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ABREVIATURAS

ANT: Translocador de Nucledtidos de Adenina

ARN: Acido Ribonucleico

ATP: Adenosina Trifosfato

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNmt: Acido Desoxirribonucleico mitocondrial

ADNnN: Acido Desoxirribonucleico nuclear

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

mg: miligramos

mtPTP: Poro de Transicion de Permeabilidad mitocondrial
NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido de Hidrogeno
NADPH: Nicotiamida Adenina Dinucleétido Fosfato
OXPHOS: Fosforilacion Oxidativa

pb: pares de bases

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

SDH: Succinato Deshidrogenasa

SNP: Polimorfismo de un Solo Nucledtido

TNBC: Cancer de Mama Triple Negativo

VDAC: Canal Aniénico Dependiente de Voltaje



RESUMEN

En México 10 mujeres pierden diariamente la vida debido al cancer de mama,
considerada la primera causa de muerte por tumores malignos entre la poblacién
femenina de 25 anos y mas. Esta enfermedad afecta principalmente a mujeres
de entre 30 a 59 anos. Dentro de las posibles causas, un candidato de estudio
es el ADN mitocondrial (ADNmt), ya que se ha reportado que algunas variantes
genéticas presentes en éste pueden jugar un papel importante en varios tipos de
cancer. EI ADNmt codifica principalmente proteinas que conforman a los
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Alteraciones en el ADNmt
pueden reducir de forma considerable la fosforilacién oxidativa y la produccion
de ATP; ademas de aumentar la produccion de especies reactivas de oxigeno lo
que acelera la tasa de mutacion del ADN participando en estadios tempranos de
carcinogénesis. Algunos polimorfismos en el ADNmt pueden influir en la
susceptibilidad al cancer de mama. Entre ellos esta el que ocurre en el gen de la
subunidad 3 de la NADH-deshidrogenasa A10398G, que se asocia con un riesgo
incrementado de desarrollar cancer de mama con un OR hasta de 9.510 en
poblacion caucasica. En México y en Latinoamérica existen pocos reportes sobre
la posible participacién de este polimorfismo en pacientes con cancer de mama.
Por lo que el objetivo de esta tesis fue determinar la asociacion del polimorfismo
A10398G del gen ND3 del ADNmt como un posible factor de riesgo para cancer
de mama en poblacidn mexicana. Se analizaron 183 biopsias de tumores
mamarios en grado Il y Ill, tomadas del banco de tejido de tumor mamario que
se encuentra en la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana, se
utilizaron datos de las frecuencias alélicas para el polimorfismo A10398G de
otras poblaciones previamente reportadas, para realizar la comparacion con los
datos obtenidos en nuestra poblacién. Se determinaron las frecuencias alélicas
del polimorfismo A10398G en las 237 mujeres mexicanas sanas en donde se
observo que la frecuencia del alelo A fue del 68% (161/237) y la frecuencia para
el alelo G fue del 32% (76/237); al compararse con la poblacion Africana-
americana, Norte de India, Espanola, Polaca, Raza blanca, Sur de india y Malaya
se obtuvo diferencia estadisticamente significativa. Las frecuencias alélicas para
el grupo de casos fueron de 67% (123/183) para el alelo Ay 33% (60/183) para

el alelo G al compararse con las de grupo control no se encontro diferencia
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estadistica (OR= 1.0334, IC= 0.6845-1.5601). Por lo tanto, podemos concluir que
las frecuencias alélicas para la poblacion mexicana muestreada tuvieron
diferencia significativa en comparacion con las poblaciones Africana-americana,
Norte de India, Espainola, Polaca, Raza blanca, Sur de india y Malaya. No existi6
asociacion entre el riesgo de desarrollar cancer de mama y el polimorfismo
A10398G en mujeres mexicanas, esto puede deberse a la constitucion genética
de la poblacién analizada, a los factores ambientales tanto fisicos, quimicos y
biolégicos y finamente a que la muestra tomada pudo ser pequefia 'y de una zona

geografica reducida.



INTRODUCCION

El cancer de mama es un problema de salud mundial. En el afo 2020, se
estimaron 2.3 millones de casos nuevos de cancer; de ellos, 1 de cada 8 tumores
pertenecieron a cancer de mama. Ademas, el cancer de mama es la quinta causa
de muerte por neoplasia maligna a nivel mundial con una cifra de 685 000
muertes (Globocan, 2020). En México, la supervivencia a 5 afos es solo del 30%
(INEGI 2020). Se han efectuado multiples estudios a fin de identificar los factores
de riesgo relacionados con la presencia de cancer de mama. Alrededor de la
mitad de los casos de cancer de mama corresponden a mujeres sin ningun factor
de riesgo identificable, a excepcidén del género (mujer), y la edad (mas de 40
anos), existen algunos factores que aumentan el riesgo de padecer esa
enfermedad como son: el envejecimiento, la obesidad, el consumo perjudicial de
alcohol, los antecedentes familiares de cancer de mama, el historial de
exposicion a radiacion, el historial reproductivo (como la edad de la primera
menstruacion y la edad del primer embarazo), el consumo de tabaco y la terapia

hormonal posterior a la menopausia (OMS, 2021).

La tasa de incidencia en cancer de seno ocurre después de los 50 afios, sin
embargo, del 5% al 12% ocurre en mujeres menores de 45 afios y proviene de
mutaciones en genes. El cancer de seno de inicio temprano es un sello distintivo

de la existencia de un factor genético (Mehrgou & Akouchekian, 2016).

Existe amplia evidencia de que muchos genes estan implicados en el proceso
de carcinogénesis mamario y que el riesgo de padecer tal enfermedad
incrementa dependiendo del numero y tipo de alteracion genética encontrada.
Por ejemplo, del 5-10% de los casos de cancer de mama hereditario se han
asociado con mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2, presentando una
herencia autosémica dominante y de alta penetrancia (Mehrgou & Akouchekian,
2016). Ademas de estos genes, existen otros que también son de alta
penetrancia involucrados en el cancer de mama como: TP53, PTEN, SKT11,
CDH1 y MMR. (Economopoulou et al., 2014) Otros genes de penetrancia
intermedia: CHEK2, ATM, PALB2 (FANCN), BRIP1 (FANCJ), RAD51C
(FANCO), RAD51D, BARD1, MRE11, RAD50, NBS1 y FANCM. (Davis et al.,
2014) Por otro lado, también existen algunos oncogenes relacionados al cancer



de mama. Estos genes codifican proteinas que controlan la proliferacién celular

o la apoptosis (Soca et al., 2016) y se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Oncogenes relacionados con cancer de mama

Gen sinonimia cromosoma
HER2 (Human epithelial | HER-2/neu, erbB-2, ERBB2 17g912-21
receptor 2 o Human epidermal
growth factor receptor)
EGFR1 (Epidermal growth factor | CD340, EGFR, HER1, c-erbB1, | 7p12
receptor) ERBB, mENA, ERBB1, PIG61,
NISBD2
HER3 (Human epithelial | LCCS2, ErbB-3, c-erbB3, | 1213
receptor 3 o human epidermal | erbB3, pl80-ErbB3, p45-

growth factor receptor 3) serbB3, p85-serbB3c-erbB3

EGFR4 (Erb-b2 receptor | ALS19, pl80erbB4, c-erbB4, | 2933.3-q34

tyrosine kinase 4) HER4

CDK2 (Cyclin-dependent kinase | CDRN2; p33 (CDK2) 12913

2)

Ciclina D1 (Cyclin D1) CCND1, BCL1, | 11913
PRAD1,U21B31, D11S287E

Ciclina E (Cyclin E) 3938, BG: DS07108.3, br37, | 19q12

cdi7, Cdi7v, CDI7, CG3938,
Cyc, Cyc E, cyck, CYCE,

CycEl
CDK4 (Cyclin- dependent | CMM3, PJK-J3 12q14
kinase 4)
CDK6 (Cyclin- dependent | MCPH12, PLSTIRE 7921-922
kinase 6)
C-myc (Myelocytomatosis | bHLHe39, Myc2, Niard, Nird 8024.21
oncogene Myc)
MET  (Mesenchymal-epithelial | HGFR-hepatocyte growth | 7931
transition) factor receptor, AUTS9,

RCCP2, c-Met, DFNB97
Akt (Thymoma viral proto- | Proteina cinasa B, PKB, | 14g32.33
oncogene) PKB/Akt, PKBalpha

Nota Adaptado de "Factores genéticos en la carcinogénesis mamaria”, de M. Soca y P. Arguelles, 2016,
Finlay, 6(4), 299-316.

