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RESUMEN
|

Introduccion: Desde 2006 el cAncer de mama es la principal causa de muerte por
cancer en mujeres mexicanas independientemente de su estado socioecondémico.
Las estimaciones en México para el afio 2020 es de 16,500 nuevos casos, de los
cuales, solo el 10% de ellos se identificaran en etapas tempranas, en este sentido,
el ADN mitocondrial (ADNmt) ha demostrado ser una fuente esencial de informacion
para la identificacibn de biomarcadores de riesgo y prondéstico en diversas
enfermedades humanas, incluyendo el cancer de mama. Objetivo: Identificar
variaciones en el numero de copias del genoma mitocondrial asociados a la
susceptibilidad de padecer cancer de mama. Método: Se realiz6 un estudio caso-
control en el que se incluyeron muestras pareadas de sangre periférica y de tumor
de pacientes con cancer de mama diagnosticadas en la Fundacién de Cancer de
Mama (FUCAM), asi como muestras de sangre periférica de mujeres sanas como
grupo control. Mediante marcadores inmunohistoquimicos (IHQ), los tumores fueron
clasificados en luminal A (LA), luminal B (LB), HER2 vy triple negativo (TN). Se
usaron los genes HBB nuclear y el ND1 mitocondrial para la cuantificacion del
namero de copias del ADNmt, la cual se realiz6 a través de PCR cuantitativo en
tiempo real. Para el analisis estadistico de los datos se utilizé la prueba U de Mann-
Whitney. Resultados: Se incluyeron 66 pacientes y 63 controles cuya edad
promedio fue de 53.8 afios (DE=+11 afos). De los tumores analizados encontramos
que 62.12% fueron LA, 15.15% LB, 13.8% HER2 y 4.55% TN. El analisis en el
namero de copias del genoma mitocondrial en sangre periférica mostré que las
mujeres con cancer de mama tenian un numero de copias significativamente menor
en comparacion con las mujeres sanas (p= 0.0001). Sin embargo, en el andlisis
pareado se observd que en las muestras de tumores tienen un mayor numero de
copias del ADNmt que en sangre periférica (p= 0.0001). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los estadios clinicos o subtipos IHQ
del tumor. Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que variaciones en el
namero de copias de ADNmt en sangre periférica pueden estar asociados a la
susceptibilidad de padecer cancer de mama, sin embargo, se requieren estudios de

validaciéon a gran escala para confirmar estos hallazgos.
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Introduction: Since 2006, breast cancer has been the main cause of death from
cancer in mexican women regardless of their socioeconomic status. Estimations in
Mexico for the year 2020 are 16,500 new cases, of which only 10% will be identified
in an early stage, in this sense, mitochondrial genome (mtDNA) is emerging as an
important source of information for the identification of risk and prognostic
biomarkers in various human diseases, including breast cancer. Objective: To
identify variations in the number of copies of the mitochondrial genome associated
with the susceptibility of breast cancer. Method: A case-control study was performed
including paired peripheral blood-tumor samples from breast cancer patients
diagnosed in Fundacién del Cancer de Mama (FUCAM), also we included, peripheral
blood samples from healthy women as a control group. Using immunohistochemical
markers (IHQ), the tumors were classified in luminal A (LA), luminal B (LB), HER2,
triple negative (TN). The HBB nuclear gene and mitochondrial ND1 gene were used
to quantify the number of mtDNA copies, the quantification of the number of copies
was done through quantitative real-time PCR. The statistical analysis was performed
using U the Mann-Whitney test. Results: 66 patients and 63 controls were included
with a mean age of 53.8 years old (SD = + 11). The classification of the tumors using
IHQ markers, we found that 62.12% were LA, 15.15% LB, 13.8% HER2 and 4.55%
TN. The analysis of the number of copies in peripheral blood showed a significantly
lower number of copies in affected women compared to healthy women (p= 0.0001).
Nevertheless, it was observed that the tumors have a greater number of copies of
MtDNA than in peripheral blood (p= 0.0001). No statistically significant differences
were found in the clinical stages or IHQ subtypes of the tumor. Conclusions: Our
results suggest that mtDNA levels in peripheral blood samples of breast cancer
patients may be associated with susceptibility to breast cancer. However, validation in a

larger sample size is required to confirm these findings.



INTRODUCCION
|

Epidemiologia del cancer de mama en el mundo y en México

A nivel mundial, el cAncer de mama es el segundo tipo de cancer mas comdn y no
sélo es el mas frecuente en mujeres (Fig. 1), también es la principal causa de muerte
por padecimientos oncoldgicos en la poblacién femenina (Fig. 2). En 2018, en el
mundo se diagnosticaron 2,088,849 nuevos casos con una edad estandarizada de
46.3 afnos.
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Figura 1. Incidencia mundial de cancer en poblacion femenina. Se observan los tipos
de neoplasias con mayor numero de casos nuevos diagnosticados en mujeres en cada pais
durante el 2018. El cancer de mama es la neoplasia que presenta mayor incidencia en la
mayoria de los paises (154 paises) seguido del cancer cérvico-uterino (28 paises), cancer
de higado (1 pais), cancer de pulmoén (1 pais) y cancer de tiroides (1 pais). Tomado de Bray
et al. (2018).
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Figura 2. Mortalidad por cancer en poblacién femenina a nivel mundial. En el mapa se
muestran los tipos de neoplasias que provocaron el mayor nUmero de muertes en mujeres
en una region especifica durante el 2018. El cancer de mama es la neoplasia con mayor
mortalidad en la mayoria de los paises (103 paises) seguido del cancer cérvico-uterino (42
paises), cancer de pulmoén (28 paises), cancer colorrectal (5 paises), cancer de estbmago
(5 paises) e higado (3 paises). Tomado de Bray et al. (2018).

La incidencia de esta enfermedad es variable en las diferentes regiones del mundo.
En 2018, los paises con un indice de desarrollo humano (IDH) elevado tuvieron una
incidencia mayor que lo paises con un IDH menor; sin embargo, la tasa de
mortalidad fue mayor en estos Ultimos. Las regiones con una mayor incidencia
fueron: Nueva Zelanda/Australia, norte, occidente y sur de Europa y Norteamérica
en donde se calcularon 321.2 casos por cada 100,000 mujeres; mientras que en
Sudamérica se calcularon entre 116.8 y 179.7 casos por cada 100,000 mujeres en
el afio 2018 (Bray et al., 2018).

En México, el cancer de mama es considerado un grave problema de salud publica,
ya que es el cancer mas frecuente desde 2006. Presenta una incidencia de 26.6
casos por cada 100,000 mujeres mayores de 20 afios, la cual se incrementa
anualmente. Asi mismo, tiene una alta tasa de mortalidad, en 2016, se registraron

16 defunciones por cada 100,000 (“Estadisticas a propésito del...dia mundial contra



el cancer (4 de febrero)” Datos Nacionales., 2018). En México y otros paises de
Latinoamérica, la edad de presentacion de la enfermedad es en promedio 10 afios
antes que en paises desarrollados; donde la media de presentacion es a los 51 afios
y en paises de Europa y en Estados Unidos se presenta en promedio a los 63 afios
(Fig. 3) (Maffuz-Aziz, Labastida-Almendaro, Espejo-Fonseca, & Rodriguez-Cuevas,
2017). Las estimaciones en México para el afio 2020 es de 16,500 nuevos casos,
de los cuales, so6lo 10% de ellos se identificaran en etapas tempranas (Knaul et al.,
2009).

Un estudio realizado en pacientes con diagnostico histopatolégico confirmado de
cancer de mama atendidos en la Fundacion de Cancer de Mama (FUCAM) del
primero de junio del 2005 al 31 de mayo de 2014, report6 que la edad promedio al
momento del diagndstico de las pacientes mexicanas es de 53.7 afios (DE= + 12.2
afnos), siendo el grupo de 41 a 50 afios de edad con mayor nUmero de casos y con
un diagnastico tardio (Fig. 4) (Maffuz-Aziz et al., 2017).
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Figura 3. Distribucién de la edad de presentacién de cancer de mama en una
poblacion de pacientes atendidos en la FUCAM. Se observa que el mayor nimero de
casos presentados de cancer de mama suceden entre los grupos de 41-60 afios y la menor
proporcion de casos se presenta en menores de 30 afios en mujeres mexicanas. Tomado
de Maffuz-Aziz et al. (2017).
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Figura 4. Distribucién de la etapa clinica de diagnéstico de cancer de mama en una
poblacién de pacientes atendidos en la FUCAM. Se observa que el mayor nimero de
casos de cancer de mama se detectan en la etapa clinica IIA. Tomado de Maffuz-Aziz et al.
(2017).

