer de mama constituye a partir
de 2006, la primera causa de muerte por neoplasia maligna entre las mujeres
mayores de 25 afios de edad con mas de 4000 defunciones registradas y una tasa
de mortalidad de 15.8 fallecimientos por cien mil mujeres, lo que representa un
incremento de 9.7% en relacion con el afio 2000. Las defunciones en numeros
absolutos, contindan en ascenso. En seis afios han aumentado 28.5%, al pasar de
3455 en el afno 2000, a 4461 en 2006, lo anterior significa que en promedio
fallecieron 12 mexicanas por dia, es decir, una cada dos horas.

El andlisis de la mortalidad por cancer de mama en 2006 muestra variaciones
importantes por entidad federativa. Once estados de la Republica Mexicana

concentran 50% de las muertes por esta causa. Los estados se ubican
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principalmente en el norte, occidente y centro del pais y se caracterizan por
tener mejor nivel socioecondmico, estos son: Baja California Norte, Baja California
Sur, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Monterrey, Tamaulipas, Sinaloa, Guadalajara,
Guanajuato y Ciudad de México.

El analisis por municipio muestra que Guadalajara, Jalisco tiene el primer lugar en
defunciones, el segundo lugar lo ocupan dos alcaldias de la Ciudad de México,
Iztapalapa y Gustavo A. Madero vy, el tercer lugar, Monterrey, Nuevo Ledn.

De las 4461 muertes que se produjeron en 2006 en todas las edades, el 68%
ocurrid6 en mujeres mayores de 50 afios, con una edad promedio al morir de 58.3
afnos. El mayor riesgo de morir por cancer de mama se encuentra en mujeres que

tienen arriba de los 40 afios, principalmente en aquellas de 50 y méas.1%-1?

2.3 Fisiopatogenia del cancer de mama

2.3.1 Anatomia de la mama

Para entender mejor el cancer de mama resulta util tener cierto conocimiento
bésico sobre la estructura normal de la mama. Las mamas son glandulas
sudoriparas modificadas y funcionan como glandulas apécrinas modificadas. Las
mamas adultas maduras forman dos grandes prominencias redondeadas entre la
piel y la fascia profunda en la parte anterior del torax, sobrepuestas a los musculos
pectorales entre la segunda y sexta costillas'®, la medida mamaria promedio es de
10 a 12 cm de didmetro y 5 a 7 cm de espesor.13 14

La mayor parte de la mama esta cubierta por una piel fina y movil, su vértice esta

constituido por una zona redondeada y pigmentada, la areola, en el centro de la




cual se encuentra el pezon. La areola mamaria es una zona cutanea regularmente
circular de 15 a 25 mm de diametro, su coloracion varia desde rosada hasta
marrén, tiene una superficie levantada en ciertos puntos, constituyendo pequefas
elevaciones denominadas glandulas areolares o de Morgagni, que en promedio
son de 15 a 20.14 15

El parénquima mamario se divide en 15 a 20 segmentos, unidades glandulares o
I6bulos, dispuestos radialmente que convergen en una serie de conductos en el
pezon, entre 5 y 10 conductos colectores mayores se abren en el pezén, cada
conducto drena un segmento o lébulo mamario. Cada I6bulo contiene entre 20 y
40 lobillos, siendo ellos la unidad funcional de la mama, estan constituidos por
entre 10 y 100 alvedlos, estas estructuras se ilustran en la figura 2. El lobulillo esta
formado por pequefias glandulas con epitelio cuboide y células mioepiteliales
rodeados de un estroma vascular, los pequeiios conductos terminales
interlobulares conducen a los conductos terminales extralobulares, que a su vez
llevan a conductos colectores mayores y luego a los aun mayores conductos
galactoforos que drenan todo el I6bulo. Antes de drenar en el pezén, estos
conductos se dilatan para formar una ampolla o seno galactoforo, para que éstos
se vacien se necesitan contracciones de las células mioepiteliales y del musculo

liso de la areola.1# 16
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Figura 2. Anatomia de la mama. Tomada de: American Cancer
Society?

Dentro del tejido subcutaneo de la mama se encuentra la capa adiposa que se
extiende por toda la cara profunda de la piel de la mama, excepto a nivel de la
areola y del pezén. El tejido subcutaneo esta tabicado por hojas conjuntivas

fibrosas que se extienden desde la cara profunda de la dermis hasta la cara




anterior de la glandula mamaria y los conductos galactéforos, sobre la cual se
insertan, estas condensaciones fibrosas (ligamentos de Cooper) suelen estar mas
desarrolladas en la parte superior de la mama, y asi contribuyen al soporte del
tejido mamario. El carcinoma de mama crea tensidn es estos ligamentos
produciendo depresiones en la piel.t3 7

Es importante entender el sistema linfatico, ya que el cancer de seno se puede
propagar a traves de este sistema. Los ganglios linfaticos son 6rganos del sistema
inmunolégico en forma de nodulos con un tamafio inferior a 1 cm que se
interconectan mediante los vasos linfaticos. Estos son similares a venas
pequefias, excepto que transportan un liquido claro llamado linfa (en lugar de
sangre) fuera del seno. La linfa contiene liquido intersticial y productos de
desecho, asi como células del sistema inmunolégico. Las células del cancer de
seno pueden ingresar en los vasos linfaticos y comenzar a crecer en los ganglios
linfaticos. La mayoria de los vasos linfaticos del seno conducen a los ganglios
linfaticos en las axilas (ganglios axilares), otros vasos linfaticos conducen a los
ganglios linfaticos dentro del térax (ganglios mamarios internos) y a aquellos en la
parte superior o inferior de la clavicula (ganglios supraclaviculares o

infraclaviculares).'# 18

2.3.2 Factores de riesgo
Hasta el momento no existe una causa especifica para desarrollar cancer de
mama; sin embargo, se conocen varios factores de riesgo involucrados y

relacionados directa e indirectamente:




Incidencia segun el sexo: El simple hecho de ser mujer es el principal riesgo de
padecer cancer de seno. Los hombres pueden padecer cancer de seno, pero esta
enfermedad es aproximadamente 100 veces mas comun entre las mujeres que en
los hombres. Esto probablemente se debe a que los hombres tienen menos de las
hormonas femeninas estrogeno y progesterona, lo que puede promover el
crecimiento de células cancerosas de seno.

Envejecimiento: EIl riesgo de padecer cancer de seno aumenta al envejecer.
Aproximadamente uno de ocho cénceres de seno se detecta en mujeres menores
de 45 afios de edad, mientras que aproximadamente dos de tres canceres
invasivos del seno se encuentran en mujeres de 55 afios 0 mas. 1920

Factores hormonales y reproductivos: La edad temprana de la menarquia
(antes de los 12 afos) ha sido uno de los factores que incrementan el riesgo de 1
a 1.8 veces y la aparicion tardia de la menopausia (55 afios 0 mas) incrementa 2.5
el riesgo, mientras que la menopausia artificial por castracién quirargica, antes de
los 40 afios, ha mostrado disminuir significativamente el riesgo. La lactancia y la
multiparidad han sido demostradas como factores que disminuyen el riesgo de
cancer de mama, mientras que cuando tienen el primer embarazo a término por
arriba de los 30 afios o son nuliparas, el riesgo de cancer de mama se eleva. La
hipotesis del por qué este efecto protector se apoya en que durante la primera
mitad del embarazo se produce la proliferacion de las células mamarias y luego
ésta disminuye durante la segunda mitad, cuando se lleva a cabo la diferenciacion
celular. Esto explicaria por qué el riesgo de cancer de mama no se reduce en los
embarazos que no llegan a término. El efecto protector de la lactancia difiere en

forma importante en las diferentes poblaciones analizadas. Asi en las poblaciones
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asiaticas y en México, entre las poblaciones indigenas y de menores niveles
socioeconémicos, donde la duracion de la lactancia es substancialmente mayor,
es donde se ha demostrado un mayor efecto protector.