A pesar de que el estudio de los genes implicados en el cancer de mama
hereditario es amplio, este campo aun tiene que ser determinado o descartado
para muchos genes de nueva aparicion. Se sabe que del 15% al 20% de los
canceres de mama son provocados por un factor de herencia multifactorial, del
5% al 10% de los canceres hereditarios se debe a la mutacién de un solo geny
cerca del 40% de los casos se debe a mutaciones en el gen BRCA1 y BRCA2
(Palmero et al., 2021).
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Los genes BRCAL1 y BRCA2 han sido los dos genes mejor caracterizados y
estudiados dentro de la etiologia del cancer de mama, sin embargo, estas
mutaciones no ocurren en la mayoria de los canceres hereditarios, por lo tanto
ahora se deben centrar las investigaciones en el resto de los genes que han
pasado desapercibidos debido a diferentes circunstancias como puede ser que
estos nuevos genes estén mutados con menor frecuencia o las posibles
mutaciones que pueda generar un grupo de genes que trabajan en la codificacion
de una proteina la cual estd formada por cientos de aminoacidos y por lo cual
cada aminoacido puede mutar de varias maneras (en otros aminoacidos,
duplicacién, eliminacion, etc.), teniendo como resultado un nimero elevado de
mutaciones las cuales pueden no mostrar ningun efecto negativo o contribuir a

la etiologia del cancer de mama (Fachal et al., 2020).

El desarrollo de cancer se ha atribuido a diversas variaciones genéticas,
identificadas en los genomas mitocondriales y nucleares. Se han detectado
varios tipos de mutaciones de ADN mitocondrial (ADNmt). Los cambios mas
comunes son la linea germinal y mutaciones somaticas, estos dos cambios estan
implicados en la formacion de tumores de mama. Se sabe que las mutaciones
en el ADNmt perturban el sistema OXPHOS en varias células cancerosas.
También se han observado mutaciones del ADNmt en varios tumores que
incluyen cancer de pulmoén, colorrectal, renal y pancreatico (Omasanggar et al.,
2020).

Tomando en cuenta lo anterior en este trabajo realizamos el analisis de
polimorfismo A10398G para conocer si este pudiera estar relacionado con el
cancer de mama en un segmento de la poblacion mexicana y a su vez este

sirviera como marcador genético de riesgo para la enfermedad.
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MARCO TEORICO

Cancer

El cancer es una de las principales patologias que afecta a los paises a nivel
mundial. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en el 2020 se
diagnosticaron 19.3 millones de personas con cancer y 1.4 millones de personas
murieron a causa de esta patologia.

En México, el total de la poblacion en el 2020 que padece algun tipo de cancer
es de 195 499 personas, de las cuales el 28.2 % padece cancer de mama,
convirtiendo a éste en el primer lugar de tipo de cancer, con la mayor incidencia
y mortalidad en comparacion con el cancer de cérvix, colorrectal, leucemias,

higado, pulmén, prostata, estbmago vy tiroides (figura 1).

cancer mas comun en el 2020
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incidencia mortalidad

Figura 1. En la grdfica se muestra los tipos de cdnceres que ocupan los primeros lugares en México en 2020 segun
estadisticos de La Organizacion Mundial de la salud (OMS).

En México el perfil de mortalidad se ha modificado, de un perfil con predominio
de enfermedades infecciosas a uno donde predominan las enfermedades
cronico-degenerativas, destacando los tumores malignos que ocupan el segundo
lugar de mortalidad en el pais (Jiménez-Corona et al., 2002).

En la actualidad el cancer es considerado como un desorden de células que se

dividen anormalmente formando agregados que crecen causando dafo a los
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tejidos cercanos. Estas células pueden migrar invadiendo otros tejidos
originando metastasis (Sanchez, 2013).
Las alteraciones celulares en esta patologia son el resultado de la interaccién
entre los factores genéticos y agentes externos como son:

1. carcindgenos fisicos: radiaciones ionizantes y ultravioletas

2. carcindgenos quimicos: amianto, humo de tabaco, aflatoxinas y arsénico

3. carcindgenos bioldgicos: determinados virus, bacterias y parasitos

Hanahan y Weinberg realizaron una recopilaciéon de informacion durante la
ultima década obteniendo en los 2000 seis sellos distintivos del cancer, en el
2011 propusieron la incorporacién de dos sellos distintivos emergentes
proponiendo en total 8 caracteristicas adquiridas durante el desarrollo de
tumores malignos:

e sefalizacion autonoma proliferativa

evasion de los supresores de proliferacion

e evasion de la apoptosis

e potencial ilimitado de replicacion

e angiogénesis

e invasion y metastasis

e reprogramacion del metabolismo energético

e evasion del sistema inmune
En la secuela del 2011 se incorporaron al articulo dos caracteristicas distintivas:

¢ Inflamacion promotora de tumores

e Inestabilidad y mutacion del genoma. Para el afio 2022 se adapt6 el

grafico de las caracteristicas de Hanahan y Weinberg (figura 2)
incluyendo 4 sellos mas:

1. desbloquear la plasticidad fenotipica: se ha encontrado una gran cantidad
de evidencia que asocia distintas formas de cancer con la diferenciacion
interrumpida de las cuales existen tres subclases de plasticidad
fenotipica: desdiferenciacion de células maduras de regreso a estados
progenitores, blogueo de la diferenciacion para bloquear células en
desarrollo en estados de células progenitoras y la transdiferenciacion a

linajes celulares alternativos.
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2.

reprogramacion epigenética no mutacional: la inestabilidad y mutacion del
ADN es un componente fundamental en la formacién y patogénesis del
cancer, en la actualidad varias compafiias trabajan en catalogar las
mutaciones en el genoma de las células cancerosas y lo hacen en casi
todo tipo de cancer humano, en diferentes etapas de progresion maligna,
incluyendo lesiones metastasicas y durante el desarrollo de resistencia
adaptativa a la terapia. Como resultado se han apreciado de manera
generalizada las mutaciones en los genes que organizan, modulan y
mantienen la arquitectura de la cromatina y por lo tanto regulan
globalmente la expresion génica.

microbiomas polimorficos: practicamente todos los tejidos y Organos
expuestos al ambiente exterior son depositos de microorganismos
comensales. A diferencia del intestino donde se conoce bien el papel
simbidtico del microbioma en el metabolismo, el papel normal y patégeno
de la microbiota aun se esta descubriendo. Existen diferencias especificas
de organo/tejidos en la constitucion de los microbiomas asociados en la
homeostasis, el envejecimiento y el cancer. Los patdlogos han reconocido
durante mucho tiempo que las bacterias pueden detectarse dentro de los
tumores solidos y gracias a la creacién de perfiles se ha podido observar
que cada tipo de cancer ( hueso, cerebro, mama, pulmén, melanoma,
ovario y pancreas) se caracteriza por un microbioma distintivo que se
localiz6 en gran medida dentro de las células cancerosas y las células
inmunitarias asi mismo dentro de cada tipo de tumor, las variaciones en
el microbioma tumoral podrian detectarse e inferirse que esta asociado
con caracteristicas clinicopatoldgicas.

células senescentes: en diferentes sistemas experimentales, se ha
demostrado que las células cancerosas senescentes contribuyen de
diferentes maneras a la sefalizaciéon proliferativa, evitando la apoptosis,
induciendo la angiogénesis, estimulando la invasion y la metéastasis y
suprimiendo la inmunidad tumoral. Otra faceta mas de las células
cancerosas senescentes involucra estados de células senescentes
transitorios y reversibles, esta senescencia transitoria se documenta

mejor en casos de resistencia a la terapia, lo que representa una forma
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de latencia que elude el objetivo terapéutico de las células cancerosas en
proliferacion.

Sustaining Evading
proliferative signaling growth suppressors

Unlocking Nonmutational
phenotypic plasticity epigenetic reprogramming
Deregulating v4 Avoiding immune
cellular

- destruction
metabolism

Resisting cell Enaplin_g
death replicative
immortality

Genome
instability &
mutation

Tumor-promoting
inflammation

Polymorphic
Senescent cells microbiomes
Inducing or accessing Activating invasion &

vasculature metastasis

Figura 2. Se muestran los 14 sellos distintivos del cdncer, en donde se incluyen los 4 nuevos sellos: desbloquear la plasticidad
fenotipica, reprogramacion epigenética no mutacional, células senescentes y microbiomas polimdrficos (Tomada de
“Hallmarks of Cancer: New Dimensions”, D. Hanahan,2022, Cancer Discov 12 (1): 31-46.
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Cancer de mama

El cancer de mama es el tumor mas frecuente a nivel mundial ya que representa
el 23% de los nuevos diagndsticos de cancer. La OMS considera a esta patologia
como una de las mas predominantes a nivel mundial, en el 2020 se

diagnosticaron 2.3 millones de mujeres con este tipo de cancer.