Cancer de mama

Definicion y etiologia

El cancer de mama es una enfermedad derivada de la acumulacion de alteraciones
en el genoma de las células de la glandula mamaria que provocan un crecimiento
descontrolado de células anormales que eventualmente pueden invadir los tejidos
circundantes o diseminarse a otras areas del cuerpo. Este se puede generar en las
células de los lobulillos (glandulas que producen la leche), en las células de los
conductos (vias que transportan la leche de las glandulas al pezén) o en los tejidos
estromales (tejido conjuntivo graso y fibroso de la mama) (Girish, Vijayalakshmi,
Mentham, Rao, & Nama, 2014).

Es considerada una enfermedad multifactorial debido a que es provocada por la
interaccion de factores ambientales y genéticos. Algunos de los factores
ambientales relacionados con esta enfermedad son la dieta, el consumo del alcohol

y el tabaco, exposicion a agentes infecciosos, menarca temprana, menopausia



tardia; nuliparidad, envejecimiento, densidad mamaria, obesidad, sedentarismo,
tratamientos hormonales y presencia de particulas contaminantes en el ambiente
(Libson & Lippman, 2014).

Diagnostico clinico

El cancer de mama en etapas iniciales en su mayoria es asintomatico por lo que la
forma de ser detectado es a través de estudios de imagen como mastografia,
ultrasonido, resonancia magnética y tomografia (Cardenas-Sanchez et al., 2019).
La determinacion del estadio de tumor se basa en el tamafio del tumor T, la
presencia de metastasis ganglionares axilares N, y la presencia de metastasis a
distancia M: sistema TNM. Con base en la extension de la enfermedad, ésta se
clasifica en: etapa 0 carcinoma in situ, estadios | y IA (etapa inicial), estadios IIB,
[IIA, lIB, y HIC (etapas localmente avanzadas) y el estadio IV cuando el tumor ya
presenta metastasis (invasion a otros tejidos) (Cardenas-Sanchez et al., 2019;
Libson & Lippman, 2014).

Clasificacién inmunohistoquimicay molecular

En la actualidad, el uso de perfiles de expresion génica es considerada una mejor
herramienta en la clasificacion de los subtipos del cancer de mama, en el cual se
han identificado cuatro subtipos: luminal, basal, HER2 y parecido al normal, los
cuales son biomarcadores prondsticos y predictivos fundamentales que
proporcionan informacion valiosa para una mejor elegibilidad de una terapia dirigida,
ademas, nos permite un mejor conocimiento de la biologia de la enfermedad, sin
embargo, el acceso a este tipo de tecnologia aun es limitada por los costos y un
complejo analisis de datos bioinformaticos, es por ello que, en la practica, se recurre
a técnicas como la inmunohistoquimica (Perou et al., 2000; Provenzano, Ulaner, &
Chin, 2018).

La prueba inmunohistoquimica se utiliza para identificar proteinas intracelulares
reconocidas como biomarcadores que caracterizan algin tipo de tumor en
diferentes tejidos, en el cancer de mama permite investigar factores prondsticos y

proporcionar predicciones (Cardenas-Sanchez et al., 2019; Umemura & Osamura,



2004; Zaha, 2014). Entre estas pruebas existe aproximacion en la clasificacion de
los subtipos del cancer de mama, en el caso de la inmunohistoquimica se emplean
principalmente biomarcadores como el receptor de estrégenos (RE), el receptor de
progesterona (RP) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HERZ2), estos determinan los subtipos luminal A, luminal B, HER2 y triple negativo
(TN), este ultimo por resultar negativo a los biomarcadores. De acuerdo con el
Consenso Mexicano Sobre Diagnéstico y Tratamiento del Cancer Mamario de 2019,
el cual es una guia de referencia para oncélogos y otros médicos de especialidades
afines en México, también se incluyen biomarcadores como el indice de
proliferacion celular (Ki67) para diferenciar entre subtipo luminal A y luminal B,
citoqueratinas basales (ck5/6, ckl4 y ck17), factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), P53, receptores de andrégenos (AR) y PDL1 para diferenciar entre la
subclasificacion del cancer de mama triple negativo: a) HER2/neu enriquecido,
fenotipo basal y bajos en claudina y b) basal 1, basal2, mesenquimal y mesenquimal
células madres, inmunomodulador y luminal asociado a andrégenos (Cardenas-
Sanchez et al., 2019; Perou et al., 2000; Provenzano et al., 2018; Turashvili & Brogi,
2017; Vuong, Simpson, Green, Cummings, & Lakhani, 2014).

Los subtipos luminales A y B son los que tienen mejor prondéstico, al expresar
receptores de estrégenos pueden ser tratados con tamoxifeno o inhibidores de la
aromatasa, pero tienen baja respuesta a terapia neoadyuvante. El subtipo HER2 se
asocia a un mal prondstico, tiene buena respuesta a la quimioterapia y
aproximadamente el 50% de los casos responde al tratamiento con trastuzumab. El
cancer de mama triple negativo no tiene una terapia dirigida especificamente para
ser tratada, y el tratamiento de eleccion es la quimioterapia, se considera que tiene
el peor prondstico (Irigoyen et al., 2011; Winters, Martin, Murphy, & Shokar, 2017).

Aproximadamente 74% de los casos de cancer de mama en Estados Unidos son
luminales Ay B, 12% de cancer de mama triple negativo, 4% son HERZ2. El subtipo
molecular de mayor frecuencia en poblacion mexicana es el subtipo luminal
(65.73%), seqguido del subtipo triple negativo (14.63%) (Tabla 1) (Maffuz-Aziz et al.,
2017; Winters et al., 2017).



Tabla 1. Subtipos del cancer de mama aproximacion por IHQ

Subtipo Estatus  Estatus  Estatus Estatus Frecuencia Pronéstico
RE RP HER2 Ki67 poblacién
mexicana
Luminal ER+ >20% HER2- <20% 65.7% Bueno
A
Luminal ER+ <20% HER2-/+ >20% 10.9% Bueno
B
HER2 ER+ RP- HER2+ 8.7% Malo, tratamiento
dirigido.
Triple ER- RP- HER2- 14.6% Malo, no tiene

tratamiento

negativo _
dirigido.

RE: Receptor de estrogeno; RP: Receptor de progesterona; HER2: Receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2; Ki67: indice de proliferacién celular. Informacién
adaptada de Maffuz-Aziz et al. (2017) y Cardenas-Sanchez et al. (2019).

Bases genéticas del cancer de mama

Los estudios gendémicos del cancer de mama han arrojado una gran cantidad de
informacion respecto de factores genéticos asociados a la enfermedad, dichos
estudios gendémicos se han visto beneficiados con el avance y desarrollo de nuevas
tecnologias para la caracterizacion de mutaciones en el genoma que generalmente
se enfocaban en los exones que codificaban proteinas, sin embargo, en la
actualidad también se estudian regiones no codificantes del genoma (intrénicas e
intergénicas) (Nik-Zainal et al., 2016).

Algunos de los principales factores asociados al cancer de mama son
reordenamientos cromosomicos, mutaciones y cambios epigenéticos como la
hipermetilacién del promotor resultando en la activacion de genes promotores del
crecimiento (oncogenes) o la supresion de genes inhibidores del crecimiento (genes

supresores de tumor como p16INK4A y RASSF1A), cambios en el nimero de copias
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y en los perfiles de expresion global de diversos genes, los cuales también han
incrementado el conocimiento y entendimiento de los mecanismos involucrados en
este proceso neoplasico. Al igual que la mayoria de las neoplasias, las alteraciones
en el genoma pueden ser hereditarias y/o adquiridas (Provenzano et al., 2018;
Turashvili & Brogi, 2017).

Dos de los genes principalmente asociados con este tipo de cancer son los genes
BRCA1 y BRCAZ2, involucrados en la reparacion del dafio celular y mantenimiento
del crecimiento normal de las células. Los tumores generados por mutaciones en
los genes BRCAL1, suelen ser del subtipo molecular basal o triple negativo por no
expresar RE, RP y HER2 y es considerado el mas agresivo. Las mutaciones en el
gen BRCA2 regularmente corresponden a tumores esporadicos, mutaciones en
estos genes se encuentran aproximadamente en el 15% de los casos de cancer de
mama (Sheikh et al., 2015; Shiovitz & Korde, 2015).