La utilizacion de anticonceptivos orales no ha mostrado, en la mayoria de las
investigaciones publicadas, un aumento o disminucion del riesgo de cancer de
mama, pero el uso de estrégenos exdgenos conjugados en la terapia hormonal de
reemplazo, administrada por periodos prolongados (mayor a 5 afios) incrementa
2% anual el riesgo de las mujeres postmenopausicas.

Este riesgo permanece durante los cinco afios posteriores a la suspension de la
terapia hormonal y s6lo después de ese tiempo se iguala el riesgo con las mujeres
que nunca usaron terapia hormonal de reemplazo. Recientemente se publicé que
el uso de combinacién de estrégenos y progestagenos, continuos o secuenciales,
incrementa aun mas el riesgo de cancer de mama, (51% mayor cuando los utilizan
mas de 5 afos) lo que ha llevado a suspender el reclutamiento de pacientes en
varios estudios prospectivos que se desarrollan en Europa y Estados Unidos de
Norteamérica.?! 22

Factores dietéticos: Desde hace muchos afios se ha sugerido una asociacion
entre dieta y cancer mamario. La mayor frecuencia de ésta enfermedad en
Estados Unidos de Norteamérica y Europa y la baja incidencia en Asia y América
Latina han sido correlacionadas con el mayor consumo de grasas animales y
azucares refinados en la dieta occidental. Los estados del norte y centro de la
Republica Mexicana tienen mayor incidencia de cancer de mama y en ellos el
consumo de grasas animales es mucho mayor que entre la poblacion del sureste

mexicano, mas pobre.?
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Estructura corporal: Se ha sugerido que la altura, volumen mamario, estructura
corporal y la obesidad son factores de riesgo, mujeres cuya talla es mayor a 1.67
m tienen un mayor riesgo que las que miden menos de 1.59 m. Mujeres altas y
delgadas con mamas grandes tienen mayor riesgo, sobre todo antes de los 45
afos. Otros estudios han mostrado que la distribucion de la grasa, especialmente
la cantidad de grasa abdominal es un factor de riesgo, especificamente en las
mujeres premenopausicas en que se produce aumento de estradiol, hecho
aparentemente relacionado con hiperinsulinemia, que a su vez aumenta el factor
de crecimiento de insulina I, que interactia con los estrogenos para estimular el
desarrollo de las células de cancer mamario. Las mujeres que aumentan de peso
mas de 27 Kg de su juventud a la edad madura, doblan su riesgo de cancer de
mama. En las mujeres mexicanas la obesidad es un grave problema ya que sélo
una cuarta parte de las mujeres mayores de 40 afios tienen el peso ideal, 50%
tienen sobrepeso y otro 25% tienen obesidad morbida. Es uno de los factores
posibles a investigar como causal de cancer de mama en mujeres mexicanas, en
quienes se desarrolla a edades mas tempranas.?

Factores ambientales: Entre los factores ambientales y estilos de vida, la
exposicibn a la radiacién ionizante produce lesiones en el genoma, como
hidroxilacion de la timina, lo que resulta en formacion de dimeros de dicha base
nitrogenada y rotura de una o dos cadenas de ADN. El consumo de bebidas
alcoholicas se ha identificado como factor de riesgo, ya que entre sus productos
se encuentra el acetaldehido, conocido como carcindgeno primario en animales.
Existe controversia entre la asociacion de tabaquismo y cancer de mama, pues

algunos autores sefialan que sus derivados, como el benzopireno, las aminas
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aromaticas y nitrosaminas, estan implicados en la carcinogénesis de la mama;
aunque otros no han encontrado ninguna asociacion.?3 24

Factores de riesgo genéticos

Se cree que alrededor del 5 al 10 por ciento de los casos de cancer de seno son
hereditarios, sea que se originan directamente de defectos genéticos (mutaciones)
heredados de uno de los padres. Estimdndose que el riesgo aumenta del.5 a 3
veces si la madre o hermana han sido diagnosticadas con cancer de mama y que
la probabilidad a lo largo de la vida es de 30%, asi mismo la incidencia se
relaciona con la raza y etnicidad. Las mujeres de raza blanca tienen una
probabilidad ligeramente mayor de padecer este cancer que las mujeres de raza
negra. Sin embargo, las mujeres de raza negra tienen mas posibilidades de morir
por este cancer, parte de esto parece deberse a que las mujeres de raza negra
tienden a padecer tumores mas agresivos, aunque las razones para esto se
desconocen.

Los defectos en genes mas comunes se encuentran en los genes BRCA1 y
BRCA2; si un familiar de una mujer es portador del gen, tiene el riesgo de
presentar cancer de mama del 50 al 85%, casi siempre desarrollan la enfermedad
antes de los 65 afios. Otros genes implicados son MTHFR, PIN1, HER2, TP53,
RAD51, gen Xerodermapigmentoso. 2°

2.3.3 Ciclo celular y cancer

Una falla de la regulacion en el mecanismo de control del ciclo celular lleva a una
proliferacion celular excesiva y como consecuencia a la aparicion del cancer. El

cancer resulta de multiples alteraciones genéticas (polimorfismos, deleciones,
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inserciones, secuencias repetidas, rearreglos) en los genes que controlan la
proliferacion celular, la diferenciacion o la apoptosis.

El ciclo se compone de una serie de sucesos que conducen a que una célula se
divida dando lugar a dos células hijas. Esta formado por las fases G1, en donde la
célula crece y ésta puede responder al efecto de factores estimuladores o
inhibidores de la proliferacion; la fase S, en donde las células duplican su material
genético; la fase G2, en donde las células continan creciendo y se preparan para
la mitosis; y la fase M, en donde la célula se divide. Existe una fase fuera del ciclo
celular llamada GO en donde las células se encuentran en un estado quiescente

no proliferativo.26 27

2.3.3.1 Control del ciclo celular
El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un orden y

supervision estrictos, los cuales determinan el comportamiento de la célula,
incluyendo la decision de crecer, diferenciarse o morir por apoptosis (muerte
celular programada).

Entre las proteinas regulatorias positivas mas importantes se encuentran las
ciclinas, que constituyen la subunidad regulatoria de otras proteinas relacionadas
conocidas como proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDK) Estos
complejos ciclina-CDK son los reguladores clave para la transicién de una fase a
otra en el ciclo celular. Cuando las células salen del estado quiescente y entran a
la fase G1, se induce la expresion de las ciclinas del tipo D y E. Al inicio de la
sintesis del ADN en la fase S, se sintetiza la ciclina A seguida por la sintesis de la
B, que ocurre durante el intervalo entre la fase S y la fase G2, degradandose

ambas al final de la mitosis (figura 3).
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Otra proteina importante que se encarga del control del ciclo celular es la proteina
p53 (“centinela” del genoma), la cual se encarga de la reparacién del ADN o de
activar la muerte celular apoptotica. La alteracion de la p53 es la mutacibn mas

comun en el cancer humano. 2830

Ciclina B-Cdk1
Ciclina A-Cdk1 .
M g (Go)
G2 =
e

Ciclina A-Cdk2 Ciclina D-Cdk4/6

Ciclina E-Cdk2

Figura 3. Regulacidn del ciclo celular por los complejos
ciclina-Cdk. Tomada de: Ross M, Pawlina W?3

2.3.3.2Protooncogenes y genes supresores de tumores

La transformacion maligna de una célula acontece por acumulacion de mutaciones
en unos genes especificos, los cuales son la clave molecular para entender las
raices del cancer. Estos genes estan agrupados en 2 familias. La primera esta
integrada por los protooncogenes, los cuales estimulan la produccion de
proteinas clave en la proliferacién y diferenciacion celular, o bien inhibiendo los
procesos normales de senescencia y muerte de las células (Apoptosis).Cuando
éstos mutan se transforman en oncogenes, los cuales originardn proteinas con
funcién alterada que favoreceran el crecimiento o la propagacion tumoral. Las
proteinas codificadas por los oncogenes se pueden clasificar en amplios grupos:

factores de transcripcion, factores de crecimiento, receptores de factores de
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crecimiento, transductores de sefial, moléculas adaptadoras de la sefalizacion,
receptores nucleares y reguladores de la apoptosis.

