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ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CYP1A1*2A Y CYP1B1*3 CON EL RIESGO DE
PADECER CANCER DE MAMA EN MUJERES MEXICANAS

RESUMEN

Se han descrito diversos genes de baja penetrancia relacionados con el cancer de mama
cuyo impacto individual es pequefio en términos de riesgo relativo, pero en conjunto
contribuyen a los casos de cancer de mama espordadico, los cuales van en aumento en
México y en el mundo. A la fecha, la mayoria de los genes candidatos de baja penetrancia
gue han sido evaluados en relacién con este tipo de cancer codifican para proteinas que
participan en el metabolismo de los estrégenos, varios de éstos son miembros de la
superfamilia de citocromos P450 (CYPs) y presentan polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism). EI CYP1A1*2A y el CYP1B1*3 son variantes
polimdrficas que participan en dicho metabolismo y que pueden incidir en la estructura, la
funcidn o en la actividad de las proteinas codificadas, alterando la cantidad de metabolitos
carcinogénicos resultantes, estos contribuyen a la aparicién de aductos en el DNA que

conducen a la generacién de mutaciones asociadas al desarrollo de tumores.

Los estudios de asociacion entre dichos polimorfismos y la susceptibilidad a padecer
cancer de mama suelen ser inconsistentes, lo cual puede deberse al tamafio de la muestra

y/o a la frecuencia de los polimorfismos en las poblaciones analizadas.

En el presente estudio se analizd una muestra de poblacion abierta mexicana para
determinar la frecuencia del polimorfismo CYP1B1*3. Posteriormente se analizaron las
frecuencias de los polimorfismos CYP1A1*2A y CYP1B1*3 en mujeres mexicanas sanas y
en mujeres mexicanas con cancer de mama primario y se determind su posible asociaciéon

con la susceptibilidad de desarrollar esta neoplasia.



En la poblacién mexicana, la frecuencia del polimorfismo CYP1B1*3 fue 0.31, similar a la
reportada en la poblacién Latina, e intermedia entre las reportadas para las poblaciones
asidtica y caucdsica. En cuanto a la posible asociacion de estos polimorfismos con la
susceptibilidad a cdncer de mama, se encontréo que el tamafio de muestra resulta
insuficiente. El polimorfismo CYP1A1*2A se asocia con un aumento no significativo del
riesgo, particularmente en mujeres postmenopdusicas con el genotipo CC.
Contrariamente, el polimorfismo CYP1B1*3 parece tener un efecto protector no
significativo, especialmente en mujeres postmenopausicas portadoras del genotipo

Leu/Val.

Finalmente, esta investigacién pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios que
incluyan un mayor numero de pacientes y de otros marcadores en el desarrollo de esta
enfermedad que contribuyan al desarrollo de nuevas herramientas de prediccion de

riesgo y respuesta terapéutica en nuestra poblacion.



I. ANTECEDENTES

La glandula mamaria

La glandula mamaria es una glandula alveolar, compuesta por un conjunto de unos 20
I6bulos separados por tejido conectivo interlobular denso y grasa (Geneser, 2000). Cada
I6bulo se compone de numerosos lobulillos y tiene un sistema ductal que drena a través
de una via excretora independiente o conducto galactdforo, éste se ensancha a nivel de la
areola mamaria formando un seno lactifero, que sirve como reservorio de leche, y que

posteriormente desemboca en el pezon.

Antes de la pubertad el complejo sistema de conductos ramificados termina en fondos
ciegos, pero al comienzo de la menarca, en respuesta a los niveles crecientes de hormonas
ovaricas sexuales, prolifera distalmente formando unos treinta conductillos o acinos
revestidos de epitelio. Ademas del desarrollo del sistema de conductos epiteliales, se
acumula grasa en el tejido conectivo entre los Ibbulos y los lobulillos

(Secretaria de Salud, 2002).

La mama completa su desarrollo y actividad funcional al término del embarazo y la
lactancia (Secretaria de Salud, 2002), no aparecen nuevos componentes estructurales
pero los ya existentes (epitelios lobulillar y ductal) terminan su diferenciacién y se

convierten en células secretoras.

En los afios posteriores a la menopausia la glandula mamaria sufre una involucidn gradual,
las estructuras epiteliales y del tejido conectivo experimentan una atrofia provocada por
la deficiencia hormonal (Geneser, 2000; Secretaria de Salud, 2002); Los lobulillos y los
conductos degeneran y disminuyen en nimero, y el tejido adiposo puede desaparecer por

completo.



Definicion del cancer de mama

El cancer de mama es una proliferacion acelerada, desordenada y no controlada de células
pertenecientes a los tejidos de la glandula mamaria (Martinez, 2007) y se cree que es
consecuencia de la acumulaciéon de mutaciones que pueden resultar en la activacién de

proto-oncogenes y/o en la inactivacién de genes supresores de tumores.

Clasificacion del cancer de mama

La presencia de varias anormalidades histolégicas del epitelio mamario sugiere la
posibilidad de progreso del cancer de mama a través de etapas de displasia, neoplasia no
invasora (carcinoma in situ) y neoplasia con alto potencial metastasico (carcinoma
invasor/inflitrante). Del 15 al 30% de las neoplasias malignas de mama corresponden a
carcinomas in situ, y el resto a carcinomas invasores/infiltrantes. Aproximadamente el
80% de los carcinomas son ductales, y el resto, lobulillares. Dentro de los carcinomas
infiltrantes existen otros subtipos menos ordinarios tales como tubular/cribiforme,
coloides, medulares y papilares (Cotran et al., 1999 en Martinez, 2007). Estas
caracteristicas histopatoldgicas referentes a la diferenciacién de los tumores son

importantes para estimar el prondstico y tratamiento del cdncer de mama.

También se puede clasificar al cancer de mama en estadios de acuerdo con el sistema de
clasificacion TNM. En este sistema la etapa clinica se determina por la extensién del tumor
(T), la implicacion de ganglios linfaticos (N), y la presencia de metdstasis (M). De acuerdo
con estas etapas se puede determinar si la enfermedad es temprana, localmente

avanzada o metastdsica (Martinez, 2007).

Los perfiles de expresiéon génica de pacientes también han generado una buena
clasificaciéon de los tumores e identificado subgrupos tumorales con caracteristicas clinicas

particulares (Hidalgo-Miranda y Jiménez-Sanchez, 2009):



1. El grupo ERBB2, que expresa altos niveles del gen ERBB2 (Receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano), asi como de otros genes localizados en el
amplicon ERBB2 negativos al receptor de estrogenos (RE). Los pacientes muestran
una mejor respuesta a la quimioterapia y cerca de 50% responde al tratamiento
con trastuzumab, anticuerpo monoclonal humanizado que se une selectivamente a
ERBB2 inhibiendo la proliferacion de células tumorales mediada por este oncogen.

III

2. El grupo “parecido al normal” se caracteriza por expresar un gran nimero de
genes propios del epitelio mamario normal negativos al RE.

3. El grupo “basal” expresa genes caracteristicos de las células basales de la mama,
en particular queratinas 5y 17, y son negativos al RE, al receptor de progesterona
(RP) y a la amplificacion de ERBB2, es decir, son negativos triples. En este subtipo
las pacientes tienen la menor tasa de sobrevida.

4. El grupo “luminar” se distingue por la expresion, relativamente alta, de muchos
genes expresados en las células epiteliales de la luz de los conductos mamarios,

incluido el RE. Son tumores negativos a ERBB2 y los pacientes suelen tener la

mejor tasa de sobrevida.

Incidencia y mortalidad del cancer de mama en México y en el mundo
El cancer de mama se ha incrementado en incidencia y mortalidad en México y en el
mundo convirtiéndose en el cdncer mas comun y de mayor mortalidad en la mujer, por lo

gue representa un serio problema de salud publica.

De acuerdo con lo publicado por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC, International Agency for Research on Cancer) en GLOBOCAN 2008, se detectaron
1,383,523 casos nuevos de cancer de mama en el mundo y murieron 458,367 mujeres por
dicha neoplasia. Asimismo se estima que para 2030 habra 2,166,673 casos nuevos de

cancer de mama y alrededor de 700,000 muertes atribuibles a esta enfermedad.