Otros genes mutados asociados al desarrollo del cancer de mama son: PTEN
(presente en cerca del 10% de los casos), TP53 (gen supresor de tumores que
debido a mutaciones en él puede resultar en un subtipo de cancer de mama triple
negativo y esta presente en aproximadamente 40% de los canceres de mama
adquiridos), CDH1 (cumple un papel critico en la arquitectura normal de la célula,
mantenimiento de la integridad de los tejidos y funcion de los tejidos epiteliales y se
considera un supresor tumoral), AR (se ha asociado un incremento en el nimero de
repeticiones de CAG en esta region que aumenta el riesgo de cancer de mama),
CHEK?2 (supresor de tumor), BRIP1 (supresor de tumor, mantiene la estabilidad de
la informacion genética de la célula), PALB2 (evita que se acumulen mutaciones),
ATM (este gen da instrucciones para hacer una proteina que ayuda a controlar la
tasa de division y crecimiento celular) y STK11/LKB1 (genes supresores de tumores,
mutaciones en estos genes pueden inducir al cancer de mama en individuos
susceptibles que presentan el sindrome de Peutz-Jeghers), PPP2R2A (se encontro
una disfuncion especifica del gen en el subtipo luminal B), MTAP y MAP2K4
(muestran deleciones homocigotas y heterocigotas) (Libson & Lippman, 2014;
Sheikh et al., 2015; Shiovitz & Korde, 2015).
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Ademas, las variantes genémicas se pueden considerar que actuan en cis cuando
una variante tiene impacto en su propia expresion y trans cuando la variante es
asociada con genes en otros sitios del genoma, por ejemplo la delecién del
cromosoma 5 asociada a la programacion del ciclo celular en los canceres del tipo
basal (Curtis et al., 2012).

Por otro lado, se han estudiado alteraciones en el genoma mitocondrial incluyendo
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), mutaciones puntuales, inserciones y
deleciones, las cuales, junto con las variaciones en el numero de copias se han

observado asociaciones con el cancer de mama (Chinnery, 1993).

Estas alteraciones pueden afectar muchos de los procesos y funciones como vias
de sefalizacion, inmunidad antitumoral, senescencia celular, migracion vy
metastasis, angiogénesis, respuesta al tratamiento y vias metabolicas (Turashvili &
Brogi, 2017).

Sin duda, los estudios del genoma nuclear han contribuido de manera muy
importante en el conocimiento de las bases genéticas del cancer de mama, sin
embargo, es fundamental continuar con el estudio de otros elementos que participan
en el proceso del cancer de mama que ayuden a explicar el universo de los casos.
Con base en estos resultados, se ha optado por estudiar otros aspectos de la
regulacion de expresion genética tales como la transcripcion del ARN, la epigenética
y el genoma mitocondrial, siendo este Ultimo, un campo que ha mostrado gran

relevancia en la etiologia de esta patologia.

ADN Mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt), es un genoma circular de doble cadena que contiene
37 genes, 13 de los cuales codifican para proteinas que son subunidades clave para
la organizacion estructural y funcional de los complejos de la cadena respiratoria,
22 para ARN de transferencia y 2 ARN ribosomales (Fig. 5) (Chinnery, 1993).
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Figura 5. Mapa genético del ADN mitocondrial humano. Se representa la doble cadena
del ADN con la ubicacion de los 37 genes que se codifican en el genoma mitocondrial.
OH y OL simbolizan los origenes de la replicacion de la cadena pesada y ligera. Tomado
de Solano Abelardo (2001).

El ADNmt también se caracteriza por el alto nUmero de copias que se pueden
encontrar en una célula, ya que una célula puede contener miles de mitocondrias y
cada mitocondria de 2 a 10 copias de su genoma. El nUmero de copias del ADNmt
varia de 102 a 10* copias por célula y estas cantidades dependen del tipo de tejido,
ademas se han encontrado variaciones asociadas a diversos trastornos (Fig.6) (Hu,
Yao, & Shen, 2016; Xia et al., 2017).

>
m
(9]

Célula Mitocondria ADNmt

Figura 6. A) Célula y sus organelos. En una célula se pueden encontrar miles de
mitocondrias. B) Mitocondria. Cada mitocondria contiene de 2 a 10 copias de ADNmt.
C) ADNmt. Representacion de una molécula del genoma mitocondrial el cual se puede
encontrar en cantidades de 102 a 10* copias por mitocondria. Figura creada con
Biorender.com
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Asi mismo, el ADNmt también presenta una gran cantidad de variantes en su
secuencia que incluyen polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), mutaciones
puntuales, inserciones y deleciones, las cuales, junto con las variaciones en el
namero de copias se han relacionado con alteraciones en los niveles de especies
reactivas de oxigeno y de la produccién de ATP, contribuyendo al desarrollo del
cancer (Yadav & Chandra, 2013). Siendo las mutaciones puntuales y cambios en el
numero de copias las alteraciones mas comunes del ADNmt en las células

tumorales (Chinnery, 1993).

Mutaciones puntuales en los origenes de replicacion y los cambios en el nimero de
copias de ADNmt pueden alterar la expresion de los genes mitocondriales y afectar
procesos como la produccién de energia, la transduccion de la sefializacion, la
apoptosis y el crecimiento celular. De hecho, se ha reportado que algunas de estas
mutaciones estan involucradas en el desarrollo de diferentes enfermedades
humanas, incluyendo el cancer de mama; algunas de estas mutaciones se
encuentran con mayor recurrencia en ciertas posiciones y se ha considerado que
dado estas posiciones podrian dar ventajas a las células tumorales (Hu et al., 2016;
M. J. A. Weerts, Sleijfer, & Martens, 2019).

Se ha reportado que variantes del genoma mitocondrial como SNPs,
inserciones/deleciones (Indel), asi como variantes en el nimero de copias confieren
riesgo para padecer la enfermedad, principalmente, variantes encontradas en el gen
MT-ATP6 (Torres, 2013) y en la region D-loop (Jimenez-Morales, Perez-Amado,
Langley, & Hidalgo-Miranda, 2018). Por ejemplo, algunos de los polimorfismos
reportados como asociados al riesgo de cancer de mama en mujeres Europeo-
americanas son G9055A (OR 3.03, IC 95%, p= 0.0004), A10398G (OR 1.79, IC
95%, p= 0.01) y T16519C (OR 1.98, IC 95%, p= 0.0030) (Bai, Leal, Covarrubias,
Liu, & Wong, 2007).
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Genoma mitocondrial y variantes en niumero de copias en cancer de mama

Multiples evidencias sugieren que la mitocondria tiene un papel muy importante en
el desarrollo, progresion y metastasis del cancer de mama. Por ejemplo, en 2010,
un estudio realizado en 103 muestras de sangre periférica de pacientes con cancer
de mama y 103 mujeres sanas de poblacién caucasica, observo que un incremento
en el nimero de copias del ADNmt se asocia con mayor riesgo de padecer cancer
de mama, ademas este estudio fue replicado por el mismo grupo de trabajo en 2015
con 1000 pacientes y 1000 controles y observaron el mismo resultado; ese mismo
afio Lemnrau y colaboradores observaron la misma tendencia al evaluar 1108
pacientes caucasicas (Lemnrau et al., 2015; Shen, Platek, Mahasneh, Ambrosone,
& Zhao, 2010; Shen, Wan, Song, & Zhao, 2015).

Thyagarajan et al. (2013), realizaron un estudio de casos y controles anidado en
una cohorte de 63,257 mujeres, de las cuales, 183 desarrollaron cancer de mama.
Este grupo documento que las mujeres que desarrollaron la enfermedad, mostraron
un incremento en el numero de copias del ADNmt, tres afios antes del diagndstico
(Thyagarajan et al., 2013). Con base en estos antecedentes, propusieron que un
incremento en el nimero de copias del ADNmt se asocia con el riesgo de cancer de

mama.

Por otro lado, estudios realizados en el 2007 en donde se estudio el ADNmt de 59
muestras pareadas tumor-tejido normal, se encontré que mutaciones entre la base
303 y 309 o mutaciones cercanas al sitio de origen de la replicacion generan una
disminucién importante en el nimero de copias del genoma mitocondrial (Yu et al.,
2007).