La segunda familia esta integrada por los genes supresores de tumores, que en
el organismo sano restringen la proliferacion celular. Ellos, por tanto son
reguladores negativos de crecimiento y cuando no estan presentes en la célula o
se encuentran inactivos a causa de mutaciones, las células dejan de crecer
normalmente y adquieren propiedades proliferativas anormales, caracteristicas de
las células tumorales. Son numerosos los genes supresores de tumores
estudiados, entre los mas conocidos tenemos p53, retinoblastoma (RB), DCC,

MCC, APC, NF1, NF2 y WT-1, 28:30.31

2.3.4 Diagnéstico
Los métodos para la evaluacion de una anormalidad en la mama incluyen el
examen clinico, el examen por imagen y la biopsia de la lesién por aspiracion con
aguja fina para un examen citoldgico.
Los signos y sintomas del examen clinico en sospecha de cancer de mama son:
e Tumor palpable de consistencia dura no doloroso, con escaso
desplazamiento y bordes irregulares.
e Ganglio de mayor consistencia duro, no doloroso, persistente y tiende a
formar conglomerados de crecimiento progresivo.
e Edema de la piel (piel de naranja)
e Retraccion cutanea
e Ulceracion de la piel

e Ulcera o descamacion del pezon
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e Secrecion sanguinolenta (Telorrea)37 38

Algunos de estos signos y sintomas se pueden observar en la figura 4

Autoexamen de seno:
Inspeccion visual

Cambios
en la textura
de la piel

Retraccion o
hendidura en
b ' el pezon
Secrecion

del pezon

R
MLlenura atipica
y/0 fruncimiento
FADAM

Figura 4 Signos y sintomas presentes en el cancer
de mama observados en lainspeccion
visual.Tomada de:
http://www.clinicadam.com/imagenes-de-
salud/17085.html

Dentro de los estudios de imagen la mastografia es hasta ahora el mejor método
de deteccion, tiene una sensibilidad diagnostica de 80 a 95%, aunque 10 a 15%
de los tumores puede ser oculto sobre todo en mujeres con mamas densas, en la
figura 5 se puede observar como se realiza la mastografia. Por otro lado el
ultrasonido es en algunos casos una herramienta complementaria para diferenciar
masas quisticas de sdlidas, para caracterizar lesiones benignas y malignas y

como guia para la realizaciéon de biopsias de lesiones no palpables.38-40
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— Camara

— Haz de rayos X

/ —— Placa para
% la pelicula
\

En la mamografia, se comprime
cada seno en sentido horizontal
y luego oblicuo mientras se toma
la imagen de rayos X desde

cada posicion FADAM

Figura 5 Mamografia. Tomada de:
http://www.clinicadam.com/imagenes-de-
salud/17085.html

El fundamento del diagndstico del cancer de mama es la confirmacion histologica
del mismo, para esto se prefiere la realizacion de biopsias de minima invasién con
la obtencién de material tisular que permite determinar factores prondsticos y
predictivos de suma importancia en el manejo integral de las pacientes. El
procedimiento de eleccién para lesiones palpables y no palpables es la toma de
biopsias con aguja gruesa de corte (trucut), es un método en el cual se utiliza un
instrumento semiautoméatico que al ser presionado ingresa y succiona el tejido
saliendo muy rapidamente, para este procedimiento se precisa de anestesia local;
esta forma diagndstica se asocia con una exactitud del 98.5%.

En lesiones no palpables, la biopsia debe ser realizada bajo la guia de algun
método de imagen (ultrasonido, mastografia, resonancia, etc.). Las biopsias
quirargicas previo marcaje (arpon, radiocoloide, etc.) estan indicadas cuando no
es factible el diagnostico mediante un procedimiento menos invasivo. En la

actualidad la biopsia por aspiracion con aguja fina (BAAF) generalmente esta
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reservada para la confirmacién de metastasis en adenopatias loco-regionales vy
tiene poca utilidad como método diagndstico en la lesion primaria.

Estos procedimientos comprenden el triple diagndstico y aportan en conjunto la
mayor certeza diagndstica.*% 42

2.3.5 Clasificacion del cancer de mama (OMS)

La clasificacion basica de las enfermedades malignas de la mama segun la OMS
pueden dividirse de forma amplia en lesiones epiteliales y no epiteliales, dentro de
la primera categoria se encuentran tumores in situ e invasivos, para las no

epiteliales abarcan en tejido conectivo, cutaneas, tejido linfoide, entre otras.*?

2.3.5.1 Carcinoma ductal in situ (CDIS)
El carcinoma ductal in situ de la mama se define como la proliferacion de células

neoplasicas en el interior de los ductos mamarios sin sobrepasar la membrana
basal. Esta neoplasia representa entre el 25 a 30% de todos los carcinomas
mamarios, no existiendo diferencias significativas en cuanto a la edad que se
presenta, en la figura 6 se ejemplifica la proliferacion de las células neoplasicas en

el CDIS.
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Figura 6 Carcinoma ductal in situ (CDIS). Tomada de: Medical and
Scientific lllustrator. Washington, DC; 2012

El CDIS habitualmente se comporta como neoplasia benigna desde el punto de
vista de la mortalidad ya que ésta no supera el 1%. Tal situacién obedece a que al
estar confinadas las células neoplasicas al interior de los ductos mamarios no se
encuentran en contacto con vasos linfaticos, por lo cual las posibilidades de que
se pueda diseminar de una parte a otra (metastasis) son nulas.* 4

Dentro de este carcinoma existen diferentes variantes las cuales incluyen:
comedo, micropapilar, cribiforme, soélido y papilar. Normalmente, estos tipos de
carcinoma se evaluan por el grado nuclear. En dicho grado se evaltan el tamafio y
forma del nucleo de las células tumorales, el porcentaje de células que estan en

proceso de multiplicarse. 4647
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2.3.5.2 Carcinoma lobilillar in situ (CLIS)
Es un proceso microscopico y, por tanto, constituye casi siempre un hallazgo

incidental encontrado en asociacion con alguna otra alteracion macroscopica o
mamografica. Es una enfermedad que se presenta por lo general en mujeres
premenopausicas, no produce masa palpable y suelen no presentarse
microcalcificaciones, si bien se puede ver asociado con microcalcificaciones
agrupadas de forma irregular, generalmente en lobulillos no afectados. En el
seguimiento de mujeres no tratadas con mastectomia, describe un riesgo
acumulado de desarrollo de carcinoma a los 20 afios del 35% en la misma mama,
y del 25% en la mama contralateral.*®

Se manifiesta como una proliferacion de células atipicas que tapizan el conducto,
con una capa sobreyacente de epitelio ductal intacto.® conforme la lesién crece,
las células se extienden proximalmente hacia los conductos extralobulillares hasta
que incluso sobrepasan los limites del lobulillo mamario, el proceso, por lo tanto,
se presenta como el contrario en el CDIS, ya que en este la lesion asienta en el
conducto extralobulillar mientras que en el CLIS primero comienza como una
acumulacion en las unidades lobulillares y después invade el conducto

extralobulillar.4®: 50

2.3.5.3 Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI)
Representa hasta el 16% de los canceres de mama invasivos, se presenta como

un tumor definido, que resulta menos aparente en la exploracion fisica y en la
mamografia; es un tumor infiltrante difuso, compuesto de células con nucleos
redondos pequefios, y con pleomorfismo minimo y escasa actividad mitética. Las

filas lineales de células tumorales infiltrantes representan el patron de invasion
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mas caracteristico, y muchas veces forman espirales alrededor de las estructuras
ductales nativas con el llamado patrén “en diana”.