Las tasas de incidencia ajustadas por edad (ASR, Age-standardised rate ) van de 19.3 (por
100,000 mujeres) en Africa oriental a 89.9 en Europa occidental. Estas son altas (>80) en
las regiones desarrolladas (excepto en Japon) y bajas en la mayoria de las regiones en
desarrollo (<40); se cree que estas diferencias se deben a la influencia que el estilo de vida
puede tener en los factores de riesgo, mencionados mds adelante, y posiblemente
también, al sesgo que los diferentes métodos de deteccidn y registro pueden inducir en

datos de incidencia (Brandan y Villasefior, 2006).

En cuanto a la mortalidad el rango de las ASR es menor (aproximadamente de 6 a 19 por
100,000 mujeres). Esto refleja una mejor tasa de supervivencia a la enfermedad en los
paises desarrollados debida, probablemente, a un mejor acceso a procedimientos eficaces

y oportunos de deteccion y tratamiento (Brandan y Villasefior, 2006).

En México, se registraron 11,656 casos en el 2002 segun el Registro Histopatoldgico de
Neoplasias Malignas (RHNM), y de acuerdo con el INEGI durante el periodo de 2004 a
2007 el cancer de mama fue la principal causa de egreso hospitalario en mujeres. Esta
neoplasia presenta un incremento constante en los Ultimos diez afios (1998-2008),
ubicdndose en el primer lugar a partir del 2006 (INEGI, 2010) desplazando al céncer

cérvico-uterino.

En el 2008 se reportan 13,939 casos nuevos de cancer de mama, lo que representa el
21.2% del total de casos de cancer que ocurren en la mujer; se estima que para el afio
2030 habran 24,386 nuevos casos, Yy que el nimero de muertes debidas a esta
enfermedad estara cerca de duplicarse pasando de 5,217 defunciones en el 2008 a 9,778

en el 2030 (GLOBOCAN 2008).

Al igual que en el plano internacional, en México se ha observado que existen diferencias
regionales en cuanto a la incidencia y mortalidad del cancer de mama en nuestro pais; las

mayores tasas se encuentra en los estados del norte y centro del pais, los cuales tienen un



nivel socioecondmico mas elevado, en contraste con los estados del sur donde la
incidencia, la mortalidad y el nivel socioeconédmico son menores (Lopez-Rios et al. 1997;

Palacio-Mejia et al. 2009).

Segln un estudio realizado con base en los casos registrados desde 1993 hasta 1996 en el
RHNM, en el 46% de las mujeres mexicanas afectadas por el cancer de mama éste se
presenta antes de los 50 afios y el grupo de edad mas afectado es el de 40-49 afios con
una frecuencia de 29.5%, mientras que los grupos de 30 a 39 y de 60 a 69 afios tienen una
frecuencia de 14% (Rodriguez-Cuevas et al. 2001). En cuanto a la mortalidad, alrededor
del 40% de las defunciones se concentran en el grupo de edad de 60 afios y mas

(INEGI, 2010).

Factores de riesgo y protectores

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea y multifactorial, en la que intervienen
tanto factores genéticos como no genéticos (Torrades, 2003). Los principales factores de
riesgo para el cdncer de mama se han relacionado con una exposicién prolongada a
estrégenos.

¢+ Factores genéticos

Sélo un 0.1-10%, dependiendo del tipo de cancer, es hereditario. En el caso del cancer de
mama, alrededor del 5-10% es hereditario; el 90% restante es esporddico, es decir, no

heredable (Torrades, 2003).

Se han descrito diversos genes relacionados con el cancer de mama; el primer grupo de

riesgo lo constituyen genes de alta penetrancia (mutaciones en estos genes aumentan

considerablemente el riesgo de desarrollar cancer de mama) como BRCA1 y BRCA2,
asociados con el cdncer de mama hereditario o de tipo familiar (Torrades, 2003;

Hidalgo-Miranda y Jiménez-Sanchez, 2009).



Las mutaciones en el gen supresor tumoral P53, dentro del marco del sindrome de
Li-Fraumeni, también se consideran como de alta penetrancia, ya que las pacientes con
este sindrome presentan un riesgo significativamente mas elevado de padecer cdncer de
mama. Asimismo en los sindromes de Cowden (mutaciones en PTEN) y Peutz-Jeghers
(STK11) y el sindrome de céncer gastrico difuso hereditario (mutaciones en CDH1) se ha
identificado una mayor susceptibilidad a desarrollar cancer de mama. Sin embargo, las
mutaciones en genes supresores de tumores como P53, PTEN, STK11 y CDH1 son muy

raras en los tumores de mama esporadicos (Hidalgo-Miranda y Jiménez-Sanchez, 2009).

Aunque en el 85% de los casos de cancer mamario no hay evidencia de historia familiar,
cuando ésta se presenta en familiares de primer grado, el riesgo para la mujer aumenta de
2 a 3 veces comparado con mujeres sin antecedentes familiares de cdncer de mama

(Brandan vy Villasefior, 2006).

Por otro lado, existen diversos genes de baja penetrancia, cuyo impacto individual es

pequefio en términos de riesgo relativo, pero en conjunto contribuyen a los casos de
cancer de mama esporddico que usualmente se presentan en mujeres postmenopausicas
gue son positivas para el RE. Cabe mencionar que estos tumores son causados por la
interaccion entre muchos polimorfismos genéticos y factores ambientales

(Mitrunen y Hirvonen, 2003).

En sintesis, la historia familiar, mutaciones genéticas BRCA1 y BRCA2 (en
aproximadamente una de cada mil mujeres) y la frecuencia de polimorfismos genéticos
asociados a la sintesis de estrogenos y su metabolismo, son factores que determinardn la

prevalencia de cancer mamario en una poblacién (Brandan y Villasefior, 2006).

% Sexo
Las diferencias bioldgicas, asi como el grado de exposicidn a factores de riesgo hacen que

algunos tipos de cancer se desarrollen de forma diferenciada entre mujeres y hombres, en



este sentido, el factor de riesgo mds importante para sufrir cancer de mama es ser mujer,
la relacién de cancer de mama entre mujeres y hombres es aproximadamente de 100 a 1

(Hulka'y Moorman, 2001).

s Edad
Los efectos acumulativos de la exposicion a distintos factores ambientales hacen que el
avance de la edad sea un factor de riesgo importante para presentar cualquier tipo de
cancer (Torrades, 2003). Sin embargo, el cancer de mama muestra algunos rasgos
distintivos en términos de las tasas de incidencia especificas por edad; a diferencia de la
mayoria de los cdnceres comunes cuyas tasas de incidencia comienzan a aumentar al final
de los 40 afios, las tasas de incidencia del cancer de mama empiezan a aumentar desde los
20 afos (Hulka y Moorman, 2001), duplicandose aproximadamente cada 10 afios hasta la
menopausia, etapa en que el ritmo de crecimiento disminuye (McPherson et al. 2000).
Esto se ha atribuido a la capacidad de respuesta de los tejidos de la mama a las hormonas
ovaricas, que se encuentran activas desde la pubertad, hasta la menopausia

(Hulka y Moorman, 2001).

¢+ Factores reproductivos

Estrogenos enddgenos

La exposicion a hormonas sexuales endégenas estd determinada por diferentes variables
entre ellas: edad de la menarca, edad al término del primer embarazo, nimero de

embarazos, tiempo de lactancia y edad de la menopausia.

El riesgo aumentado de padecer cancer de mama estd asociado con una menarca
temprana (<12 afios) y una menopausia tardia (>55afos); a menor edad de la menarca y
mayor edad de la menopausia se maximiza el nimero de ciclos ovulatorios y por ende la
exposicion del epitelio mamario a los estrégenos, lo que constituye un factor critico de la
carcinogénesis en la mama (Mcpherson et al.,, 2000; Mitrunen y Hirvonen, 2003;

Brandan y Villasefior, 2006).



Por cada afio que se retrasa la menopausia, el riesgo de cancer de mama aumenta en
aproximadamente un 3% (Mitrunen y Hirvonen, 2003). Las mujeres que tienen una
menopausia después de los 55 afios tienen el doble de probabilidades de desarrollar
cancer de mama que las mujeres que experimentan la menopausia antes de los 45 afios

(McPherson et al., 2000).