El desarrollo de métodos de deteccion ha aumentado el registro de la incidencia,
pero la mortalidad ha disminuido, sin embargo, sigue siendo la segunda causa
de muerte en mujeres con cancer, aproximadamente se diagnostican 1.4
millones de casos nuevos al afo de los cuales al menos 458 000 les ocasiona la
muerte (Castrillon et al., 2018).

En México, para el 2020 representd el 28.2% de los canceres femeninos y su
incidencia fue de 15.3 por cada 100 000 mujeres (Globocan, 2020). En
estadisticas mundiales es la segunda neoplasia con mayor indice de metastasis
(Mohar et al., 2018).

En la poblacion mexicana se conoce que el cancer de mama aparece diez afios
antes en comparacién con mujeres europeas y anglosajonas, ya que la edad
promedio para la aparicion de cancer de mama en mujeres de Estados Unidos
es a los 60 afos, mientras que en México es a los 50 afios (Robles-Castillo et
al., 2011).

Pared del pecho El carcinoma de mama
Ganglios - .
Costilas ""“i‘ﬁ; . puede presentarse casi
\ Tejido graso e oF
Masculo Ul 1 7 i : a cualquier edad, pero
L]
A .
9 es mas frecuente en las
Cancer Céncer—‘;—e ")
\ | 9 .
=) 1 2 mujeres de mayor
%Em“ﬁ edad. Suele ser escaso
ma) inflamatorio
- en mujeres de 40 afios
» y raros en las menores

Figura 3. Cdancer de seno tomado de Terese Winslow LLC, Medical And Scientific de 30 afos (Reina-
Illustration.

Suérez et al., 2018).

El cancer mamario es

la proliferaciéon acelerada y no controlada de células con genes mutados, los
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cuales suprimen o estimulan la continuidad del ciclo celular pertenecientes a
tejidos de la glandula mamaria. Estas células proliferan formando tumores,
cuando el cancer de mama disemina a otras partes del cuerpo se dice que ha

hecho metastasis (Reina-Suarez et al., 2018).

Molecularmente, el cancer de mama puede clasificarse como: Luminal Ay B
(ambos receptores de estrogeno positivo), HER-2+ y Triple negativo (Goldhirsch
et al., 2013; Coates et al., 2015; Senkus et al., 2015). Dependiendo de esta

clasificacion se optara por distintos tratamientos y manejo interdisciplinario.
Mitocondria: funcién y cancer

Cada célula humana contiene un genoma nuclear (ADNn) y uno mitocondrial
(ADNmt). EI genoma mitocondrial es de herencia exclusivamente materna,
aunque existen casos excepcionales como el reportado por el equipo del
investigador Luo S, et al., en el afio 2018, en donde se identificaron 17 miembros
de tres familias diferentes en las cuales la herencia del ADNmt habia sido por
transmisién biparental, este trabajo demuestran que el ADN mitocondrial también
puede ser transmitido por los padres aunque los investigadores sugieren que en
las familias estudiadas la transmision de ADN mitocondrial paterno podria ir
acompanada de la herencia de alguna mutacién en el ADN nuclear relacionada

con la eliminaciéon de mitocondrias paternas.

Los genomas mitocondriales codifican todos los ARN ribosémicos y la mayoria

de los ARN de transferencia necesarios para la traducciéon (Cooper, 2000).

El ADNmt es denso en cuanto a genes, tiene un tamafio de 16 569 pb, pero
codifica 13 proteinas, 2 ARN ribosomicos y 22 ARN de transferencia. Multiples
copias de ADNmt pueden residir en una sola mitocondria y mudltiples
mitocondrias pueden residir en una sola célula, como resultado el contenido de

ADNmMt es muy variable entre los tipos de tejidos (Weerts et al., 2019).
La cadena respiratoria esta compuesta por cinco complejos:

Complejo | — NADH deshidrogenasa, también llamada coenzima Q, esta
compuesto por 45 subunidades; 14 tienen actividad catalitica, de las cuales siete
son hidréfobas (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 Y ND6) y codificadas por el

genoma mitocondrial, y las otras siete son hidrdéfilas. Las disfunciones del
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complejo | se asocian con el cancer, ya que se ha observado una actividad
reducida del complejo en varios tipos de cancer (mama, tiroides, renales,

pulmonares) (Grasso et al., 2020).

Complejo II-SDH: se compone por cuatro subunidades codificadas
nuclearmente, con 2 subunidades -cataliticas hidrofilicas, SDHA/SDH1 vy
SDHB/SDH2, y dos subunidades hidrofobicas, SDHC/SDH3 y SDHD/SDH4.
Contiene un grupo hemo b y dos sitios d unién a CoQ); contribuye a la trasferencia
de electrones, pero no hay bombeo de protones hacia el IMS. Se ha demostrado
que la actividad reductora del complejo Il esta asociada con el carcinoma renal

y el cancer de mama (Grasso et al., 2020).

Complejo IllI- Complejo de citocromo bcl, también llamado citocromo c
reductasa, es un dimero simétrico y cada subunidad est4 compuesta por tres
nacleos cataliticos (MT CYB, CYCl y UQCRFS1) y siete subunidades
supernumerarias, recibe electrones de CoQ y los pasa al citocromo c; luego
transporta cuatro protones hacia el IMS. Se ha detectado una actividad superior

fisiologica del complejo Il en cancer de mama (Grasso et al., 2020).

Complejo IV- Citocromo ¢ oxidasa, compuesto por 13 o 14 subunidades y es el
unico complejo OXPHOS contiene isoformas especificas de tejido, este complejo
transfiere cuatro electrones directamente al O2 (aportado por la sangre),

reduciéndolo a dos moléculas de H20 que consumen cuatro protones.

Complejo V- ATP sintasa, compuesto por dos dominios distintos el dominio F1
es extrinseco a la membran mitocondrial interna (IMM) y se compone de nueve
subunidades, mientras que el dominio Fo es intrinseco al IMM y tiene dos
subunidades. La ATP sintasa es el complejo donde se produce ATP a partir de
los sustratos ADP+H2PO4 + H+ en una reaccion al final del proceso OXPHOS
(Grasso et al., 2020).

Las subunidades mitocondriales como ND3 del complejo respiratorio | en
asociacion con el complejo Il estan involucrados en la produccion de ATP, asi
como especies reactivas de oxigeno (ROS). El desequilibrio entre la actividad
antioxidante y la produccion de ROS genera como resultado estrés oxidativo
debido a disfunciones mitocondriales que ocurren por mutaciones y deleciones
en el ADNmt (Jahani, et al., 2020).
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Con la secuenciacion extensa de casi todo el genoma del ADNmt en tumores

primarios se ha podido revelar la presencia de mutaciones soméaticas adquiridas

en diferentes tumores (tabla 2), el porcentaje de mutaciones de ADNmt

encontradas parece ser similar en los tumores que se han analizado hasta la

fecha. Una caracteristica enigméatica de la mayoria de las mutaciones del ADNmt

que surgen en las células tumorales es su naturaleza homoplasmica.

Las mutaciones en los genes de ADNmt y ADNn que codifican proteinas

importantes para la biogénesis y funcidon mitocondrial estan involucradas en

procesos oncogénicos (Jiménez-Morales et al., 2018).