Recientemente, en el 2018 un grupo de investigadores de Estados Unidos que
utilizaron muestras de sangre de mexico-americanos encontraron que el nimero de
copias del ADNmt es mayor en los participantes que desarrollaron cancer en
comparacion con las mujeres sanas, ademas observaron que el nimero de copias
de los controles cambia significativamente segun las caracteristicas socio-

demograficas (Zhao et al., 2018).
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Los estudios previos apoyan la propuesta de que el nimero de copias de ADNmt
podria ser una herramienta muy util para el diagnéstico presintomatico del cancer
de mama, como indicadores de la evolucion de la enfermedad o predictores de la
respuesta al tratamiento. Sin embargo, también se ha reportado que existen
diferencias en el nimero de copias entre las poblaciones (por sus antecedentes
genéticos) y que éstas pueden ser modificadas por condiciones ambientales y el
tipo de alimentacion. Por lo tanto, es necesario validar estos hallazgos en cada
poblacion antes de ser considerada como una herramienta Gtil en el diagndstico y

abordaje clinico del cAncer de mama.

JUSTIFICACION
|

A nivel mundial, el cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas comun y
afecta principalmente a mujeres. En México es el cancer mas frecuente desde 2006,
afectando principalmente a mujeres de entre 40 y 50 afios de edad, 10 afios antes

gue en paises desarrollados.

A pesar de que se conoce que los factores genéticos juegan un rol muy importante
en la etiologia de esta enfermedad, aun no se conocen todos éstos y mas aun su
comportamiento en las diferentes poblaciones. Se ha reportado que variantes del
genoma nuclear desempefian un papel critico en el desarrollo del cancer de mama
y ahora se sabe que el genoma mitocondrial participa de manera importante en el
cancer de mama, reflejando la necesidad de explorar la implicacion de otros
procesos bioldégicos como los realizados por la mitocondria. Este organelo participa
en el proceso respiratorio de la célula a través del cual la provee de energia; ademas
participa en procesos como: crecimiento celular, diferenciacion celular, senescencia
y apoptosis, es por ello que alteraciones en el genoma mitocondrial tienen gran

impacto en el funcionamiento normal de la célula.
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Asi, el estudio del genoma mitocondrial en pacientes con cancer de mama podria
evidenciar alteraciones en factores genéticos asociados a su desarrollo que nos
condujeran a la identificacion de potenciales biomarcadores predictores tanto de

riesgo como de respuesta al tratamiento.

OBJETIVOS
|

Objetivo General

e Identificar variaciones en el numero de copias del genoma
mitocondrial asociados a la susceptibilidad de padecer cancer de

mama.

Objetivos particulares

e Evaluar el nimero de copias del genoma mitocondrial en sangre
periférica de mujeres con cancer de mamay de mujeres sanas.

e Conocer las diferencias en el nimero de copias del genoma
mitocondrial entre sangre periférica y tumores de mujeres con cancer
de mama.

e Evaluar la asociacion del numero de copias del genoma mitocondrial

con el estadio clinico de la enfermedad y el subtipo del tumor.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Poblacion de estudio

Se realizé un estudio caso-control (aprobado por el comité de ética del Instituto
Nacional de Medicina Gendmica numero CEI2016/13), en el que se incluyeron
muestras de sangre periférica y de tumor de pacientes con cancer de mama,
mayores de 18 afios, que aun no habian recibido tratamiento antineoplasico
atendidas en la FUCAM. El diagndstico clinico se establecié mediante mastografia
y biopsia del tumor. La clasificacion del tumor se realizé por inmunohistoquimica
(IHQ). Sdlo se incluyeron pacientes que aceptaron participar en el proyecto y
firmaron la carta de consentimiento informado. Como controles se incluyeron
muestras de mujeres sin cancer de mama provenientes del biobanco del laboratorio
de Gendmica del Cancer del Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN).
Las muestras con baja integridad y cantidad de ADN fueron eliminadas (Tabla 2 y
Fig. 7).

Tabla 2. Criterios de inclusion, exclusién y eliminacién de las pacientes con cancer

de mama
Criterios de inclusion Criterios de exclusién Criterios de eliminacion
Mujeres mayores de 18 Pacientes que se retiren del Muestras con baja integridad y
afios estudio cantidad de ADN

Pacientes sin _
) Pacientes que no tengan muestras
tratamiento
_ o pareadas de sangre y tumor
antineoplasico

Tumores con

clasificacion por IHQ

Consentimiento

informado
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Seleccion de muestras
de pacientes
(muestras de sangre y
tumor pareadas) y
controles (muestras
de sangre)

Evaluacion de la

. »| Extraccion del ADN | —» integridad

PCR cuantitativa

tiempo real . »| Andlisis estadistico

Figura 7. Estrategia general para el andlisis del nimero de copias del

genoma mitocondrial.

Obtencién de la muestra de sangre periféricay del tumor

Las muestras de sangre periférica, de las pacientes y los controles, se obtuvieron
por venopuncién a través del sistema Vacutainer. Los tubos de sangre se
centrifugaron a 2500 rpm para separar el plasma y el paquete de células
leucocitarias, las cuales se almacenaron a -80°C hasta el momento de la extraccion

de acidos nucleicos.

Las muestras de tejido tumoral se obtuvieron al momento de la reseccién quirdrgica
del tumor. En el area de patologia se seleccionaron las zonas con alto contenido
tumoral. El tumor fue dividido en dos partes, una parte fue congelada con nitrégeno
liquido y almacenada a -80°C; la segunda se fij6 en formol para su inclusion en
parafina. De la muestra incluida en parafina, se realizaron cortes de 3 ym con un
microtomo. Los cortes histolégicos se tifileron con hematoxilina-eosina para

determinar el porcentaje de células tumorales. Las muestras de tumor que
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presentaron un contenido de células tumorales mayor al 80% fueron seleccionadas

para el estudio.

Extraccion de acidos nucleicos

Sangre periférica

Para la extraccion de los &cidos nucleicos a partir de sangre periférica, se utilizé el
Maxikit de Qiagen, siguiendo las especificaciones del proveedor. Brevemente, los
paquetes leucocitarios se resuspendieron con 500 yL de proteasa en un tubo Falcon
de 50 mL y el volumen fue ajustado a 5 mL con PBS 1X. Se afadieron 6 mL de
Buffer AL, se mezclé vigorosamente y se incubdé a 70°C por 10 minutos.
Posteriormente se afiadieron 5 mL de etanol absoluto y la mezcla fue transferida a
la columna QIAmp Maxi que se centrifugd a 3000 rpm por 3 minutos. Se descarto el
filtrado y los lavados fueron realizados afiadiendo 5 mL de Buffer AW1 y
centrifugando a 5000 rpm por 1 minuto. Posteriormente se afladieron 5 mL de Buffer
AW?2 y se centrifugd a 5000 rpm por 15 minutos. La columna fue transferida a un
tubo nuevo, se afiadieron 500uL de Buffer TE y se centrifugd a 5000 rpm por 5
minutos.

Tejido tumoral

El ADN de tejido tumoral se extrajo usando el AllPrep DNA/RNA MiniKit (Qiagen).
Las muestras de tejido fresco fueron homogenizadas usando el TissueRuptor y 600
ML de buffer de lisis (RLT), posteriormente el homogeneizado se centrifugd por 3
minutos a 14000 rpm. El sobrenadante se transfirid a una columna All Prep ADN, la
cual se centrifugé por 30 segundos a 10000 rpm. Se descartd el eluyente y la
columna se transfiri6 a un nuevo tubo de recoleccion. Se adicionaron 500 uL de
buffer AW1, se centrifugd durante 15 segundos a 10000 rpm y se descarto el filtrado.
Enseguida, a la columna se le adicionaron 500 uL de buffer AW2 y se centrifugd
durante 2 minutos a 14000 rpm. Finalmente, la columna fue transferida a otro tubo
Eppendorf de recoleccién y se adicionaron 100 pL de buffer TE sobre la membrana,
se incubo a temperatura ambiente por un minuto y se centrifugd 1 minuto a 10000

rpm.
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Evaluacion de la purezay de laintegridad del ADN

Las muestras de ADN fueron cuantificadas mediante espectrofotometria en un
NanoDrop ND-1000 y su integridad fue evaluada mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% tefiido con SYBRGold.

Evaluacion de numero de copias mediante PCR en tiempo real

El nimero de copias de ADN mitocondrial se cuantific6 por PCR en tiempo real
(PCR-TR) (QuantStudio™ 5 Applied Biosystems).