En este sentido la ooforectomia bilateral (extirpacion de ambos ovarios) tiene un impacto
significativo en el riesgo de cdncer de mama, pues las mujeres que se someten a esta
cirugia antes de la edad de 35 afos tienen sélo el 40% del riesgo que presentan las
mujeres que tienen una menopausia natural (McPherson et al., 2000), de hecho ésta fue
una de las primeras observaciones que sugirieron un papel hormonal en la etiologia del

cancer de mama (Hulka y Moorman, 2001).

La nuliparidad y la edad tardia (>30 afios) del primer parto también aumentan el riesgo de
desarrollar cdncer de mama. Por el contrario, la multiparidad y una edad de término del
primer embarazo antes de los 20 afios se refieren como factores protectores contra
cancer de mama, lo mismo que la lactancia prolongada (>lano)

(Calderon-Garcidueiias et al., 2000; Hulka y Moorman, 2001; Mitrunen y Hirvonen, 2003).

El riesgo en mujeres que tienen su primer hijo después de los 30 afos es
aproximadamente el doble que en mujeres que tienen su primer hijo antes de cumplir los
20 aiios. El grupo de mayor riesgo son aquéllas que tienen su primer hijo después de los
35 afios; estas mujeres parecen tener un riesgo aun mayor que las mujeres nuliparas.

(McPherson et al., 2000).

El efecto protector del embarazo se ha observado principalmente para el cancer de mama
en mujeres postmenopdusicas (Hulka y Moorman, 2001). Aunque no se conoce el

mecanismo, algunos estudios han demostrado un aumento en el riesgo durante y después



del embarazo, que se ha atribuido a los altos niveles de exposicién a estrogenos y a
progesterona (Lambe, et al.,1994 en Hulka y Moorman, 2001) . Después de un periodo
posparto de 10 a 15 afios, se observa una proteccién a largo plazo, probablemente como
resultado de la plena diferenciacion de las células de la glandula mamaria que ocurre con
el embarazo (Russo et al., 2000 en Mitrunen y Hirvonen, 2003), haciéndolas menos

susceptibles a transformaciones carcinogénicas.

Asimismo, se sabe que la lactancia posterga el regreso de la ovulacion después del
embarazo y esta asociada con un ambiente hormonal diferente (prolactina aumentada),
gue se traduce en menor exposicion a los estréogenos en la mama. También se ha sugerido
gue agentes carcindgenos potenciales podrian ser excretados en la leche materna

(Newcomb, et al., 1994 en Hulka y Moorman, 2001).
Recientemente se ha demostrado que muchos de estos factores hormonales estdn mas
asociados con el cancer que es positivo para el RE y al RP que para el cancer que es

negativo para los mismos (Mitrunen y Hirvonen, 2003).

Estrégenos exégenos

La ingesta de hormonas sexuales es muy comun entre las mujeres, ya sea como
anticonceptivos o como terapia hormonal de reemplazo (THR) para evitar los efectos
negativos de la menopausia, por lo que su relaciéon con el cancer de mama ha sido
ampliamente estudiada. Cambios en los patrones de uso, la reduccién de la dosis de la
hormona, y consideraciones temporales, contribuyen a la dificultad para comparar

estudios (Hulka y Moorman, 2001).

Mas que la edad a la que se inicid la ingesta, o la dosis y el tipo de hormonas empleadas, e
incluso que el tiempo de uso, lo mas relevante es que tan recientemente se utilizaron

(Mcpherson et al., 2000; Hulka y Moorman, 2001).



Un meta-analisis realizado con datos de 54 estudios sugiere que el uso de anticonceptivos
orales aumenta en un 24% el riesgo a padecer cancer de mama, y éste desaparece 10 afos

después de terminar el tratamiento (Mitruneny Hirvonen, 2003).

Respecto a la THR, su uso a largo plazo (5 afios o mas) parece estar asociado con un
aumento del 30-50% en el riesgo de padecer cancer de mama segun los informes del
Grupo de Colaboracién sobre los factores hormonales en el cancer de mama; el riesgo

desaparece 5 anos después de suspender su uso (Mitrunen y Hirvonen, 2003).

Algunos agentes ambientales (pesticidas, colorantes, contaminantes, plastificantes,
conservadores de alimentos) también llamados xenoestrogenos o disruptores endocrinos
porque interfieren con las acciones de los estréogenos enddgenos, juegan un papel en la

etiologia del cdncer de mama (Mitrunen y Hirvonen, 2003).

¢ Factores del estilo de vida
Dieta
Se ha especulado ampliamente que la dieta es una de las causas de las diferencias
observadas en las tasas de incidencia de cdncer de mama entre los paises. Se han
realizado comparaciones internacionales que muestran una correlacion entre el promedio
de ingesta de grasas de un pais y las tasas de incidencia de cdncer de mama (Hulka y

Moorman, 2001), sin embargo, la evidencia epidemioldgica al respecto es inconsistente.

Un estudio realizado por Bartsch y colaboradores (1999) sugiere que un alto consumo de
grasa, particularmente acidos grasos poli-insaturados, aumenta el riesgo de padecer
cancer de mama. Ademas, la evidencia experimental en animales demuestra que un alto
consumo de grasa aumenta la tasa de formacion de tumores mamarios
(Hulka y Moorman, 2001). También el consumo de carne se ha asociado con un aumento

en el riesgo a cancer de mama en algunos estudios (Mitrunen y Hirvonen, 2003).



Por otro lado, se ha demostrado que el consumo de frutas y verduras, fuente de
antioxidantes naturales, puede disminuir el riesgo de padecer cédncer de mama
(Mitrunen y Hirvonen, 2003). Las observaciones de la dieta en paises con menores tasas
de cancer de mama como Japdén y China, han sugerido que la soya también puede
proteger contra este cancer, y se cree que hay una reduccidn del riesgo debido al efecto
de los fitoestrégenos contenidos en la proteina de la soya, estos componentes actuan
como antagonistas del estrégeno, de forma andloga a la accion del tamoxifeno (Hulka y

Moorman, 2001).

Obesidad

La obesidad esta asociada con un riesgo dos veces mayor de padecer cdncer de mama en
mujeres postmenopausicas, mientras que en mujeres premenopausicas se asocia con una
menor incidencia (McPherson et al., 2000; Randolph et al., 2004).

Lo anterior debido a que en mujeres postmenopausicas la produccién ovarica de
estrégenos disminuye considerablemente, por lo que casi la totalidad de los estréogenos
proviene de la sintesis extragonadal en el higado y otros tejidos, como el adiposo, que
expresan el citocromo CYP19-aromatasa, enzima que convierte andrégenos, como la
testosterona o la androstendiona, en estrégenos. Esos precursores androgénicos son
producidos principalmente en las glandulas suprarrenales y, en menor proporcion, en el
ovario. La aromatizacién de androstendiona da lugar a la formacién de estrona, el
estrogeno mas abundante en el suero de las mujeres postmenopausicas; también se
producen estradiol y estriol, pero en cantidades menores (Riancho y Gonzalez, 2004).
Como resultado, las mujeres postmenopausicas obesas muestran niveles mas altos de
estrona y estradiol circulante comparadas con mujeres delgadas

(Hulka 'y Moorman, 2001).

Por el contrario, se ha sugerido una asociacién inversa para la obesidad y el cancer de

mama en mujeres premenopadusicas, pues en éstas mas del 95% del estradiol proviene de



la sintesis ovarica y un mayor grado de anovulacion debida a la obesidad puede resultar

en niveles mas bajos de estrdgenos (Mitrunen y Hirvonen, 2003; Randolph et al., 2004).

Tabagquismo

Los estudios que asocian el habito de fumar con el riesgo de padecer cancer de mama,
suelen ser controversiales, esto debido a que los componentes del humo del cigarro
incluyen agentes con efectos antiestrogénicos, como la nicotina que actia como inhibidor

de la aromatasa CYP19, pero también contiene agentes carcinégenos.