Tabla 2. Mutaciones en ADNmt en diversos tipos de Cancer

TIPO DE CANCER

AUTOR

DESCRIPCION

mama

Vega et al., 2022

Se identificaron 124 secuencias de
ADNmMt asociadas con casos de cancer
de mama. En el analisis de ADNmt se
encontraron dos polimorfismos:
m.310del (rs869289246) en el 34.6 %
(27/78) de los casos de cancer y el
61.7% (21/34) de los controles; y
m.315dup (rs369786048) en el 60.2 %
(47/78) de los casos de cancer de
mamay 38.2% (13/34) en los controles.

colorrectal

Cui et al., 2013

Se analizaron las muestras de 60
pacientes con carcinoma colorrectal, el
namero de copias de ADNmt fue menor
en el tejido de carcinoma colorrectal en
comparacion con el tejido colorrectal no
canceroso (media: 108,60 *= 20,11
frente a 153,68 + 25,72) y se
correlaciond significativamente con la

metéstasis en los ganglios linfaticos.

gastrico

Lee et al., 2014

Se analizaron 31 muestras de
pacientes con cancer gastrico, el 65%
de los pacientes presentaban al menos
una mutacién puntual somatica del
ADNmt. Entre las  mutaciones
puntuales identificadas, el 69% ocurre
en la region del bucle D del ADNmt, el
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27% se encuentra en la region
codificadora de proteinas y el 4% se

encuentra en los genes del ARNt.

hepatico

Hsu et al., 2013

Aproximadamente el 52% de los
pacientes con carcinoma hepatocelular
portan al menos una mutacion puntual
homoplasmica o heteroplasmica en el
ADNmt de su tejido tumoral. De las
mutaciones identificadas, el 76% estan
ubicadas en la regién del bucle D, el 2%
estan ubicadas en genes de ARN, el
3% estan ubicadas en genes de ARNt

y el 19 % en genes de ARNm.

ovarico

Van et al., 2007

Se secuenci6 la regiéon del bucle D en
52 muestras tumorales diferentes de 35
casos de cancer de ovario, se
detectaron 86 polimorfismos (4 nuevos
en el céancer de ovario) y se
encontraron 9 mutaciones soméaticas
de ADNmt diferentes en el 26% (9 de
35) de los casos de cancer de ovario;
seis de las 9 mutaciones eran nuevas

en el cancer de ovario.

pancreético

Hardie et al., 2017

Identificaron 24 mutaciones somaticas
en el ADNmt de 12 lineas celulares de
cancer de péancreas derivas de
pacientes. Se identificaron otras 18
mutaciones en un estudio especifico de
~1000 genes nucleares importantes
para la funcion y el metabolismo
mitocondrial.

El analisis fenotipico mostré cambios
metabdlicos incluido el consumo
reducido de oxigeno y el aumento de la

glucdlisis

prostatico

Schopf et al., 2020

Se analizaron las muestras de
cincuenta pacientes con cancer de
préstata. Los estudios revelaron
capacidades respiratorias reducidas

con sustratos de la via NADH
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glutamato y malato en tejido maligno y
un cambio metabdlico hacia una mayor
oxidacion de succinato.

Se encontraron altos niveles de
mutaciones potencialmente dafiinas en
los genes que codifican el complejo
mitocondrial |, éstas se asociaron con
una reduccion del 70% en la capacidad
de la via del NADH y la compensacion
por una mayor capacidad de la via del

succinato

pulmonar

Yang et al., 2013

Se recolectaron condensados del
aliento exhalado y saliva de 25
pacientes (9 pacientes con NSCLC, 10
fumadores/exfumadores y 6 no
fumadores), recién diagnosticados con
cancer de pulmoén y sujetos de control.
Se analiz6 la saliva en busca de
cambios en el bucle D del ADN
mitocondrial utilizando secuenciacion
por PCR.

Se presenté una tasa de mutacion del
bucle D significativamente elevada en
el grupo con cancer de pulmén en
comparacion con los grupos de control
(7 frente a 3,5 para
fumadores/exfumadores, y 7 frente a 4
para no fumadores, p = 0,034). La
mutacion T16217C mostré

especificidad para el cancer de pulmén.

renal

Zhang et al., 2022

Se utilizaron las bases de datos
publicos de carcinoma de células
renales de células claras (ccRCC), el
estudio revel6 una heterogeneidad
significativa en la expresion génica
entre el carcinoma primario de células
renales y el carcinoma metastasico de
células renales; un analisis posterior
revelé6 que el papel del complejo
mitocondrial | estd asociado con la
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metastasis tumoral y la respuesta
inmunitaria del ccRCC, la expresion del
complejo mitocondrial | esta asociado
con los genes mutados de alta

frecuencia.

tiroideo

Chen et al., 2022

Se recolectaron muestras patoldgicas y
de sangre de pacientes con carcinoma
de tiroides, secuenciaron ADN de
sangre y tejidos. Los resultados de la
secuenciacién arrojaron frecuencias de
mutaciones mas altas en el gen de la
subunidad 4 de la deshidrogenasa de
nicotinamida adenina  dinucledtido
hidruro (NADH) (ND4) y en el gen de la
subunidad 1 del citocromo c¢ oxidasa
(CQl), que también albergaba las tasas
més altas de sustituciones G-A dando
lugar a cambios en la polaridad de los

aminoacidos.

cerebral

Kaneva et al., 2021

Se analizaron 545 tumores, se
detectaron 220 mutaciones somaticas
de ADNmt en 166 (30.5%) tumores,
principalmente mutaciones sin sentido
(36.8%), asi como 22 mutaciones con
pérdida de funcion.

Los gliomas de alto grado tuvieron un
namero significativamente mayor de
mutaciones de ADNmt por muestra que
los gliomas de bajo grado (0.6 frente a
0.27) (P= 0.004), y casi el doble de
mutaciones de ADNmt sin sentido por
muestra (0.24 frente a 0.11).

La mitocondria esta involucrada en procesos celulares importantes como la

generacion de ATP a través de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), el

almacenamiento de calcio para la sefalizacion celular, la generacién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y la mediacién de procesos como el crecimiento y la

muerte celular (Jiménez-Morales et al., 2018).
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La base genética del OXPHOS es unica y requiere la participacion del ADNn y
del ADNmt; los trastornos mitocondriales son defectos genéticos que afectan al
OXPHOS (figura 4), ya sea directamente (por ejemplo, subunidades del
OXPHOS o factores de ensamblaje) o por procesos perjudiciales relacionados
con la formacién adecuada del OXPHOS, por ejemplo, replicacion, transcripcion
y traduccion de ADNmt, biosintesis de cofactores RC, biogénesis mitocondrial
(Ghezzi & Zeviani, 2018).

Las mutaciones de ADNmt en tumores pueden clasificarse en dos:

1. Mutaciones graves que inhiben OXPHOS, aumentan la produccion de
ROS y promueve la proliferacion celular de células tumorales.
2. Mutaciones leves que pueden permitir que los tumores se adapten a
nuevos entornos.
Por lo tanto, la disfuncion mitocondrial podria ser un factor en la etiologia del

cancer (Brandon et al., 2006).

Se ha planteado que la disfuncion en la mitocondria se relaciona con diversos
mecanismos adquiridos por las células cancerosas como son: capacidad
replicativa ilimitada, angiogénesis, evasion de la apoptosis, e invasion de tejidos

y metastasis.

Structure + Energy = Life

Energy: fats + sugars + oxygen = energy (heat + work) + CO, + H,0
Reactive oxygen species: mitochondrial combustion — oxygen radical

Apoptosis: energy | + ROS T = mtPTP activated — cell death (apoptosis)
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Figura 4. Diagrama que muestra las relaciones de la fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHQOS), con la
produccion de energia (ATP), La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el inicio de la apoptosis
(Tomada de Wallace, 2005; Moll et al., 2006)
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Reprogramacion metabdlica de las células cancerosas

El papel fundamental de las mitocondrias en las células eucariotas fue

demostrado por Otto Warburg quien propuso un mecanismo para explicar las

diferencias en el metabolismo energético de células normales y células con

cancer, como ya lo hemos dicho anteriormente, las mitocondrias regulan

procesos celulares importantes; dadas estas numerosas funciones no es de

sorprender que las disfunciones mitocondriales estén implicadas en un sinfin de

enfermedades entre ellas el cancer.

Las células cancerosas presentan un metabolismo aberrante caracterizado por

una alta glucdlisis incluso en presencia de abundante oxigeno, este proceso es

conocido como Efecto Warburg y facilita el crecimiento tumoral con una elevada

Tejido diferenciado
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Glucosa Glucosa

0, Piruvato l
\ Piruvato

& Lactato
Lactato
CO,
Fosforilacion Glucolisis
oxidativa aerobica
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/

mol glucosa mol glucosa

Tejido Tumor

proliferativo %

+/~0,

\
s

CO,

Glucolisis
aerdbica
(efecto Warburg)
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Figura 5. Produccion energética en células normales comparadas con células

proliferativas y tumorales (efecto Warburg).

absorcion de
glucosa y
produccion de
lactato (figura 5).
El efecto Warburg
ahora es
aceptado como
un sello distintivo
del cancer (Li et
al., 2018).