PCR cuantitativa en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) es una técnica
refinada de la original Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) desarrollada
por Kary Mullis y colaboradores en la década de los 80°s en donde una secuencia
de ADN es amplificada en un proceso ciclico para generar una gran cantidad de
copias idénticas que pueden ser analizadas y cuantificadas. La reaccion se inicia
con un incremento de la temperatura para la desnaturalizacion del ADN, se requiere
de una temperatura de 95°C para desestabilizar las uniones de los enlaces de
hidrégeno que mantienen juntas las 2 cadenas del ADN, posteriormente baja la
temperatura y se lleva a cabo la alineacién de los oligonucleétidos (la temperatura
ideal en esta etapa depende de cada disefio del oligonucleétido) y finalmente la
temperatura se establece a los 72°C, temperatura Optima para que la polimerasa
inicie la extension de los oligonucledtidos. En la PCR-TR demas se incluye un
fluorocromo que se intercala entre las hebras de ADN y emite fluorescencia cuando
estas forman una doble cadena, de esta forma, esta técnica permite la amplificacion
del ADN y su deteccion (Gadkar & Filion, 2014; Ghannam & Varacallo, 2019; Kubista
et al., 2006).

En los experimentos de cuantificacion en tiempo real, las reacciones se caracterizan
por el punto en el que la amplificacion de un producto de PCR logra un nivel fijo de

fluorescencia. Las gréaficas de amplificacion muestran la fluorescencia detectada en
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el nimero de ciclos que se han realizado. En los primeros ciclos de la PCR, no hay
ninguiin cambio significativo en la sefial de fluorescencia. Este rango predefinido de
ciclos de PCR se denomina linea basal. En primer lugar, el software genera una
grafica de amplificacién en la que se ha sustraido la linea basal. Para ello, calcula
una tendencia matematica de la sefial del notificador fluorocromo normalizado
(valores Rn correspondientes a los ciclos de la linea basal). A continuacién, un
algoritmo busca el punto de la grafica de amplificacién en el que la sefal del
notificador fluorescente normalizado con la linea basal corregida [valor delta Rn
(ARN)] cruza el umbral. El ciclo en el que el valor ARn cruza el umbral se define
como Ct.

En la PCR-TR se pueden utilizar diferentes marcadores fluorescentes para
visualizar en directo el perfil del producto de amplificacion, en este estudio usamos
SYBR ® GREEN que son pequefias moléculas que al intercalarse en el DNA emiten
fluorescencia (Fig. 8) ("Guia de reactivos Applied Biosystems StepOne Real-Time
PCR Systems," 2010).

B @ S 1 & Paso 1: Configuracidon de la reaccién
El fluorocromo SYBR® Green | emite
una fluorescencia cuando se une

a DMNA de doble cadena.

@ @ Paso 2: Desnaturalizacion

[] ® Cuando el DNA se desnaturaliza,
se libera el fluorocromo SYBR
Green | y la fluorescencia disminuye
considerablemente.

Paso 3: Polimerizacion

DIFECTD
* Durante la extension, los cebadores
e @ L se hibridan y se genera el producto
® o de PCR.
@ [ ] @ Paso 4: Polimerizacion completada
: : El flucrocromo SYBR® Green | se une
& ® ©® @ @ al producto de doble cadena, lo que

produce un aumento neto de
la fluorescencia que detecta
el instrumento.

Figura 8. Fundamento de la PCR cuantitativa en tiempo real. Uso del intercalante
SYBR® GREEN. Tomado de la Guia de reactivos Applied Biosystems StepOne Real-Time
PCR Systems. 2010.
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Disefio de oligonucleétidos

Para el ensayo se utilizaron un par de oligonucleétidos especificos para el gen
nuclear HBB (hemoglobina subunidad beta) y para el gen mitocondrial ND1-MT
(NADH deshidrogenasa 1) los cuales fueron previamente reportados por Huang y
colaboradores en 2016; para el ADN mitocondrial del gen ND1-MT:
5’GACGCCATAAAACTCTTCACCAA, 55 AGGTTGAGGTTGACCAGGGG y un par
de oligonucleétidos para el analisis de un gen nuclear HBB:
5CTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACT,
5AGGCCATCACTAAAGGCACCGAGC (Huang et al., 2016).

Curva estandar

Se incluy6 una curva estandar en cada placa, una curva para el gen nuclear y una
para el gen mitocondrial, con las siguientes diluciones de un ADN control: 1.5625,
3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50 ng/ul, con una linealidad minima de r?= 0.99. Ademas, se
calculé la eficiencia para cada conjunto de oligonucle6tidos con la siguiente
ecuacion: E =(100/N2))-1,

Donde:

E= Eficiencia

N= Pendiente de la curva estandar

Condiciones de la PCR

En la preparacion de cada muestra el volumen final fue de 10 puL en donde se
incluyeron 10 ng/ul de ADN total, 100 ng/ul de cada oligonucleétido, 2.5 uL de SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) y 4.5 ul de agua. El programa de
termociclado consistié en un ciclo de 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de
95°C por 15 segundos, 62.0°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto. Se realiz6 el

analisis por triplicado para cada muestra y se incluyeron controles negativos.
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Analisis del numero de copias del genoma mitocondrial
Se realizo el célculo del nimero de copias del genoma mitocondrial con la siguiente
formula: 2e(ACUEAMBCIEB]) en donde:

e: funcion exponencial

A: Promedio de los Ct (Threshold cycle o ciclo umbral) del gen nuclear HBB

B: Promedio de los Ct (Threshold cycle o ciclo umbral) del gen mitocondrial ND1
Ct: Ciclo umbral (Threshold cycle o ciclo umbral) determinado por el equipo

E: Eficiencia de los genes HBB y ND1

La eficiencia de la reacciéon de PCR en tiempo real es calculada por el equipo a
partir de la curva estandar que se preparo e incluyé en cada placa de PCR. Todas

las muestras fueron analizadas por triplicado.

El célculo del numero de copias del ADNmt se expresa en unidades arbitrarias
(McDermott et al., 2018).

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con la prueba U de Mann-Whitney para la
comparacion de 2 grupos independientes para datos con distribucidbn no normales
y se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis cuando se compararon mas de 2 grupos.

Valores de p<0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion de estudio

En el estudio se incluyeron 195 muestras que forman parte del banco de DNA del
Laboratorio de Genomica del Cancer del Instituto Nacional de Medicina Gendmica,
mismas que fueron colectadas de agosto de 2016 a diciembre de 2017. Sesenta y
seis fueron muestras pareadas de sangre periférica y tumor de mujeres con cancer
de mama y 63 de controles sanos. Las pacientes se distribuyeron en un rango de
35 a 80 afios de edad, con un promedio de 53.8 y desviacion estandar (DE) de +11
afos de edad. Del total de las muestras de tumores, en 56 se establecio el subtipo
por inmunohistoquimica, siendo el mas frecuente el luminal A en el 41 (62.12%)
casos, seguido del luminal B en 10 (15.15%), el triple negativo en 3 (4.55%) y el
menos frecuente el HER2 en 2 pacientes (3.03%) (Tabla 3). El estadio clinico que
se observé con mayor frecuencia fue el IIA con 41 pacientes (62.12%), seguido del
[IB en 12 pacientes (18.18%) (Tabla 4).

Tabla 3. Distribucion de subtipos Tabla 4. Distribucion de casos por
inmunohistoquimicos de cancer de estadio clinico
mama
Clasificacion n % Clasificacion n %
Luminal A 41 62.12 0 3 4.55
Luminal B 10 15.15 | 5 7.58
Her2+ 2 13.8 1A 41 62.12
Triple negativo 3 455 11B 12 18.18
No determinado 10 15.15 HC 2 3.03
No determinado 3 4.55
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Seleccién de oligonucleétidos y curva de disociaciéon

Para determinar la especificidad de amplificacion se realizé una curva de disociacion

para los oligonucleétidos del gen nuclear HBB y del gen mitocondrial ND1. En

ambos casos, los picos de disociacion indican que no se generaron productos de

amplificacion inespecificos (Fig. 9).
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Figura 9. Grafica de la curva de disociacion para los genes utilizados en el
estudio. A) gen nuclear HBB; B) gen mitocondrial ND1.
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Curva estandar

Para determinar la eficiencia de amplificacion de cada gen, se realizaron curvas
estandar en cada placa donde se realiz6 el analisis de las muestras para asegurar
gue se cumplieran con los parametros de linealidad en cada ensayo. Para estos
ensayos se manejaron concentraciones de 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50 ng/ul
y se observd una R?= 0.995 para el gen nuclear HBB y R?= 0.99 para el gen

mitocondrial ND1. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Figs. 10, 11y 12).
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Figura 10. Gréaficade las curvas estandar de los genes HBB y ND1. Se representa el Ct
obtenido para cada punto de la curva y las concentraciones de la curva estandar (1.5625,
3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50 ng/ul), se obtuvo una R? para el gen HBB de 0.995 y una R? para
el gen ND1 de 0.99.
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Figura 11. Gréafica de amplificacion para el gen HBB. Se observa el Rn obtenido para
cada punto de la curvay el Ct de la curva estéandar (1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50 ng/ul).
(Ct: threshold cycle o ciclo umbral).
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Figura 12. Grafica de amplificacién para el gen ND1. Se observa el Rn obtenido para
cada punto de la curvay el Ct de la curva estéandar (1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50 ng/ul).
(Ct: threshold cycle o ciclo umbral).
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Numero de copias del genoma mitocondrial en sangre periférica.