En general, el tabaquismo parece tener poco efecto sobre el riesgo de padecer cancer de
mama; algunos mutdgenos del humo del cigarro se han detectado en el tejido de la
mama, sugiriendo la posibilidad de un efecto carcinogénico directo, sin embargo se ha
observado que las mujeres que fuman tienden a ser delgadas, tener bajos niveles de
estrégenos en la orina y presentan a una edad menor la menopausia que las no
fumadoras, efectos que, como se ha mencionado anteriormente, tienden a reducir el

riesgo de cdncer de mama (Hulka y Moorman, 2001; Randolph et al., 2004).

Consumo de alcohol

Existen varios estudios que han demostrado una relacion entre el consumo de alcohol y la
incidencia de cancer de mama (Mcpherson et al., 2000; Mitrunen y Hirvonen, 2003), en
promedio, ingerir entre uno y dos tragos por dia aumenta el riesgo modestamente

(riesgo relativo en el rango de 1.2-1.4) (Hulka y Moorman, 2001).

Se sabe que el alcohol induce la produccidon de especies reactivas de oxigeno y aumenta
la formacién de aductos, posiblemente debido a la expresién disminuida de enzimas de
desintoxicacién; sin embargo no se conoce totalmente el mecanismo responsable del
efecto carcinogénico, pero se ha demostrado que las mujeres que consumen alcohol
presentan altas concentraciones plasmaticas de estrégenos (Mitrunen y Hirvonen, 2003;

Torrades, 2003).



Actividad fisica

La actividad fisica se considera un factor protector contra el cdncer de mama,
posiblemente a través de la reduccidon de ciclos ovulatorios regulares (Henderson et al.,

1985) y del aumento de la cantidad de catecolestrégenos metilados (De Crée et al., 1997).

% Otros
Otros factores de riesgo como el estatus socioecondémico alto y la localizacion geogréfica
(paises desarrollados), se explican en gran medida por la influencia que el estilo de vida,
incluidos los cambios en los patrones reproductivos y nutricionales, puede tener en los
factores de riesgo antes mencionados como la nuliparidad, edad tardia al primer parto,

ingesta de grasas y un mayor uso de hormonas sintéticas, como anticonceptivos y THR.

Carcinogenicidad de los estrégenos
El 17-beta estradiol (E,) es el estrogeno natural mas activo en el tejido mamario y el que
tiene la mayor afinidad por el RE. El RE se sobreexpresa en el tejido maligno en

comparacion con las células normales (Mitrunen y Hirvonen, 2003).

En modelos animales se ha visto que induce aneuploidia, cambios cromosdmicos
estructurales y tumores (Cavalieri et al., 2000; Liehr, 2000; Yager, 2000); asimismo
estudios epidemioldgicos muestran que el E; aumenta el riesgo de padecer cancer de

mama y utero.

De acuerdo con la IARC (1987, 1999, 2007) existe suficiente evidencia de su
carcinogenicidad en humanos, sin embargo se supone que su actividad carcinogénica es
débil, debido a que los estrégenos esteroideos son hormonas endégenas con valores
picomolares, que de ser carcindgenos fuertes habrian constituido una desventaja

evolutiva para los seres humanos y para muchas otras especies (Liehr, 2000).



Acciéon molecular de los estrégenos

El efecto de los estrogenos sobre las células diana depende generalmente de su fijacion a
receptores especificos (activacion dependiente de ligando). Estos receptores se
encuentran tanto en el citoplasma como en el nlcleo, y estan asociados con proteinas que
sirven como chaperonas que estabilizan al receptor en su estado inactivo o que cubren el
sitio de unidn al DNA. Una vez que una molécula de estrégeno se une al dominio de unién
del ligando del RE, éste se disocia de sus chaperonas citoplasmaticas, y forma un complejo
estrogeno-RE que difunde al nucleo y se une a regiones especificas del DNA, Ilamadas
elementos de respuesta a estrogenos (ERE), y con la colaboracion de otras proteinas que
actlan como coactivadores o represores, modulan la transcripcién de diversos genes.
Existen al menos dos tipos de estos receptores estrogénicos, el alfa y el beta. (Gruber et

al., 2002; Riancho y Gonzalez, 2004).

En ausencia del ligando hormonal, el RE también puede ser activado por fosforilacion;
algunos factores de crecimiento aumentan la actividad de las cinasas que fosforilan
diferentes sitios de la molécula del RE y de esta manera se puede llevar a cabo la

transcripcién (Gruber et al., 2002).

Ademads existe otro mecanismo de accién extranuclear de los estrégenos, llamado “no
gendmico”, porque no depende de la transcripcion. Este mecanismo estd implicado en
varias de las acciones de los estrégenos a nivel de tejidos no reproductivos, como la
vasodilatacién arterial, la activacion neuronal y la formaciéon dsea. Dichas acciones
parecen depender de la fijacién del estrogeno a una variante de receptores estrogénicos
unidos a la membrana celular (como el GPR30). Dichos receptores tienden a localizarse en
invaginaciones de la membrana llamadas cavéolas y modulan la actividad de ciertas
cinasas que a su vez influyen en diversos procesos celulares, mediante cascadas de

sefializacion (Gruber et al., 2002; Riancho y Gonzalez, 2004).



Mecanismo molecular del cAncer de mama
El cdncer es consecuencia de la acumulacién de mutaciones que pueden resultar en la
activacién de proto-oncogenes y en la inactivacion de genes supresores de tumores, esto

seguido por proliferacién celular y/o apoptosis no controladas.

Como ya se menciond, el cancer de mama esta relacionado con la exposicidn prolongada a
estrégenos, éstos tienen un doble papel en la carcinogénesis: como procarcinégenos que
causan dafios genéticos que pueden iniciar una neoplasia y como hormonas estimulantes

gue actian como promotores de la proliferacidn celular tras la iniciacién (Liehr, 2000).

La principal actividad de los estrogenos es a través de la estimulacion de la proliferacién
celular del epitelio mamario; lo cual puede aumentar la tasa de divisidn celular y por ende
la probabilidad de originar errores genéticos (mutaciones espontaneas) durante la
replicacién del DNA, lo que a su vez puede llevar a desarrollar una neoplasia maligna

(Yager, 2000; Mitrunen y Hirvonen, 2003).

Aunado a lo anterior, hay evidencia que apoya la participacién de una via complementaria
(ruta catecol), en la que se genera genotoxicidad directa (mediante la formacién de
aductos) o indirectamente (generacion de especies reactivas de oxigeno, ROS Reactive
Oxygen Species) de los metabolitos de los estrégenos, comunmente llamados
catecolestrogenos (CE); dichos metabolitos actian como inciadores de alteraciones
celulares por lo que juegan un papel importante en la iniciacién del cancer de mama

(Yager, 2000).

Metabolismo de los estrégenos

Todos los estrégenos tienen un anillo aromatico (anillo A), un grupo fendlico en el C-3 y un
grupo metilo en la posicién C-13. El E, se puede metabolizar a través de tres vias: por
hidroxilacion en el anillo A, ya sea en el carbono 2 6 en el 4, o bien, por hidroxilacién en el

anillo D. La hidroxilacidon en el anillo A lleva a la formacidn de catecoles, llamados 2 o 4-



hidroxiestradioles 6 CE, mientras que la hidroxilaciéon en el anillo D produce 16-
hidroxiestradiol. Se sabe que el metabolismo predominante es hacia la formacién de los 2-
y 4-hidroxiderivados, mientras que la metabolizacion hacia el 16-hidroxiderivado es sélo
del 10% (Liehr et al., 1986 en Mitrunen y Hirvonen, 2003) por lo que de aqui en adelante

sélo se tratara la ruta catecol (Figura 1.1).

El metabolismo de los estrégenos estd mediado por la accién de varios citocromos P450.
En el higado participan CYP1A2, 3A3 y 3A4,y en tejidos extrahepaticos CYP1A1 y CYP1B1.
En la mayoria de las especies de mamiferos, la hidroxilaciéon aromatica del E, se produce
principalmente en el carbono 2 y en menor medida en el carbono 4 (Liehr, 2000;

Thompson y Ambrosone, 2000).