Existen diferentes

evidencias

experimentales que intentan explicar el efecto Warburg como son:

e en un nivel celular los tumores presentan ventajas de supervivencia

debido al acido lactico, este les confiere a las células tumorales

propiedades invasivas afectando la estructura de los tejidos. La expresion

del factor inducible de hipoxia (HIF-1) es promovido por el ambiente acido

y la carencia de oxigeno, otros factores que participan en estas ventajas

es la activacion de oncogenes como RAS, MYC, AKT y la mutacion del

gen p53.

e La activacién de vias de sefalizacion vinculadas a oncogenes contribuye
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a la reprogramacion metabdlica, la activacion de la via PISK/AKT es quiza
la alteracion mas comun en canceres espontaneos; cuando esta via se
activa, se eleva la taza de utilizacién de la glucosa y se activa la via
glucolitica, la sefializacion de AKT induce Ila expresion de
fosfofructoquinasa Il en lugar de fosfofructoquinasa | y esto implica un
aumento en la via glucolitica.

e En el caso de las células tumorales la cadena respiratoria no trabaja de
manera adecuada teniendo como resultado una disponibilidad baja de
oxigeno por lo cual el metabolismo oxidativo disminuye el piruvato y se
reduce hasta lactato, la oxidacion de NADH+H-+ no ocurre por dicha via.
Por esto el paso del piruvato al lactato es importante en el metabolismo
de las células cancerosas.

El efecto Warburg implica la transcripcion de isoenzimas de la ruta glicolitica;
éstas favorecen la acumulacion de intermediarios que se derivan a la sintesis de

aminoéacidos, nucleétidos y esfingolipidos.

El ciclo de Krebs es una fuente de carbono para la sintesis de macromoléculas,
la integridad de la mitocondria depende de la estabilidad del ciclo de Krebs, por
lo tanto la célula tumoral reemplaza la transformacion del citrato a a-cetoglutarato
con la incorporacién de glutamina, la cual se transforma en a-cetoglutarato lo
cual mantiene el ciclo, la glicolisis aerobia es una ruta poco eficiente en cuanto
a produccion de energia, sin embargo, la célula tumoral incorpora grandes
cantidades de glucosa lo cual asegura el suplemento de energia en forma de
ATP e intermediarios necesarios para mantener la variabilidad celular y

proliferacién (Ledn, et al., 2019).

Los cambios metabdlicos en las células tumorales son indispensables para la
transformacion tumoral, una gran parte de estos cambios son producidos por
diferentes oncogenes y genes supresores de tumores, los cuales cambian el
patron enzimatico normal de las células previéndolas de una nueva
programacion metabolica. En la actualidad todos estos cambios metabdlicos son
un nuevo blanco de interés dentro de la comunidad cientifica para su posible uso

como alternativa terapéutica del cancer.
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Mutaciones del ADNmt y cancer de mama

En los ultimos 10 afos, los investigadores han descubierto que la tasa de
mutacion de ADNmt es varias veces mayor que la del ADNn. Estas mutaciones
incluyen deleciones de genes, mutaciones de cambio e inserciones. Las
mutaciones de ADNmt pueden afectar la funcidon respiratoria normal y liberar
grandes cantidades de ROS, lo que aumenta el riesgo de tumorigénesis. Los
datos del estudio sugieren que el ADNmt tiene una fuerte correlacion con la

tumorigénesis (Li et al., 2016).

Un numero creciente de mutaciones mitocondriales somaticas se ha implicado
en varios tipos de cancer, incluido el cancer de mama, Shen y sus colegas
informaron una asociacién entre un alto numero de copias de ADNmt y un mayor

riesgo de la enfermedad (Campa et al., 2018).

Se ha descrito variaciéon somatica en el ADNmt en tumores primarios de mama,
incluidas las variantes de un solo nucleotido y la variacion en el numero de
moléculas de ADNmt por célula. Hasta el momento se han identificado casi 100

genes impulsores de tumores.

Tan y colaboradores, analizaron muestras de cancer de mama e identificaron
una mutacion en el gen ATP6 en la posicién 202 de esta proteina, la T9131C
provoca el cambio del aminoacido leucina a prolina, este cambio probablemente
altera las interacciones entre las dos subunidades de ATPasa V al modificar la

estructura de la a-hélice.

Parrella e investigadores en el 2001 analizaron 18 tumores primarios de cancer
de mama para determinar la frecuencia y distribuciones de las mutaciones del
ADNmt mediante secuenciacion. Detectaron 12 mutaciones somaticas que no
estaban presentes en los tejidos mamarios sanos en 11 de los tumores
evaluados. De estas mutaciones, 5 (42%) fueron deleciones o inserciones entre
los nucleétidos 303-315 dentro del bucle D, las mutaciones restantes fueron
sustituciones de una sola base en la codificacion. Después examinaron 46
tumores de mama primarios con un ensayo rapido de PCR para identificar

alteraciones poli-C en D310 y se encontraron siete canceres mas con
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alteraciones, la alta frecuencia de alteraciones de D310 en el cancer de mama

primario proporciona una nueva herramienta molecular.

En el estudio de Guha et al., en el 2018 reportaron que la reduccion del nimero
de copias de ADNmt en lineas celulares de cancer de mama induce una
transicion epiteliomesenquimatosa asociada a metastasis. Analizaron tumores
primarios, lineas celulares y conjunto de datos TCGA y demostraron un alto
grado de variabilidad en los defectos mitocondriales incluidos: contenido
reducido de ADNmt, respiracién mitocondrial alterada y cambio metabdlico en la

glucolisis que se asocia a tumorigenicidad.

Polimorfismos del ADNmt y cancer de mama

Los polimorfismos son mutaciones o cambios en ADN, con frecuencia en la
poblacién superior al 1% y constituyen uno de los principales factores genéticos
involucrados en la susceptibilidad genética a enfermedades. Se ha estimado que
hay una variante en cada 1000 pb de los 3000 millones que configuran el genoma

humano.

Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una Unica base llamados
polimorfismos de un Unico nucle6tido (SNP, por sus siglas en inglés), el cambio
de un unico nucledtido, si ocurre en una zona codificante puede provocar un
cambio de aminoacido en la proteina resultante y ello, puede causar una

modificacion de su actividad o funcion (Iniesta et al., 2005; rosero et al., 2016)

La asociacion entre la variacion genética de la linea germinal comun y la
supervivencia al cancer de mama se ha examinado en muchos estudios de
genes gue se sabe estan involucrados en cancer de mama. Estos estudios han

identificado numerosos polimorfismos de un solo nucleétido (Pirie et al., 2015).

Algunos estudios han sugerido que las alteraciones del ADNmt juegan un papel
importante en la carcinogénesis; la region control llamada D-loop, la cual es el
principal sitio de control de la replicacién y transcripcion del ADNmt contiene
secuencias que son esenciales para la transcripcion y replicaciéon, por lo que
algunas investigaciones sugieren que polimorfismos en esta regién no
codificante del area control pueden desarrollar un papel en la patogénesis del

cancer.
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Otras investigaciones se han centrado en polimorfismos asociados a regiones
relacionadas con la sintesis de proteinas y ARN importantes para el metabolismo
mitocondrial, siendo el polimorfismo G10398A el mas citado en la literatura; este
polimorfismo se encuentra asociado a la sintesis de la proteina NADH-
ubiquinona oxidoreductasa 3 (ND3), la cual se ha relacionado como un factor de

riesgo para cancer de mama (Baptista et al., 2018).

Se han reportado varios trabajos en donde se habla de la relacion del
polimorfismo A10398G con el cancer de mama en diferentes poblaciones, los

resultados que han obtenido son variados (tabla 3).

Como podemos observar en la tabla 3 existen diferencias que podrian ser
explicadas por variaciones en los modificadores de riesgo que existen en

diversas areas geogréficas.

Lo anterior muestra que el estudio del polimorfismo A10398G en el desarrollo del
cancer de mama en nuestra poblacién es importante, ya que existen pocos
estudios en el que se involucre poblacién latina y en menor cantidad a la

poblacion mexicana.

Aunado a lo anterior, hasta la fecha ain no esté claro cémo los polimorfismos en
ADNmt afectan la funcion intracelular, se sabe que las mitocondrias juegan un
papel importante en la produccion de energia y la regulacion de los niveles de

calcio intracelular (Kazuno et al., 2006).

Kazuno y colaboradores en el 2006 buscaron polimorfismos del ADN
mitocondrial funcionales y encontraron que el polimorfismo 10398 A/G altera

tanto el pH de la matriz mitocondrial como los niveles de calcio.