El estudio caso-control en el que se analizaron 63 muestras de mujeres sanas y 66

muestras de pacientes con cancer de mama, se observé que el rango del nimero

de copias del ADNmt en mujeres sanas fue de 15.5. a 223.1 con un promedio de

83.4 (DE= + 52.8). Mientras que en las pacientes se detectaron en un rango de 0.4

a 104.3 con un promedio de 29.7 (DE= + 27.3) (Tabla 5). Al comparar los valores

documentados entre ambos grupos, las diferencias fueron estadisticamente
significativas (p= 0.0001, prueba U de Mann-Whitney) (Fig. 13).

Tabla 5. Numero de copias del ADNmt en sangre periférica

Numero de copias del ADNmt

Tejido Poblacion N
X DE Min Max p
Controles 63 83.4 528 155 2231
Sangre 0.0001
Pacientes 66 29.7 27.3 04 104.3

X: Promedio, DE: Desviaciéon estandar, Min: Valor minimo, Max: Valor maximo.
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Figura 13. Gréafica comparativa del niumero de copias del ADNmt en sangre entre
controles y pacientes con cancer de mama. Se observa mayor numero de copias de
ADNmt en sangre de los controles en comparacion con las pacientes (p= 0.0001, prueba U
de Mann-Whitney).
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Numero de copias del genoma mitocondrial en tumores de mama

En el andlisis pareado de sangre periférica-tumor se observd que las muestras de
los tumores tienen mayor nimero de copias que la muestra de sangre periférica de
la paciente. En los tumores se encontrd un rango de 3.1 a 302.31 copias del ADNmt
con un promedio de 76.0 (DE= +76.0) (Tabla 6). Las diferencias entre ambos grupos
fueron estadisticamente significativas (p= 0.0001, prueba U de Mann-Whitney) (Fig.
14).

Tabla 6. NUmero de copias del ADNmt en pacientes

Numero de copias del ADNmt

Tejido n
X DE Min Max p
Sangre 66 29.7 27.3 04 104.3
0.0001
Tumor 66 76.0 76.0 3.1 302.3

X: Promedio, DE: Desviacion estandar, Min: Valor minimo, Max: Valor maximo.
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Figura 14. Grafica comparativa del nimero de copias del ADNmt en Sangre y Tumor
de pacientes con cancer de mama. Se observa mayor nimero de copias del ADNmt en
tumor que en sangre periférica (p= 0.0001, prueba U de Mann-Whitney).
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Numero de copias del genoma mitocondrial por estadio clinico

Se analiz6 el numero de copias del genoma mitocondrial por estadio clinico en los

grupos de las muestras de sangre periférica (p= 0.2489, prueba de Kruskal-Wallis)

y tumor (p= 0.2837, prueba de Kruskal-Wallis) de las pacientes con cancer de

mama. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos analizados (Tabla 7). Sin embargo, se observé mayor nimero de copias del

ADNmt en estadios més agresivos del tumor en comparacion con estadios

tempranos, tanto en sangre (Fig. 15) como en tumor (Fig. 16).

Tabla 7. Numero de copias del ADNmt por estadio clinico

Numero de copias del ADNmt

Clasificacion n Sangre Tumor
X DE Min Max p X DE Min Max p
0 3 94 80 04 159 291 226 31 44.0
I 5 401 365 23 870 884 717 59 168.3
A 41 295 275 21 1023 0.2489 858 854 34 3023 0.2873
1B 12 293 269 3.7 104.3 43.7 264 6.7 86.7
nc 2 59.0 153 482 69.8 169.7 73.2 1179 2214

X: Promedio, DE: Desviacion estandar, Min: Valor minimo, Max: Valor maximo.
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Estadio clinico - muestras de sangre

Figura 15. Grafica comparativa del niumero de copias del ADNmt en muestras de
sangre de pacientes en los diferentes estadios clinicos. No se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p= 0.2489, prueba de Kruskal-Wallis).
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Figura 16. Grafica comparativa del niumero de copias del ADNmt en muestras de
tumor de pacientes en los diferentes estadios clinicos. No se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p= 0.2873, prueba de Kruskal-Wallis).
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Numero de copias del genoma mitocondrial por subtipo Inmunohistoquimico

En la clasificacion por subtipo IHQ de las muestras de sangre de las pacientes
encontramos que en el subtipo TN se observé el mayor nUmero de copias (X= 44,
DE= + 39.9) con un valor minimo de 13.6 y valor maximo de 89.2. El de menor
namero de copias del ADNmt fue el subtipo luminal B con 23.4 (DE= +25.3, valor
minimo de 3.3 y valor maximo de 85.7) (Fig. 17). En las muestras de tumor, el
subtipo HER2 tuvo el mayor nimero de copias con un promedio de 132.7 (DE= +
125.5) con un valor minimo de 44 y un valor maximo de 221.4 (Fig. 18). De manera
similar a los resultados de sangre periférica, el subtipo con menor nimero de copias
en tumor fue el luminal B con 54.8 (DE= + 63.7) con un valor minimo de 11.5y un
valor maximo de 226.7 (Tabla 8). Después del analisis estadistico no se encontro
diferencia significativa entre los grupos de las muestras de sangre (p= 0.6142,
prueba de Kruskal-Wallis) y las muestras de tumor (p= 0.6927, prueba de Kruskal-
Wallis).

Tabla 8. Numero de copias del ADNmt por subtipo inmunohistoquimico

Numero de copias del ADNmt

Clasificaciéon n Sangre Tumor
X DE Min Max p X DE Min Max p
Luminal A 41 283 251 21 87.0 76.3 756 3.4 3023
Luminal B 10 234 253 33 857 548 63.7 115 226.7
HER?2 2 321 228 159 482 0.6142 132.7 1255 44.0 221.4 0.6927
TN 3 440 399 136 89.2 93.3 105.7 29.2 2153
No asignado 10 36.8 36.9 04 104.3 79.2 815 3.1 2511

X: Promedio, DE: Desviacion estandar, Min: Valor minimo, Max: Valor maximo.
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Figura 17. Grafica comparativa del niumero de copias del ADNmt en los diferentes
subtipos de cancer de mama en muestras de sangre de pacientes. Analisis por subtipos
inmunohistoquimicos del tumor (p= 0.6142, prueba de Kruskal-Wallis).
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Figura 18. Grafica comparativa del niumero de copias del ADNmt en los diferentes
subtipos de cancer de mama en muestras de tumores de pacientes. Andlisis por
subtipos inmunohistoquimicos del tumor (p= 0.6927, prueba de Kruskal-Wallis).
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DISCUSION
|

El ADNmt ha tenido una gran relevancia en el estudio del cancer, pues se ha
observado que es esencial para el mantenimiento de la funcionalidad de la célula,
ya que la presencia de diferentes tipos de alteraciones como mutaciones,
deleciones, inserciones y cambios en el nimero de copias juegan un papel
importante el desarrollo del cancer (Lee et al., 2005). Se ha descrito que algunas de
estas alteraciones pueden desencadenar cambios en el metabolismo de la célula'y
modificar la forma en que ésta obtiene energia aun en condiciones de hipoxia
(Warburg, Wind, & Negelein, 1927). Otro efecto de las mutaciones en el genoma
mitocondrial es la produccion de especies reactivas de oxigeno que podrian generar
una acumulaciéon de mutaciones tanto en el ADN nuclear y mitocondrial y como
consecuencia posibles modificaciones en el numero de copias del genoma
mitocondrial (Fliss et al., 2000; Shen et al., 2010). De hecho, se ha descrito que
cambios en el numero de copias del ADNmt confieren riesgo para padecer cancer
de mama y pueden estar asociadas con la sobrevida de los pacientes, aunque los

resultados no han sido concluyentes (Hsu, Tseng, & Lee, 2016; Reznik et al., 2016).