CYP1A1 convierte E; en 2-hidroxiestradiol (2-OHE,), y debido a la falta de especificidad de
la enzima, también se forma entre 15-20% de 4-hidroxiestradiol (4-OHE;). Por el contrario,
CYP1B1 es mas especifica y convierten E, exclusivamente en 4-OHE,; la concentracién de
4-OHE, comparada con 2-OHE; en una biopsia de tejido de cancer de mama es 4:1 (Liehr,
2000), lo que sugiere que el 4-OHE, tiene un papel mas importante en la carcinogénesis

que el 2-OHE,.

Los derivados 2 y 4-hidroxilados pueden ser inactivados por O-metilacién, catalizada por la
catecol O-metiltransferasa (COMT). Se cree que la falta de actividad carcinogénica
observada en los 2-hidroxiestrogenos se debe a que éstos tienen una tasa mas rapida de

metilacién (Mitrunen y Hirvonen, 2003).

Si los CE no son metilados, sufren una oxidacién originando la formacién de semiquinonas
(E;-SQs), y posteriormente una segunda oxidacidn genera quinonas (E;-Qs). Las E;-SQs
pueden reaccionar con oxigeno molecular y formar radicales superodxido, éstos son
reducidos a peréxido de hidrégeno (H,0;) espontdneamente o por la accién de la

superoxido dismutasa (SOD). Las E,-Qs a su vez pueden conjugarse con glutation (GSH) por



las glutation-S-transferasas (GSTs) o ser reducidas a CE por la quinona reductasa

(Mitrunen y Hirvonen, 2003).

De no conjugarse, las E>-2,3Q pueden unirse establemente al DNA, mientras que las E,-
3,4Q forman aductos de purinas, los cuales se separan del DNA por segmentacién del
enlace glucosidico dejando sitios apurinicos (Mitrunen y Hirvonen, 2003) que causan
alteraciones celulares que pueden inducir la iniciacién tumoral. Ademas, el ciclo redox

entre E;-SQs y E>-Qs produce ROS, que pueden causar dafio oxidante a lipidos y al DNA.

Epidemiologia molecular del cdncer de mama
La epidemiologia molecular consiste en el analisis de genotipos especificos en poblaciones
de interés y permite conocer si existe asociacion entre los genotipos de riesgo y el

desarrollo de enfermedades en dichas poblaciones (Pérez-Morales, 2006).

A la fecha, la mayoria de los genes candidatos de baja penetrancia que han sido evaluados
en relaciéon con el cdncer de mama codifican para proteinas que participan en el
metabolismo de los estréogenos (Huang et al.,, 1999a; Kristensen y Borresen-Dale, 2000;
Thompson y Ambrosone, 2000; Weber y Nathanson, 2000; Mitrunen y Hirvonen, 2003;
Miyoshi y Noguchi, 2003; Kocabas, et al., 2005; Le Marchand et al., 2005; Diergaarde et
al., 2008; Reding et al.,, 2009). Varios de éstos son miembros de la superfamilia de
citocromos P450 y presentan polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism), estas variantes polimoérficas pueden incidir en la estructura, la funcion o
en la actividad de las proteinas codificadas (Shimada et al.,, 1999; Hanna et al., 2000;
Aklillu et al., 2002), alterando la cantidad de metabolitos carcinogénicos resultantes y por

ende la susceptibilidad individual de desarrollar esta neoplasia.



Figura 1.1 Metabolismo del estradiol (modificada de Mitrunen y Hirvonen, 2003)



Citocromos P450

Los citocromos P450 (CYPs) son una superfamilia de hemoproteinas que participan en el
metabolismo oxidante de compuestos enddégenos como esteroides, acidos grasos,
prostaglandinas, etc, asi como en la transformacién de numerosos fdrmacos, carcinégenos
guimicos, mutagenos y otros contaminantes ambientales (Petersen et al., 1991; Pérez-
Morales, 2006). La nomenclatura utilizada actualmente para los CYPs esta publicada en el

sitio www.imm.ki.se/CYPalleles/.

Estas enzimas también llamadas enzimas de fase | introducen en los compuestos un grupo
funcional polar generando moléculas mas hidrosolubles, que pueden ser eliminadas del
organismo con mayor facilidad; sin embargo existen otros compuestos que son
transformados en compuestos mas reactivos a través del metabolismo de fase I, estos
intermediarios son los que, de no ser conjugados con otra molécula mas hidrofilica (la cual
es producida mediante el metabolismo de fase Il) interactian con el DNA para formar
aductos covalentes que interfieren con la replicacidn y expresion del genoma (Brockmoller

et al., 2000; Guengerich, 1987 en Pérez-Morales, 2006).

Los citrocromos CYP1A1l y CYP1B1 se expresan constitutivamente en tejidos esteroideos
tales como cerebro, Utero, mama, ovario, testiculo, préstata y glandula suprarrenal
(Thompson y Ambrosone, 2000); y muestran una expresion elevada en una amplia

variedad de canceres humanos.

El CYP1Al es la enzima responsable de la 2-hidroxilacién del E, en varios tejidos
extrahepaticos (Mitrunen y Hirvonen, 2003), también lleva a cabo la activacion de los
componentes del humo del cigarro y de otros contaminantes ambientales como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH, Polycyclic Aromatic Hydrocarbon); se expresa
tanto en el tejido mamario normal como en el transformado (Huang et al., 1996 en Bailey

et al., 1998b).


http://www.imm.ki.se/CYPalleles/

El CYP1B1 se expresa elevadamente en canceres de piel, cerebro, testiculo (Murray et al.,
1997 en Aklillu et al., 2002) ovario y mama (McKay et al., 1995 en Aklillu et al., 2002), de
hecho el aumento de expresion de CYP1B1 y las altas tasas de 4-hidroxilacion en el tejido
transformado son marcadores de un fenotipo maligno y pueden servir de base para la

seleccidon de los medicamentos contra el cancer que se metabolizan por esta enzima.

Polimorfismos en los citocromos P450

Los polimorfismos son variaciones en una posicidon o region especifica en la secuencia de
DNA que se presentan en al menos un 1% de la poblacion (INMEGEN, 2010). Un
polimorfismo genético se refiere a la existencia de mds de un alelo para un gen en una
poblacidn y frecuentemente los alelos polimdrficos se expresan con diferentes fenotipos.

(Pérez-Morales, 2006).

El gen CYP1A1l se localiza en el cromosoma 15g22-gq24 y comprende siete exones, 6
intrones y 5,8 kilobases (Petersen et al., 1991). En este gen se han descrito varios SNP’s
entre los mas estudiados se encuentran el CYP1A1*2C (A4889G) que produce el
intercambio de aminodcidos isoleucina por valina en el codén 462 (lle462Val) y el
CYP1A1*4 (C4887A) que produce el intercambio de aminoacidos treonina por asparagina
en el codén 461 (Thr461Asn); ambos polimorfismos se encuentran en el exén 7 del gen,
que corresponde al sitio catalitico de la proteina. En el polimorfismo CYP1A1*2A se
produce un cambio T6235C, en la region 3’ no codificante y en el CYP1A1*3 se produce un
cambio T5639C, también en la regién 3’ no codificante, ambos polimorfismos introducen
un sitio de restriccion para la enzima Msp/ (Mitrunen y Hirvonen, 2003; Pérez-Morales,

2006).

Se ha propuesto que el polimorfismo CYP1A1*2A incide en la inducibilidad de la enzima,
ya que se encuentra vecino a secuencias conocidas como “elementos de respuesta a

xenobidticos” (XRE, Xenobiotic Response Elements) que gobiernan la regulacion (Petersen



et al., 1991; Pérez-Morales, 2006). Asimismo la variante C estd asociada con un aumento
de la actividad catalitica (Diergaarde et al., 2008). También se ha sugerido que este
polimorfismo puede ser un marcador de una alteracién en el metabolismo del estradiol,
gue conlleva al aumento en la susceptibilidad genética de cancer de mama (Taioli et al.

1999 en da Fonte de Amorim et al., 2002).