Se han descrito diversas variantes del carcinoma lobulillar infiltrante, y en muchos
tumores se encuentran mezclas de dos o mas tipos, la mayoria de estas variantes
consisten en células con las mismas caracteristicas citolégicas que las del tipo
clasico pero con diferentes patrones de proliferacién, como el alveolar, el solido, el
tubo lonodular. Aunque no esté claro si la identificacién de estas variantes tiene
significado clinico, el tipo pleomorfo merece consideracion por separado, puesto
que, esta variante consiste en células que infiltran del mismo modo que las del CLI
clasico, pero que tienen nucleos de alto grado.

2.3.5.4 Carcinoma ductal infiltrante (CDI)

En este gran grupo de tumores incluye la mayoria de los casos (85-95%) de
cancer de mama invasivo, y puede dividirse de modo amplio en “no de tipo
especial” (NTE) y “de tipo especial”’, con aspecto y conducta distintivas. Varios
estudios sittan el porcentaje de carcinomas de mama NTE del 50 al 75% de todos
los canceres de mama invasivos, los tumores incluidos en este grupo varian
mucho en cuanto a su aspecto y contienen con frecuencia componentes menores
que muestran una histologia de tipo especial. También presenta otras
caracteristicas como la necrosis extensa o la presencia de CDIS difuso, que
pueden tener importancia en el pronodstico por lo que se deben de tomar en
cuenta.

Los carcinomas ductales de tipo especial tienen un comportamiento menos
agresivo, dentro de este tipo se encuentran las variantes tubular, mucinosa,

medular, cribiforme invasiva, papilar y metaplasica.
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El carcinoma tubular es el diagnosticado con mas frecuencia desde la introduccién
de la mamografia, debido a su pequefio tamafio y a la ausencia de sintomas
clinicos, la mayoria miden menos de 1 cm de didmetro, y han representado del 7
al 21% de las lesiones detectadas.
Existen diversos tumores malignos de mama que son menos frecuentes, entre
ellos se encuentran: carcinoma apacrino, carcinoma adenoide quistico, carcinoma
de las células escamosoas, secretor, linfoma primario no Hodgkin, linfoma de
Hodgkin y plasmocitoma.>!
2.3.5.5 Clasificacién por estadios
Esta clasificacion se refiere a la categorizacion de casos de acuerdo a la extension
de la enfermedad, sirviendo cada estadio, en general, para agregar casos que
tengan un prondstico aproximadamente similar. Se basa en el examen minucioso
de los casos, en caracteristicas facilmente identificables de la enfermedad y
resulta en categorias homogéneas no superponibles.
e Estadio 0: carcinoma in situ, no se palpan adenopatias axilares y hay
ausencia de metastasis.
e Estadio I: tumor de 2 cm o menor, no se palpan adenopatias axilares y hay
ausencia de metastasis.
e Estadio lla: puede no evidenciarse el tumor al a exploracion fisica o llegar a
medir hasta 5 cm, no se palpan adenopatias axilares o bien pueden haber

adenopatias axilares moviles homolaterales, hay ausencia de metastasis.
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e Estadio llb: tumor de mas de 2 cm y hasta mas de 5cm, no se palpan
adenopatias axilares o bien pueden haber adenopatias axilares moviles
homolaterales, hay ausencia de metastasis.

Estadio llla: puede no evidenciarse el tumor o llegar a medir hasta mas de 5 cm,
presentan adenopatias axilares moviles homolaterales u homolaterales fijas unas
a otras 0 a otras estructuras, hay ausencia de metéstasis. En la figura 7 se

observan las caracteristicas de este estadio.
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la axila o cerca del 2cm
esternén

Figura 7 Cancer de seno en estadio llla. Tomada de: Medical and
Scientific lllustrator. Washington, DC; 2012

e Estadio lllb: puede ir desde un carcinoma in situ hasta un carcinoma
inflamatorio, existe afectacion de la cadena ganglionar mamaria interna y no
hay metéstasis.

e Estadio IV: puede ir desde un carcinoma in situ hasta un carcinoma

inflamatorio, existe afectacion de la cadena ganglionar mamaria interna y
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existe metastasis a distancia, en la figura 13 se muestra esta metastasis.®

52

2.3.6 Estudios de susceptibilidad genética

Existen diferentes enfermedades multifactoriales como lo es el cancer, la cual no
tiene un patron de herencia definido como las enfermedades mendelianas, a pesar
de esto, se sabe que el componente genético y variantes comunes como los
polimorfismos desempefian un papel determinante en el desarrollo de estas
patologias multifactoriales. Los polimorfismos son variaciones alélicas en una
secuencia de ADN, un polimorfismo es considerado como tal cuando la frecuencia
de uno de sus alelos en la poblacién es superior al 1%.53

Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una Unica base, a éstos se les
llama polimorfismos de un Gnico nucleétido (single nucleotide polymorphism
[SNPY]). Otros polimorfismos son repeticiones, en un nimero variable de veces, de
una secuencia corta (variable number tandem repeat [VNTR]), los individuos
normales suelen tener menos de 40 repeticiones, mientras que los afectados
tienen entre 100 y 1700 repeticiones. En otras ocasiones, los polimorfismos se
deben a deleciones o inserciones de secuencias cortas de nucledtidos. Si un SNP
ocurre en una zona codificante puede provocar un cambio de aminoacido en la
proteina resultante, y ello puede resultar en una modificacion de su actividad o
funcién. Los cambios también pueden ocurrir en zonas del promotor de un gen 'y
modificar su expresion, estas zonas promotoras modulan el proceso de
transcripcion del ADN en ARN, lo mismo puede ocurrir si el cambio se produce en

un intron, aunque éstos no se traducen a proteina, existen cambios en su
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estructura que pueden modular la expresion del gen, aunque otras veces los
cambios son silentes y no tienen repercusiones funcionales.%

En la actualidad entre el 5y 10% de los casos de cancer de mama son causados
por mutaciones genéticas heredadas. Los defectos en genes mas comunes se
encuentran en los genes BRCA1 y BRCA2, son de tipo autosémico dominante de
alta penetrancia, en el que la herencia de una Unica mutacién en alguno de estos
2 genes confiere un riesgo elevado de desarrollar la enfermedad a lo largo de la
vida (45-85% de riesgo).>® Otro gen implicado es el gen receptor del factor de
crecimiento 2, ya que uno de sus polimorfismos de un solo nucleétido (rs2981582)
se ha asociado de manera consistente con un mayor riesgo de cancer de mama,
sobre todo si consumen alcohol.>® En estudios recientes se han encontrado
polimorfismos en diversos genes implicados en el riesgo de cancer de mama, los
cuales son: C677T del gen metilen tetrahidro folato reductasa(MTHFR), rs2233678
en el gen peptidil-prolil-cis/transisomerasa 1 (PIN1), del gen del factor de
transcripcion 7 tipo 2 el SNP rs7903146, el polimorfismo Lys751GIn del gen
Xerodermapigmentoso grupo de complementacion C (XPD), en el gen RAD51
encontraron que el polimorfismo 135 G>C contribuye como un factor de riesgo,
asimismo, se encontr6 que los portadores de Pro alelo de TP53 coddén 72 se
relaciona con el cancer hereditario en comparacién con una esporadica.>’-6!
También se ha encontrado asociacion del gen de la enzima aldosterona sintasa
(CYP11B2) en el riesgo a padecer cancer de mama, este gen es el encargado de
la sintesis de aldosterona en el sistema renina-angiotensina. La aldosterona es un

mineralocorticoide que actua principalmente en los tejidos en donde se expresa el
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receptor de los mineralocorticoides, tales como higado, cerebro, hipdfisis,
monocitos, epitelio renal, glandulas salivales y colon.52 63