No existen datos disponibles en cuanto a la apoptosis o proliferacion de células
con 10398A y 10398G, pero Vives y colaboradores propone que en células con
el alelo 10398G hay un incremento en la produccidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) por lo que la funcion del complejo 1 podria estar alterada. Esto
es importante, porque el aumento en la generacion de radicales libres y el dafio
oxidativo local facilita la transformacién neoplasica y la metastasis (Ishikawa et
al., 2008, Vives-Bauza et al., 2006).
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Tabla 3 Polimorfismo A10398G y Cancer de Mama

Poblacion Muestra | Muestra Resultados/ conclusion Frecuencia de Referen
cancer control alelos, ORy P cia
Afro-americana | 654 605 G10398A asociado con Cancer de mama | 10398G=87% casos | Canter et
invasivo, es un FR independiente, por | 10398G=81% control | al. 2005
produccién de ROS OR=16 P=0.013
Raza blanca 879 760 10398A, no se asocia con riesgo de cancer | OR=1.03 P =0.81 Canter et
de mama al. 2005
Afro-americana | 14 4 G10398A asociado con Cancer de mama, | OR=3.31 P =0.038 | Canter et
sinergia con 4216C al. 2006
Norte de India 124 273 G10398A incrementa el riesgo de Cancer | 10398G = 57.3% | Darvishi et
de mama 10398G = 43.6% | al., 2007
OR (G) =173 P=
0.01
Sur de india 716 724 10398A, no se asocia con riesgo de cancer | OR=0.919 P =0.409 | Francis et
de mama al., 2013
Euro- 156 260 A10398G incrementa el riesgo de Cancer | 10398G = 32.1% | Bai et al,
americana de mama 10398G = 20.8% | 2007
OR (G) = 1.79 P =
0.01
Afro-americana | 541 282 10398A, no se asocia con riesgo de cancer | 10398G = 94.3% | Setiawan
de mama casos 10398G = 96% | et al., 2008
control OR (A) = 1.73
P=0.12
Afro-americana | 391 460 Pacientes con 10398A no tienen riesgo | 10398G = 93.2% | Setiawan
mayor comparado con 10398G casos 10398G =| etal., 2008
93.6% control OR (A)
=1.08 P=0.79
Afro-americana | 524 236 Pacientes con 10398A no tienen riesgo | 10398G = 94.3% | Setiawan
mayor comparado con 10398G casos 10398G = | etal., 2008
93.2% control OR
(A)=0.81P=0.50
Peninsula 464 453 10398A, no se asocia con riesgo de cancer | OR =0.93 P = 0.664 Mosquera
espafiola de mama et al., 2008
Islas canarias 302 295 10398A, no se asocia con riesgo de cancer | OR = 1.17 P = 0.439 Mosquera
de mama et al., 2008
Polaca 44 100 G10398A incrementa el riesgo de Cancer | OR = 9.510 P = | Czarnecka
de mama 0.0008 et al., 2009
Bangladesh 24 20 G10398A incrementa el riesgo de Cancer | OR=5.5 P=0.0182 | Sultana et
de mama al., 2011
Malaya 101 90 G10398A incrementa el riesgo de Cancer | OR=2.29 P=0.007 | Tengku et
de mama al., 2012

Por lo tanto, debido a todo lo anterior es necesario conocer la frecuencia de cada
uno de los alelos de este polimorfismo en nuestra poblacién y analizar si el
mismo tiene alguna asociacion con el riesgo de desarrollar cancer de mama. De
ser asi, éste podria servir como un marcador genético de susceptibilidad para
poder identificar mujeres mexicanas con riesgo elevado de desarrollar cAncer de

mama, logrando establecer una herramienta Util para estratificar el riesgo e

impactar directamente en un diagndstico y tratamiento temprano y oportuno.

29




PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Las estimaciones de incidencia y mortalidad por cancer de mama tienen una
frecuencia alta en nuestra poblacién y aumentan rapidamente, esto contribuye a
un problema de salud publica. Se sabe que la posibilidad de desarrollar cancer
de mama se ve modificado por diversos factores como son: genéticos, fisicos y
biolégicos. A pesar de que existe un sinfin de estudios dedicados a conocer y
estudiar los mecanismos etioldgicos del cdncer de mama, aun no se conoce al
100% los factores que se encuentran involucrados en su desarrollo, esto es lo
gue nos lleva a explorar y analizar todos los posibles caminos y asociaciones
con dicho cancer. Una de estas asociaciones es el estudio de los genes
implicados en el desarrollo de esta enfermedad ya que hasta el momento solo
se ha descubierto una pequefia parte de esta herramienta, por lo tanto, se
requiere de mas investigacion para identificar otros biomarcadores y alteraciones
genéticas que permitan predecir el riesgo de una persona a padecer cancer de
mama y proporcionar un tratamiento oportuno y viable para su caso.

El ADNmt es de gran importancia puesto que varios estudios han encontrado
una asociacion entre las mutaciones soméaticas del ADNmt y el desarrollo, la
progresion o la metastasis del cancer, también se ha demostrado que la
presencia y la integridad del ADNmt provoca un amplio espectro de
enfermedades entre ellas el cancer de mama. En particular, el polimorfismo
A10398G de la subunidad 3 de la NADH-deshidrogenasa (ND3) del ADN
mitocondrial se ha mencionado en otras poblaciones asociado con el desarrollo
de cancer de mama (Czarnecka et al., 2009). La presencia del alelo G de dicho
polimorfismo se ha mencionado como un factor predisponente para el desarrollo
de cancer de mama en poblaciones Afroamericanas, polaca y del Norte de India,
Bangladesh y malaya. Sin embargo, en poblaciones Latinas hay pocos reportes
al respecto por lo cual es clara la importancia del andlisis del polimorfismo
A10398G en nuestra poblacion, a fin de conocer si éste pudiera estar asociado
al cancer de mama en México y a su vez si podria servir como marcador genético

de riesgo para la enfermedad.

Por lo tanto, las preguntas de investigacion que se plantearon son: ¢Existe

asociacion entre la presencia del polimorfismo A10398G de la subunidad 3 de la
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NADH-deshidrogenasa (ND3) del ADN mitocondrial y el riesgo de desarrollar
cancer de mama? y, ¢ Puede este polimorfismo servir como marcador genético

de riesgo para el desarrollo de cancer de mama?

HIPOTESIS

La presencia del polimorfismo A10398G de la subunidad 3 de la NADH-
deshidrogenasa (ND3) del ADN mitocondrial incrementa el riesgo de desarrollar
cancer de mama en mujeres, por lo que podria ser un marcador genético de

riesgo.
OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la asociacion del polimorfismo A10398G del gen ND3 del ADN

mitocondrial como factor de riesgo para cancer de mama.

Objetivos particulares

1. Determinar la frecuencia de los alelos 10398A y 10398G en mujeres con
cancer de mama.

2. Determinar la frecuencia de los alelos 10398A y 10398G en mujeres
sanas.

3. Analizar las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg de las
frecuencias obtenidas para cada grupo y compararlas entre si a fin de
conocer si existe asociacion del polimorfismo A10398G con el cancer de
mama en la poblacion analizada.

4. Realizar el andlisis de regresion logistica para el calculo de la OR con la

finalidad de predecir el riesgo existente.
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MATERIAL Y METODOS
Material biolégico

l. Grupo control: se obtuvieron 5 ml de sangre periférica en tubos con
anticoagulante (EDTA) de 237 mujeres sin patologia mamaria, la cual
fue corroborada por mastografia, de entre 30-80 afos, nacidas en
México (al igual que sus padres y abuelos) y en las que no existieron
antecedentes familiares de cancer de mama. Estas fueron
seleccionadas a través del servicio de Fomento a la Salud del Hospital
de Pediatria del Centro Médico Siglo XXI.

Il. Grupo con cancer mamario: Para los casos con cancer mamario, se
utilizaron 183 biopsias de 5mg (5-6mm) de tejido que fueron
seleccionados del banco de tejido de tumor mamario que se encuentra
en la UIM en Genética Humana y que correspondieron a mujeres de
30-80 afos, mexicanas, con diagnodstico, asi como estatificacion
clinica de Cancer mamario grado Il y lll, sin tratamiento al momento

de la toma de muestra.