En cuanto al gen CYP1B1, se localiza en el cromosoma 2p21-p22 y abarca tres exones, la
region codificante comienza en el exén 2. El RNAm es de 5,2 kilobases y codifica una
proteina de 543 aminoacidos. Se han reportado diferentes SNPs, de los cuales cuatro
provocan sustituciones de aminoacidos; el CYP1B1*2 tiene dos polimorfismos ligados en
el exén 2, 142C3G (m1) y 355G3T (m2), resultando en las sustituciones de aminoacidos
Arg48Gly y Alal19Ser, respectivamente. EI CYP1B1*3, 4326C—>G (m3), causa un
intercambio de una Leu432Val, y el CYP1B1*4 tiene 4390A3G (m4), dando lugar a una
sustitucion Asn453Ser (Aklillu et al., 2002).

El polimorfismo CYP1B1*3 aumenta la funcidn de la enzima y parece tener el efecto mas
importante sobre el riesgo de desarrollar cancer de mama (Mitrunen y Hirvonen, 2003); el
alelo Val tiene una mayor eficiencia catalitica para hidroxilar en el carbono 4 del E;
comparada con el alelo Leu (Shimada et al.,1999; Hanna et al., 2000; Tang et al., 2000)
favoreciendo la formaciéon de 4-OHE, que como se menciono anteriormente tiene un

papel mas importante en la carcinogénesis que el 2-OHE-.

Paracchini et al. (2005 en Kato et al., 2009) demostré que la concentracién de 4-OHE,;
comparada con 2-OHE, fue mayor en sujetos portadores del alelo Val; por otra parte De
Vivo et al. (2002) encontraron que las mujeres postmenopausicas con al menos un alelo
Leu tienen niveles plasmaticos de E, mayores (8.37%, P= 0.05) comparadas con las que

tienen el genotipo Val/Val.



Ademas en pacientes caucasicas Bailey y colaboradores (1998a) reportaron que el
genotipo Val/Val estd asociado con un porcentaje significativamente mayor de tumores
gue son positivos para el RE y el RP, lo que sugiere que este polimorfismo puede ser
funcionalmente importante para la expresion de estos receptores esteroides en el cancer

de mama.

Variabilidad interétnica de los polimorfismos
Existen diversas publicaciones entre las cuales se observa una gran variabilidad de
resultados segun las distintas poblaciones analizadas (ver Tablas 1.1 y 1.2), dicha

variabilidad podria modificar el impacto de los polimorfismos en cada poblacion.

Los estudios se han realizado principalmente en tres grupos étnicos: caucasicos, asiaticos

y africanos. Siendo los dos primeros los mejor caracterizados.

La poblacion caucasica presenta una frecuencia importante del polimorfismo CYP1B1*3
(41-43%); el polimorfismo CYP1A1*2A es menos prevalente (8-11%) respecto al resto de
las poblaciones analizadas (Bailey et al., 1998a; Bailey et al., 1998b; Garte, 1998; Tang et
al., 2000; De Vivo et al., 2002; Le Marchand et al., 2005).

En la poblacién asidtica se han reportado distintas frecuencias para el polimorfismo
CYP1B1*3 dependiendo del lugar de origen de los individuos estudiados, 0.49 en
poblacion del norte de India (Kumar et al. 2009), 0.20 en Japdn (Le Marchand et al., 2005)
y 0.17 en China (Tang et al., 2000) siendo estas ultimas la mas bajas reportadas hasta el
momento. La frecuencia del polimorfismo CYP1A1*2A en esta poblacion es de 0.37 (Garte,

1998).



Tabla 1.1 Variacidn interétnica del polimorfismo CYP1A1*2A

Poblacion N Frecuencia Referencia

Caucasica 2,250 0.10 Garte, 1998

328 0.08 Bailey et al., 1998b

199 0.11 Le Marchand et al., 2005
Asiatica 1,498 0.37 Garte, 1998
-Japon 249 0.36 Le Marchand et al., 2005
Africana
Afroamericana 389 0.21 Le Marchand et al., 2005

146 0.22 Garte, 1998

118 0.20 Bailey et al., 1998b
Americana
-Latina 371 0.32 Le Marchand et al., 2005
-Mexicana 382 0.49 Pérez-Morales, 2010
Hawaiana 162 0.42 Le Marchand et al., 2005

Tabla 1.2 Variacidn interétnica del polimorfismo CYP1B1*3

Poblacion N  Frecuencia Referencia
Caucasica 453 0.42 De Vivo et al., 2002
328 0.41 Bailey et al., 1998a
199 0.43 Le Marchand et al., 2005
189 0.43 Tang et al., 2000
Asiatica
-China 109 0.17 Tang et al., 2000
-India 168 0.49 Kumar et al. 2009
-Japon 249 0.20 Le Marchand et al., 2005
Africana
-Afroamericana 389 0.76 Le Marchand et al., 2005
118 0.69 Bailey et al., 1998a
52 0.75 Tang et al., 2000
-Etiopia 150 0.53 Aklillu et al., 2002
-Nigeria 226 0.89 Okobia et al., 2009
Americana
Latina 371 0.34 Le Marchand et al., 2005
Hawaiana 162 0.20 Le Marchand et al., 2005




La poblacién africana presenta una alta prevalencia del polimorfismo CYP1B1*3 (0.53-

0.89) y una baja frecuencia del polimorfismo CYP1A1*2A (0.20-0.22).

En poblacion Hawaiana Le Marchand y colaboradores (2005) encontraron una frecuencia
de 0.42 para el polimorfismo CYP1A1*2A y de 0.20 para el alelo Val (polimorfismo
CYP1B1*3).

En cuanto a la poblacién mexicana un estudio en individuos mestizos mexicanos reporta
una frecuencia de 0.49 para el polimorfismo CYP1A1*2A (Pérez-Morales, 2010). Para el

CYP1B1*3 no existen reportes.

Estudios de asociacion (casos y controles)

Como se menciond anteriormente, las variantes enzimaticas de CYP1A1l y CYP1B1 juegan
un papel muy importante en el metabolismo primario de los estrogenos y se han
propuesto como posibles biomarcadores de susceptibilidad genética a cancer de mama,
en estudios de asociacién (casos vs controles) sin embargo, los resultados son muy
heterogéneos ya sea por el tamafio de la muestra y/o debido a la frecuencia del

polimorfismo en determinada poblacion.

El polimorfismo CYP1A1*2A se ha asociado con un aumento en el riesgo de padecer
cancer de mama principalmente en poblacidn asiatica y afroamericana (Taioli et al. 1995;
Huang et al., 1999a; Huang et al., 1999b; Taioli et al. 1999; Shen et al., 2006). Ambrosone
et al. (1995) también encontré dicha asociacion en mujeres caucasicas aunque el
polimorfismo es menos prevalente en esta poblacién. Por otro lado, Miyoshi y Noguchi
(2002) y da Fonte de Amorim et al. (2002) reportan un efecto protector en mujeres
japonesas y brasilefias respectivamente. No obstante, un meta-analisis realizado con
datos de 17 estudios sugiere que el polimorfismo CYP1A1*2A no se encuentra asociado

con el riesgo de padecer cancer de mama (Masson et al., 2005).



En cuanto al polimorfismo CYP1B1*3 existe mucha controversia pues mientras que
algunos autores encuentran asociacién del alelo Val otros encuentran asociacién con el
alelo Leu, al parecer dependiendo de la poblacion. En poblacidén asiatica Zheng et al.
(2000) reportan que el alelo Leu confiere un riesgo significativamente mayor de
desarrollar cancer de mama (Leu/Leu > OR= 2.3; IC-95%= 1.02-4.03), similar a lo
encontrado por Jiao et al. (2010) (OR= 2.8; IC-95%= 1.04-7.51). Igualmente un estudio en
poblacidn caucasica encontrd que el genotipo heterdcigo Val/Leu se asocia con un riesgo
dos veces mayor de padecer cancer de mama (OR=2.15; IC-95%=1.31-3.52), mientras que
el homédcigo mutante Leu/Leu confieren un riesgo tres veces mayor (OR=3.30 IC-

95%=1.76—6.19) (Listgarten et al., 2004).