El nombre oficial del gen CYP11B2 es citocromo P450, familia 11, subfamilia B,
polipéptido 2, se encuentra en el brazo largo (q) del cromosoma 8 entre las
posiciones 21 y 22 (8921 - g22), mas precisamente, se encuentra desde el par de
bases 143 991 974 a 143 999 258.Mornet y White en 1989 determinaron que

contienen 9 exones, 8 intrones y aproximadamente 7000 pares de bases de DNA,

el gen y su localizacién se encuentra ilustrado en la figura 8.64- 66
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Figura 8 Localizaciéon del gen CYP11B2
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Este gen codifica un miembro de la superfamilia de citocromo P450 de enzimas,
las proteinas del citocromo P450 son monooxigenasas que catalizan muchas
reacciones implicadas en el metabolismo de farmacos y sintesis de colesterol,
esteroides y otros lipidos. Esta proteina se localiza en la membrana interna
mitocondrial de la zona glomerulosa en la corteza suprarrenal para sintetizar el

principal mineralocorticoide humano, la aldosterona. % 67

El CYP111B2 cataliza tres reacciones consecutivas: realiza una Hidroxilacién 1183
de la 11-Desoxicorticosterona para formar corticosterona, una 18-hidroxilacién
formando 18-hidroxicorticosterona y, finalmente, la 18-metiloxidacion para producir

aldosterona, estas reacciones se muestran en la figuras 9 y 10.68

OH OH OH OH

CH o

NN
o OH 0 OH o OH °
11B-Hydmxylation 18-Hydroxylation 18-Oxidation
—_— — —_—
o) o (o] o}
11-Deoxycorticosterone Corticosterone 18-Hydroxycorticosterone Aldosterone
(B) (18-OH-B)

Figura 9 Conversién de 11-Deoxycorticosterona a aldosterona catalizada por CYP11B2. Tomada de: Hakki T,
Bernhardt R°
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Figura 10 Sintesis de la aldosterona a partir de colesterol. Modificada de: Connell J et al.®®
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La relaciéon de la hormona esteroidea (HE) respecto a los niveles de riesgo de
cancer de mama condujeron a la investigacion de polimorfismos de un Unico
nucleétido (SNP) en los genes que influyen en los niveles de estrogenos
endégenos. La influencia de los niveles de HE sexuales, especialmente
estrogenos, sobre el riesgo de este cancer varian en funcion de la edad de la

mujer o el estado de la menopausia.”®

Existen diversos estudios sobre la asociacion del gen CYP11B2 con el riesgo de
cancer, en uno de ellos fue evaluado el cancer de préstata, en el cual realizaron la
expresion de 190 genes, de los cuales 8 se sobre expresaron para la
carcinogénesis, entre los cuales se encuentra este gen, lo cual proporciona un
gran dato para el tratamiento y fisiopatologia de este tipo de cancer.”®

Otros estudios relacionan la posible asociacion del gen CYP11B2 con el riesgo de
cancer de mama, uno de ellos se realiz6 en diversas poblaciones
estadounidenses; investigandose 12 genes de vias relacionadas con la sintesis ,
sefalizacion o el metabolismo de HE, 18 SNPs candidatos ; estos estudios se
realizaron en 3 grupos de edad (30-44 afios, 45-54 afios y 55 a 69 afios),
asociandose asi el gen CYP11B2 en el sitio polimérfico rs1799998 con el cancer
de mama, teniendo un menor riesgo en las edades de 30-44 afios, pero un
aumento del riesgo en las edades de 55-69 afios. "° En otro estudio realizado en
Canada, en 174 pacientes, se encontro este gen entre los 3 primeros relacionados
con el cancer de mama de los 45 genes estudiados, obteniendo tres polimorfismos

de un solo nucleétido los cuales son rs4541, rs1799998 y rs4546.72
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ER Jupe publicé en The Journal of Cancer Research un articulo en el cual se
estudiaron 22 SNPs en 19 genes examinando las frecuencias genotipicas de las
mujeres de seis regiones de los Estados Unidos, de las cuales 1671 son casos y
3351 son controles, identificando para el gen CYP11B2 una asociacion
dependiente de la edad con el riesgo de cancer de mama.’”® Este mismo autor
realiz6 un método para evaluar el riesgo de desarrollar cancer de mama,
examinando la asociacién de 20 diversos polimorfismos genéticos con este tipo de
cancer, utilizando cerca de 600 mujeres que han sido diagnosticadas con cancer
de mama y aproximadamente 1400 mujeres que nunca habian sido
diagnosticadas con cualquier tipo de céancer, los resultados obtenidos
considerados individualmente los genes examinados y sus polimorfismos fueron
s6lo moderadamente asociados con el riesgo de céncer, sin embargo, cuando se
examina en combinacién de dos, tres 0 mas, genotipos complejos con una amplia
variacion se identificé un gran riesgo de cancer de mama.’®

Qingzhong Hu, Lina Yin y Rolf W. Hartmann realizaron 2 estudios en los cuales
evaluaron el gen de la aldosterona sintasa en mujeres posmenopausicas junto con
otros para la obtencién de un tratamiento prometedor contra el cancer de mama y
las enfermedades cardiovasculares.”: 76

Fundamentalmente se han estudiado dos polimorfismos en el gen que codifica
esta enzima, el -344C/T (rs1799998), que es el cambio de una citosina por
una timina a ese nivel, que esta en la region promotora del gen y es el punto de
fijacion del factor esteroidogénico de transcripcion (SF-1), por lo que podria
cambiar el ritmo de transcripcion y por tanto la expresion del gen en la zona

glomerulosa. El segundo polimorfismo, llamado de conversion intronica, esta
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localizado en el intrébn 2 y consiste en que la mayor parte de dicho intrén se
sustituye por la del intron del gen inmediatamente adyacente que codifica la
11betahidroxilasa (CYP11B1), estos 2 polimorfismos son los que se trabajaran en

este proyecto.’’"7°
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es mas comun entre las mujeres, pues representa el 16% de
todos los canceres femeninos. Este tipo de céncer varia a nivel mundial de
acuerdo a su tasa de incidencia. Datos en América del Norte han demostrado que
la tasa de incidencia es 99,4 individuos por cadal00 000. Por otro lado, en Europa
oriental, América del Sur, Africa austral y Asia occidental se presentan incidencias
moderadas, pero en aumento. La incidencia mas baja se da en la mayoria de los
paises africanos, aunque también en ellos se observa un incremento de la
incidencia de cancer de mama.t!