Para determinar si las variaciones en el numero de copias del ADNmt se asocian
con la susceptibilidad a padecer cancer de mama, se realizé un estudio caso-control
en el que se incluyeron 63 muestras de mujeres sanas como grupo control y 66

muestras pareadas de sangre periférica-tumor de pacientes con cancer de mama.

En relacion a la edad de presentacion de la enfermedad y a la frecuencia de los
subtipos IHQ del tumor, el comportamiento de nuestra poblacion de estudio fue
similar a lo reportado previamente para la poblacion mexicana (Maffuz-Aziz et al.,
2017); la edad promedio de las pacientes fue de 53.8 (DE= + 11 afios), la mayoria
(62.12%) de los casos se encontraban en la etapa IlA y el subtipo IHQ mas comun
fue el luminal A (62.12%), seguido del luminal B (15.15%). Sin embargo,
observamos una subrepresentacion de los subtipos HER2 y TN (3.03% y 4.55%,
respectivamente), en comparacion con lo reportado por Maffuz y colaboradores en
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2016, quienes estudiaron 4,411 pacientes y reportaron una frecuencia del 8.7% de
HER2 y 14.6% de TN (Maffuz-Aziz et al., 2017). Las diferencias encontradas en
nuestro estudio en comparacion con lo reportado podrian ser principalmente por el
sesgo que existe en la seleccién de las muestras, ya que, a diferencia del otro
estudio, en esta investigacibn soOlo se incluyeron pacientes que no tenian
tratamiento previo y muchos de los casos TN ya habian iniciado su tratamiento al

ingresar a la FUCAM.

Mayor numero de copias del genoma mitocondrial en sangre periférica de
mujeres sanas que en mujeres con cancer de mama.

Estudios previos donde se compara el numero de copias del ADNmt en muestras
de sangre periférica de pacientes con cancer de mama comparados con muestras
de sangre periférica de controles sanos han revelado resultados contradictorios. Por
ejemplo, algunos estudios han observado que el incremento en el nimero de copias
se asocia al riesgo a padecer cancer de mama (Igbal S, 2017; Lemnrau et al., 2015;
Shen et al., 2010; Shen et al., 2015; Thyagarajan et al., 2013; Zhao et al., 2018),
contrario a otros que reportaron que un bajo nimero de copias es un factor de
riesgo (Kohler et al., 2009; P. Xia et al., 2009); mientras que en otros analisis no
encontraron diferencia significativas entre casos y controles (Campa et al., 2018;
Igbal S, 2017; Jiang et al., 2014; Mi et al., 2015).

Nuestros resultados muestran que hay un menor niumero de copias del ADNmt en
la sangre periférica de pacientes con cancer de mama en comparacién con lo que
existe en las mujeres sanas (p= 0.0001, prueba U de Mann-Whitney). Nuestros
hallazgos concuerdan con los obtenidos por Kohler y Xia en 2009. Kohler y
colaboradores analizaron 78 muestras de pacientes y 70 controles de mujeres
caucasicas. Los autores encontraron una diferencia significativamente menor en el
namero de copias del ADNmt entre casos y controles (p<0.001). Por su parte, Xiay
colaboradores evaluaron las muestras de 60 mujeres con cancer de mama y 51

controles de poblacion china y observaron que la disminucion del nimero de copias
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del ADNmt también se asocia con la presencia de la menopausia y la clasificacion
TNM.

Sin embargo, nuestros hallazgos difieren de los descritos por Shen y colaboradores
en 2010, quienes analizaron 103 muestras de pacientes y 103 muestras de
controles de poblacion caucasica (p< 0.01). En este estudio, los autores reportaron
una asociacion entre un incremento en el numero de copias con el riesgo de
presentar cancer de mama, datos que fueron replicados en 2015 por el mismo
grupo, pero analizaron 1000 pacientes con cancer de mama y 1000 controles sanos
de la misma poblacién (p< 0.001). Por otro lado, Lemnrau y colaboradores en 2015,
analizando 1,108 pacientes y 1,099 controles, observaron una asociacion entre un
mayor numero de copias con el riesgo a cancer de mama en las muestras que
fueron tomadas 6 afios antes del diagnéstico. Thyagarajan y colaboradores en 2013,
incluyendo 183 muestras de pacientes con cancer de mama y 529 controles,
reportaron que un mayor numero de copias se asocia a mayor riesgo de presentar
cancer de mama y que este comportamiento se puede observar 3 afios antes del
diagnéstico. Mas recientemente, en 2018, Zhao y colaboradores estudiaron las
muestras de sangre periférica de mexico-americanos con 429 muestras de
pacientes con diferentes tipos de cancer y encontraron que el nimero de copias es
significativamente mayor en los individuos que desarrollaron cancer que en los

controles (p= 0.007).

En tres estudios no se encontraron diferencias significativas al comparar pacientes
con cancer de mama y controles sanos, sin embargo, al analizar subgrupos de
pacientes si encontraron diferencias, por ejemplo, Jiang y colaboradores en 2014
observaron una asociacion entre el riesgo de cancer de mama y un menor nimero
de copias en mujeres premenopausicas (p= 0.001) y un incremento en el nimero
de copias en mujeres postmenopausicas (p= 0.027) en poblacién asiatica. En 2017,
Igbal y colaboradores encontraron diferencia significativa al evaluar el estadio de las
muestras de cancer de mama observando mayor nimero de copias en el estadio IlI
en comparacion con estadios tempranos (p= 0.01) y el estadio IV (p= 0.03) en

mujeres de la India. Por otro lado, Campa y colaboradores en 2018 observaron una
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diferencia significativa al incorporar una medida de la integridad del genoma
mitocondrial, es decir, analizaron el estado del genoma mitocondrial el cual puede
presentar deleciones y estar dafiado, esto podria estar relacionado con un
incremento en el estrés oxidativo que puede afectar el genoma mitocondrial y

aumentar la probabilidad de desarrollar cAncer de mama.

Por otra parte, en un meta-analisis donde se evalu6 el nimero de copias del genoma
mitocondrial en diferentes tipos de cancer, se reportdé una asociacion entre el
contenido de ADNmt de sangre periférica y cancer de mama (p= 0.011) (Hu et al.,
2016). Ese mismo afio, Chen y colaboradores observaron que un incremento en el
namero de copias en sangre periférica de pacientes con cancer se asocia a peor
prondstico, pero un incremento en el nimero de copias en tejido tumoral es

indicativo de un mejor pronéstico (Chen et al., 2016).

Las discrepancias entre nuestros resultados y los diferentes estudios puede
deberse a la heterogeneidad de las muestras, a las metodologias utilizadas (PCR
tiempo real y secuenciacion) para la cuantificacion del niamero de copias del
genoma mitocondrial, los genes de eleccion para la cuantificacion tanto los
nucleares como los mitocondriales, las formulas matematicas para el calculo del
namero de copias, el tipo de muestra (sangre periférica y sus componentes), tamafio
del numero de muestras a analizar (n), poblacién de estudio (asiatica, caucasica,
latina, etc.), los criterios de inclusion utilizados en la captacion de los pacientes (con
0 sin tratamiento y tipo de tratamiento), asi como la informacion clinica de los
pacientes (estado pre y post menopausia, estadio de la enfermedad, subtipo
molecular, variantes, ingesta de alcohol), ademas de aspectos biol6gicos como la
presencia de variantes en el genoma mitocondrial (Chen et al., 2016; Jiang et al.,
2014; Zhao et al., 2018).
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Elevado namero de copias del genoma mitocondrial en tumores de mama en

comparacion con la muestra pareada de sangre periférica de la paciente.

En nuestro andlisis se realiz6 la comparacion entre sangre periférica y tejido tumoral
de las pacientes con cancer de mamay se observé que hay mas copias de ADNmt
en muestras de tumor que en sangre periférica (p= 0.0001, prueba U de Mann-
Whitney).

Nuestros hallazgos contrastan con los resultados obtenidos de estudios donde se
analizan el nimero de copias del ADNmt en tejido tumoral y del tejido adyacente al
tumor, ya que se ha encontrado que hay menor nimero de copias del ADNmt en
tejido tumoral que en tejido sano. Por ejemplo, Yu y colaboradores en 2007
analizaron 59 muestras de mujeres asiaticas con cancer de mama y encontraron
una disminucion del nimero de copias del genoma mitocondrial en tumor en
comparacioén con tejido adyacente al tumor (p= 0.001)(Yu et al., 2007). Asimismo,
Fan y colaboradores observaron que las muestras de tumor tuvieron una
disminucién en el nUmero de copias comparadas con tejido normal adyacente (p<
0.001)(Fan et al., 2009). Por su parte, Reznik en 2016, en un estudio con 22
diferentes tipos de tumores, observo que el numero de copias disminuye en las
muestras de tumor en comparacion con el tejido normal adyacente (Reznik et al.,
2016).