En poblacion africana, Okobia et al. (2009) reportaron que el genotipo Val/Leu se asocid
con un aumento significativo en el riesgo de padecer cdncer de mama (OR= 1.59; IC-95%=
1.01-2.58) en particular en mujeres premenopausicas (OR = 2.04; IC-95%= 1.10-3.78) de
Nigeria. Sin embargo Kato et al. (2009) observaron un efecto protector en mujeres
afroamericanas con genotipo Leu/Leu (OR= 0.33; I1C-95%= 0.14-0.78). Por otro lado en
mujeres turcas Kocabas y colaboradores (2002) encontraron un aumento del riesgo para

el alelo Val (Val/Val y Val/Leu OR=2.32; IC-95%= 1.26 a 4.25).

Un meta-analisis realizado con datos de 13 estudios sugiere que el alelo Val aumenta el
riesgo de padecer cancer de mama en poblaciones caucasicas (OR=1.5; 95%-IC=1.1-2.1), y
gue existe una asociacion inversa en poblaciones afroamericanas (OR= 0.8; 95%-IC= 0.7-
0.9) y mestizas. No se encontré asociacion entre este polimorfismo y el cancer de mama

en poblacidn asiatica (Paracchini et al., 2007).



JUSTIFICACION

Las poblaciones humanas no son homogéneas en términos de riesgos de enfermedades.
De hecho, cada ser humano tiene un riesgo singularmente definido, basado en su
constitucién heredada (genética) mas las caracteristicas no-genéticas o medioambientales

adquiridas durante su vida.

Por lo anterior resulta indispensable la identificacion de variantes genéticas vinculadas
con un mayor riesgo a presentar enfermedades como el cancer de mama que en los
ultimos afos ha aumentado de manera importante en nuestra poblacion. Esta variacién
podria explicar en parte la susceptibilidad a cdncer de mama asociada con caracteristicas
reproductivas y con la exposicién a hormonas. Ademas el analisis gendmico del cancer de
mama puede contribuir al desarrollo de nuevas herramientas de prediccién de riesgo y

respuesta terapéutica, asi como al desarrollo de nuevos farmacos.

OBJETIVO GENERAL
= Determinar si existe asociacién entre los polimorfismos CYP1A1*2A y CYP1B1 *3y
el riesgo de padecer cancer de mama en mujeres mexicanas.
OBJETIVOS PARTICULARES
= Determinar la frecuencia del polimorfismo CYP1B1*3 en poblacion abierta
mexicana.
= Determinar la frecuencia de los polimorfismos CYP1A1*2A y CYP1B1*3 en mujeres
sanas.
= Determinar la frecuencia de los polimorfismos CYP1A1*2A y CYP1B1*3 en

pacientes diagnosticados con cancer de mama primario.

HIPOTESIS
Se espera encontrar una mayor frecuencia de los polimorfismos CYP1A1*2Ay CYP1B1*3

en mujeres mexicanas con cancer de mama primario que en mujeres mexicanas sanas.



Il. MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Mujeres sanas

Las muestras sanguineas pertenecientes a los controles corresponden a mujeres
mexicanas no relacionadas y fueron colectadas en el periodo de Noviembre de 2008 a
Febrero de 2010. Cada donadora firmé una carta de consentimiento informado, aprobada
por el comité de bioética del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (Anexo
1), y contestd un cuestionario (Anexo Il) estructurado para obtener informacion sobre
caracteristicas demograficas y reproductivas, asi como de antecedentes familiares de
cancer de mama y otros factores relacionados con el estilo de vida considerados como de

riesgo para esta enfermedad.

Pacientes con cancer de mama primario

Para la obtencién de muestras sanguineas de pacientes con cancer de mama primario se
establecié una colaboracion con el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN), bajo la
supervision de la Dra. Alma Magdalena Astorga Ramos. Las donadoras que
voluntariamente aceptaron participar en el estudio firmaron una carta de consentimiento
informado aprobada por el comité de bioética del INCAN (Anexo Ill). La informacion

relativa a los factores de riesgo se obtuvo a partir de sus expedientes clinicos.

«* Criterios de inclusion

-Mujeres

-Mexicanas (con padres y abuelos mexicanos)

- Sanas para los controles, y con diagndstico de cancer de mama primario para los casos.
-Mayores de 25 afos

-No relacionadas



#* Criterios de exclusién

-Hombres

-Extranjeras

-Pacientes con cancer de mama secundario
-Menores de 25 afos

-Relacionadas
*En este estudio se consideré como mexicanas, a mujeres nacidas en México, con padres
y abuelos también nacidos en México. Y se consideréd como sanas, a aquellas mujeres sin

diagndstico de cdncer de mama primario al momento de la toma de muestra.

Poblacion abierta

En lo que respecta a la poblacidn abierta se emplearon muestras del banco de DNA de la
Dra. Julieta Rubio correspondientes a individuos mexicanos no relacionados que donaron
sangre al banco de sangre del Hospital 20 de Noviembre del ISSSTE de la Ciudad de
México, en el periodo de Octubre del 2001 a Noviembre del 2004, que respondieron un
cuestionario acerca de su lugar de nacimiento, asi como el de sus padres y abuelos, edad,

género, factores de exposicion, etc.

Estimacion del tamafio de la muestra (poblacion abierta, casos y controles)

Se realizd un estudio piloto con una muestra de 100 individuos poblacién mexicana
abierta para obtener las frecuencias alélicas del polimorfismo CYP1B1*3, y asi estimar el
tamafno de muestra necesario que permita obtener resultados confiables

estadisticamente significativos, para ello se utilizé la siguiente féormula:

2
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Donde:
7% 0= 1.96 (95% confianza)
d?= 0.05 error estandar

py g=depende del geny de la variabilidad en |la poblacién analizada

Estimacion del numero de individuos necesarios para obtener la frecuencia del

polimorfismo CYP1B1*3 en poblacién mexicana: n= (1.96)?(.54)(.46)/ (0.05)%= 382

Para el polimorfismo CYP1A1*2A se tomaron las frecuencias de un estudio previo en

poblacion mexicana sana (Pérez-Morales, 2010).

El tamano de muestra necesario para el estudio de asociacidn (casos y controles) se

estimo con la siguiente formula:

_ ‘:1-%\1210(1710) + :1-|3\j})1(17})1)+ pzllfpz) |

2

\ Py— P
p,+p B wp,
w es una idea del valor aproximado del OR que se desea estimar
P; es la frecuencia de la exposicidén entre los casos
P la frecuencia de la exposicidon entre los controles

Estimacion del nimero de individuos necesarios por grupo (casos y controles) para
detectar una asociacién entre el polimorfismo CYP1A1*2A y el riesgo de padecer cancer

de mama (OR= 2) en mujeres mexicanas:

n=[(1.96 \/ 2(0575)(1-0.575) 4 84 Joseiroce) -ossiio.m) )/(0.66-0.49)])%= 132 individuos



Estimacién del numero de individuos necesarios por grupo (casos y controles) para

detectar una asociacion entre el polimorfismo CYP1B1*3 y el riesgo de padecer cancer de

mama (OR= 2) en mujeres mexicanas:

n=[(1.96 V ***¥*%% 4 084 x/ PN =003 g 47.0.31)]%= 144 individuos

Purificacion del DNA

A partir de una muestra de sangre total de 2mL o mds, con EDTA como anticoagulante, se

purifico el DNA por el método reportado por Lahiriy Nurnberger (1991).

Analisis genotipico de CYP1A1*2A

Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos: 5°'TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT 3" y 5'CAG

TGA AGA GGT GTAGCCGCT 3.

Para la reaccién de PCR se utilizaron 50ng de DNA gendmico, 0.2mM de dntp’s, 20 pM de

cada oligonucledtido, 1 uL de buffer 10X, 1.5mM de MgCl,, 1U de Taqg Polimerasa

Recombinante y H,O MQ para completar un volumen de 10uL. La amplificacién fue

realizada en un termociclador Rapid Cycler de Idaho Technology, y las condiciones fueron

las siguientes:

Tabla 2.1 Condiciones para la amplificacion de CYP1A1*2A

No. ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Desnaturalizacién 5 min 942 C
Desnaturalizacion 30 seg 940 C
35 Alineamiento 30 seg 55¢
Extension 30seg 720 C
1 Extension Final 5 min 720 C




El producto del PCR, el cual corresponde a un fragmento de 350 pb, fue digerido conla
enzima de restriccion Mspl, esta enzima reconoce el sitio 5°...CCGG...3’ que se pierde en el

gen CYP1A1 por la transicion T-> C en la posicion 6235.