En México, durante 2009 la incidencia por grupos de edad fue mas alta en las
mujeres de 30 a 59 afios (68.6%), siendo las mujeres de 45 a 49 afos (16%) las
mas propensas a padecerlo, seguidas de las mujeres de 50 a 54 (15.2%);
mientras que los hombres de 60 a 64 afios presentan mas esta afeccion (14.1%),
seguido los hombre de 55 a 59 (12.3%).8°

Actualmente en México no existen estudios sobre sitios polimorficos del gen
CYP11B2 que indiquen estar asociados al cancer de mama, y sabiendo que este
gen esta involucrado en la sintesis de aldosterona, es un buen marcador para
identificar este tipo de cancer de caracter hormonal, por lo anterior en el presente
proyecto se pretende identificar los sitios polimérficos rs1799998 y la regién no
codificante en el intron 2 (conversion intronica) en el gen CYP11B2, para asi tener
marcadores que nos indiquen si hay susceptibilidad y/o resistencia a desarrollar
esta patologia en la poblacion mexicana y que en un futuro permitira tratamientos
mejor dirigidos, debido a que en el mundo cada minuto una mujer muere por

cancer de mama y en nuestro pais cada 2 horas?.
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4. HIPOTESIS

Si la molécula codificada por el gen CYP11B2 regula la produccion de aldosterona
sintasa y su gen presenta sitios polimorficos que regulan su produccion y/o
funcién, algunos de sus alelos podrian diferenciar a los pacientes de los individuos
control y ser por tanto marcadores de susceptibilidad y/o resistencia para este

padecimiento en la poblacion Mexicana.
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5. OBJETIVO

Determinar el papel de los polimorfismos presentes en el gen CYP11B2 en la
susceptibilidad y/o resistencia al desarrollo de cdncer de mama en la poblacién

Mexicana
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6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Tipo de estudio:
Prospectivo, transversal, comparativo y observacional.

6.2 Poblacion de estudio:

Se analizaron un total de 208 muestras, de las cuales 94 fueron pacientes con
diagnostico de cancer de mama, 45 controles con alguna patologia benigna de
mama y 69 controles sanos sin antecedentes de cancer en la familia.

6.3 Criterios de inclusion y exclusién:

Criterios de inclusién caso: Diagnostico de cancer de mama, presentar dafio
tisular, tipo de estadio, presentar cambios en la textura y color de la piel, tipo de
tratamiento, mujeres y hombres de 17 a 50 afios, mujeres menopadusicas, mujeres
premenopadusicas.

Criterios de exclusién caso: No estar diagnosticado con cancer de mama, mujeres
y hombres que no tengan entre 17 y 50 afios, mujeres que no estén en la
menopausia 0 premenopausia.

Criterios de inclusién control: personas sanas y sin antecedentes de cancer de
mama en la familia.

Criterios de exclusién control: personas con alguna enfermedad, individuos que
tengan historial de cancer de mama en la familia.

6.4 Variables:

Dependientes: ser caso o control

Independientes: polimorfismos en la region rs1799998 y de la region no codificante

en el intron 2 (conversion intronica).
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Intervinientes: género, diabetes, HAS, dislipidemia, tabaquismo, origen, vida
menstrual de mas de 40 afios, nuligesta, primer embarazo a término después de
los 30 afios de edad, alcoholismo, terapias hormonales, tipo de estadio: O, I, Il 1lI,

A%

6.5 Material y métodos

6.5.1 Material:
e Tubos eppendorf de 1.5 mL

e Tubos Falcon de 15 mL.
e Vaso de precipitados de 150 mL. PYREX
e Vaso de precipitados de 50 mL. PYREX

e Puntas para micropipetas.

6.5.2 Instrumentos:
e Micropipeta eppendorf de 0.5-10 pL.

e Micropipeta eppendorf de 10-100 pL.
¢ Micropipeta eppendorf de 100-1000 pL.
e Micropipeta Labsystems de 20-200 pL.

e Espectrofotometro Nanodrop 1000.

6.5.3 Equipos:
e Centrifuga HERMLE Z383.

e Microcentrifuga eppendorf 5415C.
e Microcentrifuga eppendorf 5417R.
e EzbeadSystem 32 TBG.

e Vortex VELP SCIENTIFICA.
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e DNA SpeedVac. Savant.

e Orbitron Rotator I| BOEKEL.

6.5.4 Reactivos:
e TKM-1 (Tris-HCI pH=7.6, KCI, MgCl2, EDTA). AMRESCO

e TKM-2 (Tris-HCI pH=7.6, KCI, MgCl2, NaCl, EDTA). AMRESCO
e NaCl5M. J. T. Baker

e SDS. AMRESCO

e Etanol absoluto. J. T. Baker

e Etanol al 70%. J. T. Baker

e TE (Tris-HCI, EDTA). Promega

e RBC Lysis (Red Blood Cell). QIAGEN

e Cell Lysis. QIAGEN

e Protein Precipitation. QIAGEN

e Isopropanol grado biologia molecular

e Etanol al 70% grado biologia molecular

6.4.5 Extraccion de ADN
Las muestras de sangre fueron tomadas en el Hospital Juarez de México en el

Laboratorio de Genética y Diagnostico Molecular, después se trasladaron al
Instituto Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez" para realizar la extraccion del
DNA. Para ello se llevara a cabo un método manual no enzimatico®! que consiste

en los siguientes pasos:
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Se centrifugd la muestra a 3000 rpm durante 10 minutos para separar el
plasma

Para separar las células nucleadas se agregd TKM-1 a la muestra y se
traspasé a un tubo Falcon

Después se adicionaron 130 pL de Triton X-100 lentamente debido a la
viscosidad del mismo.

Se colocd 10 minutos en el Orbitron Rotator

El siguiente paso fue centrifugar 10 minutos a 3000 rpm y se desechd el
sobrenadante

El botdn resultante se resuspendié en TKM-1 y nuevamente se centrifugé a
3000 rpm durante 5 minutos (este paso se repite 1 0 2 veces hasta obtener
el botdn de color blanco).

Posteriormente se agregaron 800 uL de TKM-2 y se traspasé todo el
contenido a un tubo Eppendorf de 1.5 mL.

Se agregaron 50 pL de SDS 10%, agitando la muestra en el vortex.

Se Incub6 durante 10 minutos a 55 °C y se agitd nuevamente en el vortex
para resuspender el boton.

Después se adicionaron 300 yL de NaCl 5M y se agit6 en el vortex para
posteriormente colocar la muestra en la microcentrifuga a 12000 rpm
durante 5 minutos.

El sobrenadante obtenido se traspasd a 2 tubos Eppendorf de 1.5 mL
(aproximadamente 525 pL de sobrenadante a cada tubo), teniendo cuidado

de no tomar el precipitado del fondo.
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A cada tubo se le adicionaron 900 uL de etanol absoluto a temperatura
ambiente y se invierten los tubos aproximadamente 40 veces para propiciar
la precipitacion el ADN.

Se centrifugaron los tubos a 4 °C durante 10 minutos a 12000 rpm.
Posteriormente se desecho el sobrenadante y se adicioné a cada tubo 900
ML de etanol al 70% frio.

Los tubos se colocaron nuevamente en la microcentrifuga a 4 °C durante 5
minutos a 12000 rpm.

El sobrenadante obtenido se descart6 y después se introdujeron los tubos
abiertos en el Speed back 10 minutos para quitar el exceso de etanol en la
muestra.

Se le agreg6 a cada tubo 150 uL de TE para diluir el ADN.

Por dltimo se incubaron los tubos a 65 °C durante 15 minutos, para
después medir la concentracion del ADN en el espectrofotometro Nanodrop
a 260 nm (la relacion 260/280 nos indica la pureza y el valor debe oscilar

entre 1.7-2.0).

También se realiz6 otro método de extraccibn de ADN mediante un kit de la

compafia QIAGEN, este método consiste en los siguientes pasos:

1.

Centrifugar la muestra a 3000 rpm durante 10 minutos para separar el
plasma

Mediante una pipeta Pasteur se tomé el botdn de leucocitos y se traspaso a
un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le agregaron 900 uL de RBC Lysis.

Se mezcld perfectamente y se colocaron los tubos en el Orbitron Rotator
durante 5 minutos.
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4. Los tubos se centrifugaron a 15000 x g por 30 segundos.