Obtencidon del ADN de las muestras

Se realiz6 la extraccion del ADN gendmico de las biopsias y muestras de sangre
mediante los kits denominados “QuickGene DNA Tissue Kit” (FujiFilm) y el
“‘QuickGene DNA Whole Blood Kit” (FujiFilm) respectivamente, en las
condiciones recomendadas por el fabricante. Para el caso del tejido los 5mg de
tejido fueron colocados en 180ul de solucion MDT y 20ul de EDT, se incubaron
toda la noche a 55°C (para que el tejido se disgregue completamente). Al dia
siguiente se centrifugd a 9,000xg por 3min a temperatura ambiente. EIl
sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se le agregaron 420ul de la
solucion LDT con etanol absoluto. El lisado fue colocado en el equipo
(QuickGene-Mini80, FujiFilm) en el cual se realizaron los lavados y la obtencion
del ADN purificado. En el caso de las muestras de sangre se utilizaron 200ul de
la sangre total, se colocaron en 30ul de solucién de proteinasa K y 250ul de

solucion de lisis, se mezclé en el vortex y se incubd por 2min a 56°C. Se
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adicionaron 250ul de Etanol absoluto y se agité nuevamente en el vortex por 15
seg. El lisado se coloca en el QuickGene-Mini80 y se obtuvo el ADN purificado.
El ADN obtenido en ambos casos se cuantifico en un espectrofotometro y se

revisé su integridad mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Analisis del polimorfismo A10398G

El analisis del polimorfismo se realizé mediante la amplificacién de la region del
ADN mitocondrial que va del nucleétido 10361 al 10485 mediante PCR punto
final. se utilizaron los siguientes oligonucledtidos: 5-
TCTGGCCTATGAGTGACTAC-3’ (sentido) y el 5-
TGTAAATGAGGGGCATTTGG -3’ (antisentido). Las condiciones de PCR fueron:
94°C-1min; 55°C-1.30min; 72°C-1min por 35 ciclos y un ciclo final de 72°C por
7min. La obtencion del fragmento de 124 pb se confirmé mediante su corrimiento
en gel de agarosa al 2% con SYBRGreen. Debido a que el alelo G del
polimorfismo genera un sitio nuevo de corte para la enzima de restriccion Cvi-KI-
1 el amplificado fue sometido a digestion enzimatica con Cvi-KI-1. Los
fragmentos obtenidos de la digestion fueron analizados mediante su corrimiento
en geles de agarosa al 3%. El patron de corte para el alelo A (10398A) fue de
una banda de 119 pb y otra de 5 pb, en tanto que, para el alelo G el patron de
corte fue de un fragmento de 91 pb y otro de 33 pb. Finalmente, la presencia de
cada uno de los alelos se confirmé mediante la secuenciaciéon del fragmento
inicial (124 pb) obtenido por PCR.

Analisis estadistico

Para el caso de las frecuencias alélicas se analizaron las desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg mediante el andlisis de chi-cuadrada y para el caso

de la variable de edad se utiliz6 la prueba de t de student.
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RESULTADOS

En este estudio se incluyeron 237 controles y 183 pacientes con cancer de mama

con una edad promedio en el grupo control de 43.9+6.2 y el de los casos de

56.2+13.3. Este fue significativamente diferente (p<0.0001) entre ambos grupos.

El gen ND3 de la NADH deshidrogenasa tiene un tamafio de 346 pb (nucledtido

10059 al 10404). Para realizar la genotipificacion del polimorfismo A10398G, se

realizé la amplificacién de un fragmento de 124 pb, que contiene al polimorfismo
y que va del nucle6tido 10362 al 10486 (figura 6).

10059

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

ataaacttcgcec cttaatttta

SECUENCIA DEL GEN ND3

ataatcaaca ccctcecctage cttactacta

aacggctaca
cgcgteectt
gaaattgccc

gttatgtcat

caaaaaggat

tcattaaatt

tagaaaaatc
tctccataaa
tccttttace

ccctettatt

caccccttac
attcttctta
cctaccatga

aatcatcatc

ataattatta
gagtgcggct
gtagctatta
gccctacaaa

ctagcectaa

tagactgalAc cgaattggta tatagtttaa

G

atgataatca

tatttaccaa

atgccecctca

cattttgact accacaactc
tcgaccctat atcccccgec
ccttcttatt atttgatcta
caactaacct gccactaata

g';ctggccta tgagtgacta
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acaaaacgaa tgatttcgac

tttace‘

pb

Figura 6. Secuencia de nucledtidos del gen ND3. Se muestran los nucledtidos 10059 al 10404 del DNA mitocondrial
que conforman al gen ND3. El recuadro marca el fragmento del gen que se amplifico (nucledtido 10362 al 10486) para
realizar la deteccion del polimorfismo. Las letras mayusculas en color verde indican la posicion del polimorfismo

A10398G.
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Se realizaron los cortes del fragmento con la enzima de digestién CviKI-1 como
se muestra en la figura 7 y se identificé cual de los alelos estaba presente en
cada una de las muestras.

5 ... GTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAACCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAATTATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTA

1 10 20 <) 40 50 60 70 80 90 100 110 120
3'... CAGACCGGATACTCACTGATGTTTTTCCTAATCTGACTTGGCTTAACCATATATCAAATTTGTTTTGCTTACTAAAGCTGAGTAATTTAATACTATTAGTATAAATGGT TTACGGGGAGTAAAT
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5
<4+—r <

o

>

$%es GTCTGGCCTATGAGTGACTACAAAAAGGATTAGACTGAGCCGAATTGGTATATAGTTTAAACAAAACGAATGATTTCGACTCATTAAATTATGATAATCATATTTACCAAATGCCCCTCATTTA
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3o CAGACCGGATACTCACTGATGTTTTTCCTAATCTGACTCGGCTTAACCATATATCAAATTTGTTTTGCTTACTAAAGCTGAGTAATTTAATACTATTAGTATAAATGGTTTACGGGGAGTAAAT

5. 33 L 86 R

>« > < >

Figura7. Mapa de digestion de la enzima CviKI-1 para los alelos Ay G en el fragmento de 124 pb. Se puede observar
el tamario de los fragmentos esperados (5y 119 pb) para el alelo A y (5, 33 y 86 pb) para el alelo G.

Después del corte con la enzima de digestiéon CviKl-1 las muestras fueron
sometidas a electroforesis en gel de agarosa para identificar al alelo presente en
cada una de las muestras de los controles (figura 8) y de los tumores (figura9).
Para el alelo A se observé una banda de 119 pb, y una banda de 5 pb. para el
alelo G se observé la banda de 86pb, la de 33 pb y la banda de 5pb (figura 10).
La banda de 5pb se observa como un barrido al final del gel, pero eso es debido

al tamano tan pequefio de la misma

35



Figura 8. Geles representativos de agarosa, se observa la digestion de las muestras de ADN perteneciente a los

controles con la enzima CviKi-1
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Figura 9. Geles representativos de agarosa, se observa la digestion de las muestras de ADN perteneciente a los

tumores con la enzima CviKI-1.
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Figura 10. Gel representativo de la genotipificacion de los alelos del polimorfismo A10398G. En los carriles 1,2,3,5 se
observa una banda de 119 pb y corresponde a muestras de controles que tienen el alelo A, mientras que los carriles 4,
6y 7 se pueden observar dos bandas una de 91 pb y otra de 33 pb lo cual indica que son controles con el alelo G. Los
carriles 8,9,12,13 y 14 son muestras de tumores que tienen una banda de 119 pb perteneciente a tumores con el alelo
A, los carriles 10, 11 y 15 son tumores con el alelo G ya que presentan dos bandas una de 119 pby otra de 33 pb. La
M representa el carril del marcador de peso molecular de 100 pb Ladder.

Una vez que se tuvieron las digestiones se corroboré la presencia del alelo Ay
el alelo G mediante secuenciacion Sanger en una muestra representativa de 10
tumores escogidos aleatoriamente con alelo Ay 10 con alelo G de acuerdo con
las digestiones enzimaticas con CviKl-1. Lo mismo se realiz6é con los controles.
El resultado de estas secuencias (figura 11) corroboro la presencia del alelo A o

el alelo G en las muestras previamente analizadas.

T2

Cc1

Figura 11. Secuencia representativa de un tumor y un control, en la imagen superior se muestra la secuencia del T2
que en la restriccion fue positiva para el alelo Ay en la imagen inferior observamos una muestra de la secuenciacion
del C1 siendo positiva al alelo G.
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Las frecuencias alélicas del polimorfismo A10398G del gen ND3 se
genotipificaron en el ADN de las 237 mujeres sanas y se encontré que la
frecuencia del alelo A fue de (68%) y para el alelo G (32%), como se muestra en
la tabla 4.