Las discrepancias entre nuestros resultados y los reportados en la literatura puede
deberse al hecho de que todos ellos comparan el nimero de copias del ADNmt en
tejido tumoral con el tejido adyacente, mientras que nuestro estudio se realiza en
sangre periférica. Ademas, uno de los estudios evalta el numero de copias usando
técnicas como secuenciacion de nueva generacion, mientras que en esta

investigacion se us6 PCR-TR.
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Numero de copias del genoma mitocondrial por estadio clinico

Existen evidencias que sugieren que en procesos cancerosos como el de mama, el
namero de copias del genoma mitocondrial podria verse alterado dependiendo del
estadio de la enfermedad. En este sentido, Xia y colaboradores en 2009 analizaron
las muestras de sangre periférica de 60 pacientes y 51 controles sanos y
encontraron que el nimero de copias del ADNmt es significativamente menor en
pacientes con cancer de mama en estadio | que en otros estadios (p=0.023) (P. Xia
et al., 2009) y mas recientemente, Igbal y colaboradores (2017), al analizar 126
muestras de sangre de pacientes con cancer de mama y 29 controles sanos,
documentaron un aumento en el nimero de copias en las muestras de las pacientes
en estadio Ill en comparacion con estadios mas tempranos (p= 0.01) y pacientes
mas tardios (p= 0.03) (Igbal S, 2017).

En el presente estudio, el andlisis del nimero de copias del ADNmt por estadio
clinico no arrojo diferencias significativas entre los grupos de las muestras de sangre
periférica (p= 0.2489, prueba de Kruskal-Wallis) y tumor (p= 0.2837, prueba de
Kruskal-Wallis) Lo anterior puede deberse al bajo nimero de muestras que
obtuvimos para los estadios 0, 1 y lll (3, 5y 2 respectivamente). El estadio IIA tuvo
la mayor cantidad de muestras (41 muestras), esto se debe a que la mayoria de las
pacientes se diagnostican en estas etapas. Sin embargo, al graficar el promedio del
namero de copias del ADNmt con relacion a los estadios clinicos, se observa que
en los estadios tempranos hay un menor nimero de copias comparado con los
tumores en estadios mas avanzados, este comportamiento se observo en las
muestras de sangre y en las muestras de tumor. Sin embargo, se requiere validar

este resultado en un mayor nimero de muestras.

Numero de copias del genoma mitocondrial por subtipo Inmunohistoquimico

(IHQ)

Hasta el momento existen pocos datos sobre la relacion entre variaciones en el

namero de copias del ADNmt y los subtipos moleculares del cancer de mama.
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Al comparar el numero de copias del ADNmt en las muestras de sangre y tumor de
pacientes con cancer de mama no encontramos diferencias significativas entre los
grupos de las muestras de sangre (p= 0.6142, prueba de Kruskal-Wallis) y las
muestras de tumor (p= 0.6927, prueba de Kruskal-Wallis). Un resultado similar fue
reportado por Weerts et al., 2016, analizando lineas celulares de cancer de mama

y muestras de tumor (M. J. Weerts et al., 2016).

Otro estudio en el que se evalud la correlacion entre nimero de copias del ADNmt
y el subtipo de cancer de mama, no se observaron diferencias significativas, sin
embargo, se encontré una asociacion entre la disminucion del nimero de copias y
las muestras con amplificacion del gen ERBB2, el cual esta involucrado tanto en la
maquinaria bioenergética mitocondrial como en la programacion de la muerte
celular, posiblemente regulando cambios en la cantidad del ADNmt (Ebrahimi,
Almasi-Hashiani, Ghaffari, & Shirkoohi, 2018).

Importancia del analisis del nimero de copias del genoma mitocondrial en

cancer de mama

Multiples estudios han dado evidencia de la relacién entre el nimero de copias en
el genoma mitocondrial y el cancer de mama. Por ejemplo, Lee y colaboradores en
el 2000, sugirieron que un incremento en el nimero de mitocondrias y del ADNmt
son la primera respuesta de las células que estan expuestas al estrés oxidativo
enddgeno o exogeno (Lee, Yin, Lu, Chi, & Wei, 2000; M. J. A. Weerts et al., 2019)
y esto podria verse como un efecto compensatorio de la disminucion de respiracion

normal de la célula (Igbal S, 2017).

Shen y colaboradores en 2010, reportaron que el numero de copias del ADNmt
podria estar asociado con el riesgo a presentar cancer de mama a través de
mecanismos de estrés oxidativo, ya que el niumero de copias del ADNmt fue
significativamente inverso con la presencia de oxidantes y antioxidantes exdégenos

en sangre (Shen et al., 2010).
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Por otro lado, Yu y colaboradores en 2007, encontraron que la presencia de
mutaciones en la region D-Loop o cerca de la region de replicacion de la cadena
pesada podria ser uno de los factores que contribuyan a la disminucion del nimero
de copias, por lo que sugirieron que un bajo nimero de copias del ADNmt en tumor
podria estar involucrado en la transformacion neoplésica o la progresion del cancer
de mama (Yu et al., 2007).

Nuestro estudio, es el primer trabajo realizado en México en donde se evalla la
relacion entre el nimero de copias del ADNmt en pacientes con cancer de mamay
controles. En comparacion con las mujeres sanas encontramos una disminucion en
el nimero de copias del genoma mitocondrial en las pacientes con esta neoplasia.
Nuestros hallazgos son interesantes y de confirmarse en cohortes mas grandes,
con un mayor tiempo de seguimiento, el analisis del genoma mitocondrial podria
utilizarse como un biomarcador de riesgo o de tamizaje para la identificacion de
mujeres en alto riesgo a padecer esta enfermedad. Lo anterior, sin duda, podria
contribuir a la reduccién de la incidencia y mortalidad de esta enfermedad tan

prevalente en las mujeres de nuestro pais.

Aunque este estudio presenta limitaciones en el tamafio de muestra, nuestros
hallazgos apoyan las observaciones de que la mitocondria participa en el desarrollo
del cancer y revelan que el nUmero de copias de este genoma se ve disminuido en
pacientes con esta enfermedad. Aun falta el planteamiento de un estudio integral de
genoma mitocondrial que incluya otros aspectos en el analisis, como el estudio de
la secuencia completa del genoma o de las especies reactivas de oxigeno, asi como
con su correlacién con variables clinicas de la enfermedad, incluyendo sobrevida y

respuesta al tratamiento.
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CONCLUSION
|

En este estudio se encontr6 que los niveles de ADNmt en muestras de sangre
periférica de pacientes con cancer de mama son significativamente mas bajos que
en las muestras control. Adicionalmente observamos que el nimero de copias del
ADNmt no correlaciona con el estadio clinico ni con el subtipo de cancer de mama.
Estos resultados sugieren que los niveles de ADNmt en muestras de sangre pueden
estar asociados a la susceptibilidad de padecer cancer de mama; sin embargo, se
requieren estudios de validacion a gran escala que nos permitan establecer los
niveles de ADNmt como indicadores de un diagnostico temprano y de progresion o
agresividad de la enfermedad. Ademas, se requieren estudios integrales que
ayuden a entender la participacion e impacto de las variantes en los niveles del

genoma mitocondrial en el cAncer de mama y sus posibles mecanismos de accion.

PERSPECTIVAS
-
+ Realizar un estudio prospectivo y longitudinal de casos y controles con un mayor

namero de muestras que permita identificar una posible asociacion entre numero
de copias del ADNmt con los estadios clinicos, asi como con los subtipos de

cancer de mama.

+ Realizar un estudio integral donde se asocie el nimero de copias del ADNmt con
la presencia de variantes en el genoma mitocondrial con especial atencién en la

presencia de estas variantes en la region reguladora de la replicacion.

« Obtener informacion que ayude a encontrar una posible asociacion entre el
namero de copias del ADNmt y la sobrevida de las pacientes con cancer de

mama.

2
4%

Validar los resultados en una cohorte independiente.

K2
L4

Incluir en el analisis muestras de tejido tumoral adyacente.
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