5. El sobrenadante obtenido se decanto.

6. Después se les agregd 600 pL de solucion RBC Lysis a cada tubo.

7. Se agitaron en vortex a maxima velocidad hasta disgregar por completo el
botén (aprox. 30 segundos).

8. Centifrugar a 15000 x g por 30 segundos. Nota: si el botdn tiene un color
rojo repetir pasos 7 y 8.

9. Se decant6 el sobrenadante y se limpiaron las boquillas de los tubos.

10.Con ayuda de una pipeta se quito el sobrenadante restante dejando
aproximadamente 10 uL sin tocar el boton.

11.Para resuspender el boton se agitaron en vortex nuevamente a maxima
velocidad (aproximadamente 30 segundos).

12.A cada tubo se le agreg6 400 pL de solucion Cell Lysis.

13.De nuevo se agitaron en vortex a maxima velocidad para mezclar (aprox.
10 segundos).

14.Después se agregd a cada muestra 3 uL de proteinasa K.

15. Se agitaron en vortex nuevamente a maxima velocidad para mezclar.

16.Enseguida se incubaron durante 1 hora a 55 °C, agitando en intervalos de
15 min

17.Incubar durante 30 minutos a -20 °C

18.Agregar 150 pL de solucion Protein Precipitation y agitar en vortex
vigorosamente durante 20 segundos.

19.Centrifugar a 17000 x g por 4 min
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20.En un tubo eppendorf nuevo se agregaron 300 pL de isopropanol y
trasvasar el sobrenadante del paso anterior

21.Mezclar e Invertir aprox. 40 veces suavemente.

22.Centrifugar a 15000 x g por 1 minuto.

23.Descartar sobrenadante y adicionar 300 pL de etanol al 70% Yy agitar
vigorosamente hasta desprender el boton del fondo.

24.Centrifugar a 16000 x g por 1 minuto. y descartar sobrenadante.

25.Secar por medio del tubo invertido sobre un papel absorbente
aproximadamente 20 min

26.Adicionar 50 pL de agua inyectable y agitar en vortex 5 segundos
suavemente.

27.Incubar a 55 °C de 30 a 60 minutos.

28. Cuantificar en nanodrop y refrigerar a -20 °C.

6.4.6 Determinacion de los polimorfismos.
Uno de los polimorfismos (-344 T/C) sera determinado por PCR en tiempo real en

un equipo Fast Real-Time 7900 de la casa comercial Applied Biosystems. Para tal
efecto, cada muestra de DNA gendmico sera amplificada por medio de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando sondas TagMan, que cubren la
region donde se localiza el polimorfismo disefiados por la misma casa comercial.

Para el sitio polimorfico conversion intronica se hara por medio de una PCR alelo
especifica, cada muestra se amplifica por reacciones por separado uno de los dos
primers de inicio 5'-TGGAGAAAAGCCCTACCCTGT-3' o] 5'-

CAGAAAATCCCTCCCCCCTA-3'. En ambas reacciones se incluira el primer de
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reversa que va de 5-AGGAACCTCTGCACGGCC-3'. Dicha amplificacién se haréa
en un termociclador Perkin Elmer modelo 9700 (Foster City, CA USA), con el
siguiente programa de amplificacion: 95 °C 5 minutos, 95°C 1 minuto, 66 °C 30

segundos, 72 °C 30 segundos, 72 °C 7 minutos.

6.4.7 Analisis estadistico
Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de las moléculas

(CYP11B2) analizadas se obtendran por conteo directo. En cada grupo de estudio
se evaluard el equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de la prueba de chi-
cuadrada (X?). Las diferencias entre grupos se determinaran usando la prueba de
X? de Mantel-Haenzel, la cual combina tablas de contingencia de 2x2 usando el
programa estadistico EPIINFO (V. 5.0; USD Incorporated 1990, Stone Mountain,
GA, USA). Cuando el numero comparado en alguna celda sea menor a 5, se
utilizaré la prueba Exacta de Fisher. El valor de p sera corregido (pC) multiplicando
su valor por el numero de comparaciones realizadas en cada locus, con nivel de
significancia establecido como pC<0.05. El riesgo relativo con intervalo de
confianza del 95% (IC) sera evaluado como razén de momios (RM) utilizando el

programa Snpstats (© 2006 Institut Catalad '‘Oncologia).

Las variables clinicas y el ajuste de riesgo presentes en el cancer de mama se

realizara con regresion logistica.
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7. RESULTADOS

En este trabajo se analizaron un total de 208 muestras, de las cuales 94 fueron
pacientes con diagndéstico de cancer de mama, 45 controles con alguna patologia
benigna de mama y 69 controles sanos. Las caracteristicas clinico demogréficas y
los factores de riesgo de la poblacion se muestran en la tabla 1, en la cual se
puede observar que respecto a la premenopausia el 58% de los controles
benignos la presentd, por lo que la frecuencia (p= 0.016) fue mayor que en los
pacientes. A su vez la postmenopausia mostré mayor frecuencia (p= 0.0025) en
los pacientes (58%) en comparacién con los controles benignos (31%).También se
observo que los antecedentes de cancer en algin miembro de la familia tiene una
ligera tendencia (p= 0.08) en los pacientes (32%) comparado con el grupo de

controles benignos (18%).

Tabla 1. Variables Clinico Demograficas

VARIABLES PACIENTES CONTROLES
n=94 BENIGNOS
N (%) n=45 pC
N (%)
METASTASIS 4 (4.2) 0 0.16
PREMENOPAUSIA 34 (36) 26 (58) 0.016
POSTMENOPAUSIA 55 (58) 14 (31) 0.0025
ANTICONCEPTIVOS 26 (28) 9 (20) 0.33
REEMPLAZO HORMONAL 23 (24) 12 (27) 0.78
ALCOHOL 9 (37) 4 (9) 0.89
TABACO 14 (15) 5 (11) 0.54
ANTECEDENTES DE 30 (32) 8 (18) 0.08
CANCER
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Se analizé el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los polimorfismos (-

344 T/C, conversion del intron 2) del gen CYP11B2 mediante una prueba de chi-

cuadrada, obteniéndose como resultado que para cada grupo de estudio las

frecuencias se encontraron en equilibrio. Por otro lado, las frecuencias alélicas y

genotipicas mostraron una distribucion similar tanto en los grupos de estudio de

pacientes versus controles benignos (tabla 2), como en los grupos de pacientes

versus controles sanos (tabla 3) en ambos polimorfismos, debido a que en

ninguna de las comparaciones alélicas y genotipicas el valor de p es menor a

0.05.

Tabla 2. Distribucién alélica y genética de pacientes vs controles benignos.

CENSNP PACIENTES CONTROLES
X (%) BENIGNOS p RM (95% IC)
0 N(%)

Genotipo 94 45
cC 25 (29) 9 (18) 0.4 1.45 (0.57-3.76)
CT 39 (41) 20(44) 0.74  0.89 (0.41-1.93)
CYP1lB2- 17 30 (30) 16 (38) 0.67  0.85(0.38-1.92)

344T/C

Alelo 188 90
C 89 (49) 38(40) 0.42  1.23(0.72-2.11)
T 99 (50) 52 (60) 0.42  0.81(0.47-1.39)

Genotipo 94 45
AA 27(23) 16 (35) 0.42  0.73(0.32-1.67)
AG 50 (75) 17 (39) 0.089  1.87 (0.85-4.13)

CYP11B2

WG GG 17 (2) 12 (25) 0.24  0.61(0.24-1.53)

Alelo 188 90
A 104 (60) 49 (55) 0.80  1.04(0.61-1.77)
G 84 (40) 41 (45) 0.89  0.97 (0.56-1.65)
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Tabla 3. Distribucién alélica y genética de pacientes vs controles sanos