Para obtener la frecuencia alélica del polimorfismo A10398G de la poblacién en
estudio, las frecuencias de cada alelo del polimorfismo de los controles
genotipificados fueron comparadas con las frecuencias reportadas para otras
poblaciones, como la afroamericana, norte y sur de india, poblacién espafola,
polaca, raza blanca y malaya. Se observé que las frecuencias obtenidas en la
poblacion mexicana en estudio son diferentes significativamente en comparacion

a las poblaciones anteriormente descritas. Ver tabla 5.

Tabla 4. frecuencias alélicas del polimorfismo A10398G en diferentes

poblaciones

Poblacion n plelo A A ’
n (%) n (%) P

Mexicana 237 161 (68) 76 (32)
Africana-
americana 605 52 (8.6) 553 (91.4) <0.0001
Norte de india 273 119 (43.6) 154 (56.4) <0.0001
Espafiola 453 371 (81.9) 82 (18.1) <0.0001
Polaca 100 97 (97) 3(3) <0.0001
Raza blanca 760 601 (79) 159 (21) 0.0004
Sur de india

724 321(44.3) 403 (55.7) <0.0001
Malaya 90 41 (46) 49 (54) 0.0002

p*= Valor de p al realizar comparacion de la poblacién mexicana en estudio con
otras poblaciones previamente reportadas.
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Tabla 5. frecuencias alélicas del polimorfismo A10398G en cancer de
mama en diferentes poblaciones

Poblacion n Alelo A A P*

n (%) n (%)
Mexicana 183 123 (67) 60 (33)
aendna 69 ey swen) <o
Norte de india 124 53(42.7) 71(57.3) <0.0001
Espariola 464 386(83) 78(17) <0.0001
Polaca a4 34(77) 10(23) 0.1945
Raza blanca 879 700 (80) 179 (20) 0.0003
Sur de india 716 302 (42.2) 414 (57.8) <0.0001
Malaya 101 27 (27) 74 (73) <0.0001

p*= Valor de p al realizar comparaciéon de la poblacién mexicana en estudio con
otras poblaciones previamente reportadas.

Por otro lado, el andlisis de la asociacion del polimorfismo A10398G con cancer
de mama mostro que al igual que en los controles el alelo A fue el mas frecuente
(67%)y el alelo G se presenté en el 33% (tabla 6). Las frecuencias alélicas fueron
comparadas con las del grupo control y no hubo diferencias significativas
(p=0.8759) entre ambos grupos, y el OR resulto ser de 1.0334, IC (0.6845-
1.5601), ver tabla 6

Tabla 6. frecuencias alélicas en casos y controles

Alelo A Alelo G

0,
N o (%) 0 (%) p OR (95% IC)
Control 237 161(68) 76 (32)
OR=1.0334
Cancer de 0.8759 (0.6845-1.5601)
mama 183 123(67) 60 (33)
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DISCUSION

Existe una gran controversia con relacion a los estudios realizados con
polimorfismos especificos y cancer, sin embargo, debido a su gran utilidad como
herramienta de diagndstico, el estudio del ADN mitocondrial y su relacién con el

cancer debe seguir siendo un punto importante de investigacion.

Se han reportado varios trabajos dentro de la literatura enfocados al estudio de
la asociaciéon del polimorfismo A10398G del gen ND3 como un factor de riesgo
para cancer de mama. Estos estudios presentan resultados controversiales, ya
gue mientras, que en algunas poblaciones se ha asociado este polimorfismo con
cancer, otros no encuentran asociacion. Tal es el caso de las poblaciones del
norte de india, afroamericanas, polaca y asiaticas en donde muestran una
asociacion del polimorfismo A10398G con el incremento de padecer cancer de
mama. Por otro lado, en las poblaciones espafolay del sur de india no se reporta

asociacion entre este polimorfismo y el cAncer de mama.

Es por lo anterior que en este trabajo se estudio si existia asociacion entre el
polimorfismo A10398G de la subunidad 3 de la NADH para una poblacion

mexicana con cancer de mama.

Las frecuencias alélicas obtenidas de las muestras control para esta poblacion
mexicana fue de 68% para el alelo A mientras que para el alelo G fue del 32% y
que al ser comparadas se observo diferencia estadisticamente significativa a las
distintas poblaciones (p=0.0001 a 0.0004). Estos datos muestran una diferencia
entre esta poblacién mexicana y las demas poblaciones, lo cual puede deberse
a la constitucion genética de la poblacion mexicana, (Serrano, 2016; Martinez y
Rangel, 2013) ya que en México existe una mezcla genética entre los
americanos nativos (indigenas), europeos (espafoles), asiaticos y africanos,
gracias a el avance tecnoldgico y el uso de marcadores se ha podido conocer el
acervo génico actual: genes amerindios 56%, genes caucdasicos 40% y genes
africanos 4%. Debido a que la genética de una persona puede tener muchas
variantes sin ningun efecto negativo sobre la salud o un efecto relacionado con

alguna enfermedad como es el cancer de mama, no se le puede atribuir el hecho
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de que todas las variables de ese gen sean patdgenas, se necesitaria realizar la
evaluacion de todas esas variables, lo cual puede explicar esta diferencia. Por
otro lado, en este trabajo no incluimos una poblacién indigena, que pudiera

habernos dado otra perspectiva de las frecuencias alélicas.

Cuando se realiz6 la comparacion entre las frecuencias alélicas del polimorfismo
entre los casos de cancer de mama de la poblacién mexicana con las de las otras
poblaciones Unicamente no se encontrd diferencia significativa con poblacién
polaca en donde el valor de p fue de 0.1945. Mientras que en el resto de las
poblaciones si hubo diferencia, con valor de p de entre 0.0001 a 0.0003. Esto
nos vuelve a confirmar que nuestra poblacion tiene un comportamiento diferente

en este polimorfismo a otras poblaciones y el cual puede deberse al Mestizaje.

Cuando se realizé esta misma comparacion entre mujeres sin cancer de mama
contra mujeres con cancer de mama en nuestra poblacion mexicana y tomando
en cuenta la presencia del alelo G como posible factor de riesgo no se encontrd
diferencia significativa entre los controles y los casos. Con lo que podemos
sugerir que este polimorfismo no se asocia 0 no tiene un papel fundamental en
el cancer de mama y por ende este polimorfismo no puede ser utilizado como un

marcador de riesgo para cancer de mama.

Por lo tanto, en nuestra poblacion hay que seguir buscando marcadores
genéticos de riesgo asociados para el cancer de mama, que pueden estar
relacionados con otros factores como la alimentacion, el consumo del tabaco,
una dieta pobre en fibra o la adiccion al alcohol, Romieu constaté que el
alcoholismo y altas concentraciones de vitamina D repercutian en el aumento de
cancer de mama mientras que Marchioni encontré en su estudio sobre patrones
dietéticos en regiones de Brasil, que el arroz y el frijol parecian proteger contra

el cancer de mama.

Y, por ultimo, aunque utilizamos un buen nimero de casos y controles siempre
es necesario analizar mas casos y de poblacion mas abierta para poder asegurar
al cien por ciento, por lo que se podria hacer un estudio de asociacion con la
poblacion mexicana en general, ampliandose la muestra, usando pacientes de

distintos institutos de salud y de distintas zonas geograficas de México, ya que

41



en este estudio solo se tomé en cuenta las pacientes que acuden al Centro

Médico Siglo XXI del Instituto Mexicano de Seguridad Social.

El papel determinado del polimorfismo A10398G sigue sin estar claro debido a
la controversia que existe en los diversos articulos cientificos publicados sobre
la asociacion de este polimorfismo del ADNmt como factor de riesgo para cancer

de mama.

Fue importante la realizacion de este trabajo experimental ya que la mayoria de
los trabajos hechos sobre la asociacion del polimorfismo A10398G como factor
de riesgo para padecer cancer de mama en la poblacion mexicana han sido
Unicamente recoleccion de datos bibliograficos o trabajos in silico dejando a este
trabajo como uno de los primeros que se realiza experimentalmente en este
tema. Los datos de este proyecto es solo una pequefia muestra de todo lo que
se puede realizar para ampliar el conocimiento acerca de los diferentes factores
de riesgo para el desarrollo de una neoplasia, es importante plantearse nuevas

hipotesis y trabajos experimentales para este problema de salud.

CONCLUSIONES

El polimorfismo A10398G de la subunidad 3 de la NADH deshidrogenasa no
mostro relacidon estadistica en cuanto a incrementar el riesgo de padecer cancer

de mama en una poblacién de mujeres mexicanas del IMSS Centro Médico.
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