CONTROLES
GEN/ SNP PAcl\'l'(:;,L:')T ES sag/oo)s p RM (95% IC)
Genotipo 94 69
ccC 25 (29) 13 (19) 0.25 1.56 (0.69-3.57)
CT 39 (41) 30 (43) 0.8 0.92 (0.47-1.81)
CYP11B2- 1T 30 (30) 26 (38) 0.44 0.78 (0.38-1.57)
344T/C
Alelo 188 138
C 89 (49) 56 (41) 0.22 1.32(0.82-2.1)
T 99 (50) 82 (59) 0.22  0.76 (0.48-1.21)
Genotipo 94 69
AA 27(23) 20 (29) 0.97  0.99 (0.47-2.07)
AG 50 (75) 31 (45) 0.3 1.39 (0.71-2.73)
CYP1lBZ2 GG 17 (2) 18 (26) 022  0.63(0.28-1.41)
WT/C
Alelo 188 138
A 104 (60) 71 (51) 0.49 1.17 (0.73-1.86)
G 84 (40) 67 (49) 0.49  0.86 (0.54-1.36)

Se realiz6 un andlisis de riesgo estimado utilizando regresién logistica por medio
de cinco modelos de herencia (codominante, dominante, recesivo, heterocigoto y
aditivo) para los polimorfismos rs1799998 y la conversion del intrén 2 del gen
CYP11B2, tomando en cuenta las variables de riesgo de la poblacién (metastasis,
premenopausia, postmenopausia, alcoholismo, tabaquismo, anticonceptivos,
reemplazo hormonal y antecedentes de cancer en la familia), obteniendo como
resultado que en ningiin modelo de herencia el valor p fue menor a 0.05 (tablas 4
y 5), mostrando asi que no existe diferencia significativa entre los grupos de

estudio (pacientes versus controles benignos).
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Tabla 4. Modelos de herencia ajustados del polimorfismo -344 T/C del gen

CYP11B2
, . Controles 0 Valor
Modelo Genotipo Pacientes benignos RM (95% IC) de p
TIT 30 (31.9%) 16 (35.6%) 1
codominante  CT 39 (41.5%) 20 (44.4%) 0.89(0.36-2.16)  ;
cic 05(26.6%)  9(20%)  0.54 (0.18-1.60)
TIT 30 (31.9%) 16 (35.6%) 1
Dominante - c/c 64(68.1%) 29 (64.4%) 0.75(0.33-1.71) 00
TIT-CIT 69 (73.4%) 36 (80%) 1
Recesivo c/c 25 (26.6%)  9(20%)  058(022-151) O°
TIT-CIC  55(585%) 25 (55.6%) 1
Heterocigoto cIT 30 (41.5%) 20 (44.4%) 113 (0.52-2.49) O7°
Aditivo 0.75 (0.44-127)  0.28

Tabla 5. Modelos de herencia ajustados del polimorfismo conversion del intrén 2

del gen CYP11B2

Modelo Genotipo Pacientes gon_troles RM (95% IC) Valor
enignos de p
AA 27 (28.7%) 16 (35.6%) 1
codominante  AlG 50 (53.2%) 17 (37.8%) 0.55(0.22-138) .,
GIG 17 (18.1%) 12 (26.7%)  1.19 (0.40-3.49)
AA 27 (28.7%) 16 (35.6%) 1
Dominante 0.42
minan AIG-GIG 67 (71.3%) 29 (64.4%) 0.71 (0.30-1.65)
ANA-AIG 77 (81.9%) 33 (73.3%) 1
Recesi 0.26
ecesivo GIG 17 (18.1%) 12 (26.7%)  1.70 (0.67-4.31)
AA-GIG 44 (46.8%) 28 (62.2%) 1
Heterocigoto 0.097
AG 50 (53.2%) 17 (37.8%) 0.51 (0.23-1.14)
Aditivo 1.04 (0.60-1.80)  0.89

—
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8. DISCUSION

El cancer de mama es un tumor maligno que desarrolla a partir la proliferacion
acelerada e incontrolada de las células mamarias. Es una enfermedad
multifactorial, la cual no tiene un patron de herencia definido, pero se sabe que el
componente genético y variantes comunes, como los polimorfismos, desempefian

un papel determinante en el desarrollo de estas patologias.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio mostraron que la frecuencia de
premenopausia (pC= 0.016) y postmenopausia (pC= 0.0025) juega un papel
importante en la susceptibilidad al desarrollo de cancer de mama. Este dato es
consistente con lo que reporta Ralph D y col, el cual determina que podria deberse
a una exposicion mas prolongada de las hormonas estrégeno y progesterona
durante la vida.”® También se observé que los antecedentes de cancer en algun
miembro de la familia tiene una ligera tendencia (pC= 0.08) en el desarrollo de

este padecimiento.

Listgarten J y cols’? estudiaron 98 polimorfismos distribuidos en 45 genes en una
poblacién canadiense compuesta de 174 pacientes y 174 controles, encontrando
que en el polimorfismo -344 T/C del gen CYP11B2 los individuos bajo el modelo
heterocigoto decrece el riesgo de desarrollar cancer de mama (RM= 0.56; 95 %
IC: 0.33-0.93), contrario a lo reportado en nuestro estudio. Asi mismo el autor
reporta que el polimorfismo +4536 T/C (rs4541) en el mismo gen tiene un elevado
riesgo de desarrollar cancer de mama en el genotipo homocigoto variante (RM =
2.25; 95 % IC: 1.5-3.38), lo que indica que este SNP podria ser un marcador de

susceptibilidad de cancer de mama.
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Por otra parte Ralph D y cols analizaron 18 SNPs en tres cohortes de las
siguientes edades: 30-44 afios, 45-54 afios y 55-69 afios. El autor determiné
asociacion del polimorfismo rs1799998 (-344 T/C) con un menor riesgo de
desarrollar cancer de mama en el cohorte de 30-44 afios. Sin embargo observo
gue en los individuos de la cohorte de edad de 55-69 afios incrementa el riesgo de

padecer este tipo cancer. °

En linea con nuestros resultados Ralph D y cols.”* no encontraron asociacién del
polimorfismo -344 T/C con cancer de mama. Sin embargo, cuando se examino el
polimorfismo en combinaciéon de otros genes (COMT, p5372 y SRD5A2) se

identifico susceptibilidad en el desarrollo de cancer de mama.

Respecto al analisis del polimorfismo de la conversion del intron 2 no se asocia
con el cancer de mama. Sin embargo, hasta donde sabemos no hay reportes de
asociacion con cualquier tipo de cancer. No obstante el polimorfismos se tiene

bien asociado a hipertension, hipertrofia cardiaca.’® 7°

Se puede observar que existen diferencias entre resultados obtenidos y los
publicados por los diferentes autores, esto puede deberse a la variacion étnica, la
heterogeneidad de los grupos estudiados asi como los diferentes tamafios de
muestras. Cabe destacar que la poblacion mexicana presenta caracteristicas
genéticas diferentes a las poblaciones reportadas en los estudios, debido a que
nuestra carga genética estad formada por una mezcla de genes que se han estado
combinando por mas de 500 afios, conformada por un 56% de genes amerindios,

40% de genes caucasicos y 4% de genes negroides; ademas de los diferentes
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estilos de vida y costumbres que hacen a ciertas poblaciones mas susceptibles
que a otras a padecer ciertas patologias. Por lo tanto, los datos reportados en

otras poblaciones no son aplicables a nuestra poblacion.8?83
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9. CONCLUSION
Los resultados obtenidos muestran que los polimorfismos estudiados del gen
CYP11B2 no estan asociados con la susceptibilidad o proteccién al desarrollo de

cancer de mama en la poblacidon mexicana.
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10. PERSPECTIVAS

e Ampliar el tamafio de muestra de la poblacion de estudio.
e Revisar con detalle la heterogeneidad de los grupos estudiados

e Realizar interacciones con otros genes.
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