Las condiciones de restriccion utilizadas fueron las siguientes: 1uL de buffer 2 10x, 0.1uL
de Mspl (20 unidades), 2ulL de producto de PCRy 6.9ul de agua. Se digiere a 372C toda la

noche y se corre en gel de agarosa al 2%.

Los alelos se determinaron de la siguiente manera: dos fragmentos de 250 y 150pb para el
alelo C (CTG), y un fragmento de 350pb para el alelo T (GTG). Los genotipos se muestran
en la Figura 2 ( Lineas 8 y 9 corresponden al wild type (TT), las lineas 3, 4, 6 y 7 al heterécigo (TC)

y las lineas 1, 2 y 5 al homécigo mutante (CC)).

Y B B¢« 350 pb

Figura 2.1 Analisis de RFLP’s para CYP1A1*2A.

Anidlisis genotipico de CYP1B1*3
Los genotipos se determinaron mediante PCR-RFLP; los oligonucledtidos utilizados fueron:
5'- TCACTTGCTTTTCTCTCTCC - 3" (forward); 5-AATTTCAGCTTGCCTCTTG — 3’ (reversa)

reportados por Zheng et al. (2000).

Para la reaccion de PCR se utilizaron 50ng de DNA gendmico, 0.2mM de dntp’s, 20 pM de
cada oligonucledtido, 1 pL de buffer 10X, 1.5mM de MgCl,, 1U de Tag Polimerasa

Recombinante y H,O MQ para completar un volumen de 10uL. La amplificacion fue



realizada en un termociclador Rapid Cycler de Idaho Technology, y las condiciones fueron

las siguientes:

Tabla 2.2 Condiciones para la amplificacién de CYP1B1*3

No. ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Desnaturalizacidn 5 min 942 C
Desnaturalizacidn 40 seg 942 C
40 Alineamiento 40 seg 592 C
Extension 40seg 720 C
1 Extension Final 5 min 720 C

El producto de PCR corresponde a un fragmento de 650 pb, y se visualizd en gel de

agarosa al 1%, por tincidon de bromuro de etidio 10mg/mL en el buffer TBE 0.5X.

Para identificar el polimorfismo *3 se utilizd la enzima de restriccién Eco57/, esta enzima
reconoce el sitio 5’...CT G A A G...3’ que se pierde en el gen CYP1B1 por la transversiéon

C—> G enla posicion 4326 del exdn 3.

Las condiciones de restriccion utilizadas fueron las siguientes: 0.6uL de buffer G 10x,
0.2uL SAM, 0.6uL de Eco 57/, 3.1 pL de producto de PCR y 5.5ulL de agua. Se digiere a 372C

toda la noche, y se corre en gel de agarosa al 2%.

Los alelos se determinaron de la siguiente manera: dos fragmentos de 310 y 340pb para el
alelo Leu (CTG), y un fragmento de 650pb para el alelo Val (GTG). En la Figura 2 se
observan los diferentes genotipos (Lineas 1, 3 y 4 corresponden al wild type (Leu/Leu),

las lineas 2, 6y 7 al heterécigo (Leu/Val) y la linea 5 al homdcigo mutante (Val/Val)).



Figura 2.2 Analisis de RFLP’s para CYP1B1*3.

Obtencidn de frecuencias genotipicas y alélicas
Para obtener las frecuencias genotipicas y alélicas de ambos genes, se utilizaron las

siguientes férmulas:

Frecuencias genotipicas

P=NAA*100/N total
H=Na,a*100/N total
Q=N,,*100/N total

Frecuencias alélicas

Alelo A= 2P+1/2H /total alelos
Aleloa=1-P

Analisis estadisticos
Para determinar si el gen CYP1B1 se encontraba bajo el Equilibrio de Hardy-Weinberg se

utilizé el programa Genepop 4.0.10.

A partir de tablas de contingencia de 2x2 se calcularon OR’s (Odds ratio/razén de

momios) para medir la fuerza de la asociacién entre los genotipos y el riesgo de cancer; los



intervalos de confianza (IC) fueron del 95%. Se aplicé la prueba exacta de Fisher para

determinar la significancia estadistica.

Se realizaron analisis estratificados para analizar el posible efecto de otros factores de

riesgo.

Las pruebas estadisticas se realizaron en los programas GraphPad Prism 5 y STATA version
10. También se utilizdé el programa no paramétrico Multifactor-Dimensionality Reduction

(MDR) para evaluar la interaccion de ambos polimorfismos.



Il. RESULTADOS Y DISCUSION

Poblacion abierta

Caracteristicas de la poblacion analizada

Se analizaron 382 individuos mexicanos en un rango de edad de 18 a 93 aios, la mayoria

se distribuye entre los 37 y los 46 afios (Grafica 3.1). El 43.6% corresponde a mujeres y el

56.4% a hombres.

Frecuencia
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Grafica 3.1. Categorias de edad en la poblacién abierta

De acuerdo con el origen de los individuos incluidos en este estudio hay una mayor

representacion de la zona centro-sur del pais, principalmente del Distrito Federal y del

estado de México, seguido por los estados de Michoacan, Veracruz, Puebla, Guerrero,

Jalisco, Guanajuato, Oaxaca e Hidalgo.

Es necesario considerar el linaje del grupo étnico al que pertenece la muestra, pues

existen fluctuaciones en las frecuencias de los polimorfismos en una misma poblacidn,

dependiendo del lugar de origen de los individuos, ya que la exposicidon ambiental y la

susceptibilidad genética es distinta en cada poblacidn (Pérez-Morales, 2006; Silva-Zolezzi

et al., 2009), esto ultimo debido a los antecedentes propios de cada poblacion, es decir, a



las diferentes historias de mezclas entre nativos americanos con europeos, asiaticos,

africanos, etc. y a la dindmica particular de cada poblacion.

Por ejemplo, en los estados del norte del pais como Jalisco y Nuevo Ledn, la mezcla se
llevé a cabo entre indigenas mexicanas con europeos principalmente, mientras que en
estados como Veracruz y Guerrero la mezcla predominante fue con esclavos africanos
(Buentello et al, 2003 en Pérez-Morales, 2006). Estas evidencias de diferencias genéticas
entre las subpoblaciones mexicanas deben ser consideradas en el disefio y analisis de

estudios de asociacion de enfermedades complejas, como lo es el cancer.

Algunos autores han utilizado las variaciones en las frecuencias de los tipos sanguineos
ABO como un indicador de poblaciones mezcladas (Lisker, 1981). En este sentido, Pérez-
Morales (2006) analizé la frecuencia del sistema sanguineo (ABO) en una muestra de
poblacién sana (que incluye a los 382 individuos analizados en este estudio) y encontré
gue ésta correspondia a la poblacion mestiza mexicana reportada por Lisker, 1981. De
acuerdo con el andlisis anterior y tomando en cuenta que los individuos incluidos en este
estudio son mexicanos, al menos por tres generaciones, es probable que la muestra aqui

analizada también corresponda a dicha poblacién.

Frecuencias del polimorfismo CYP1B1*3 en poblacidn mexicana

Se genotipificé la muestra de poblacion abierta como se describe en materiales y métodos
y se obtuvieron las siguientes frecuencias genotipicas: Leu/Leu (0.53), Leu/Val (0.31) y
Val/Val (0.16). Las frecuencias alélicas fueron: Leu (0.69) y Val (0.31). Estas se encontraron

bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg.

El equilibrio de Hardy-Weinberg enuncia que en una poblacion ideal (diploide, de grandes
proporciones, con reproduccion sexual y de apareamiento aleatorio), las frecuencias
alélicas no cambian en el tiempo y se comportan de acuerdo con la siguiente regla

matematica: p2+2pg+g2. En las poblaciones humanas frecuentemente se cumplen los



supuestos, sin embargo hay algunas excepciones que se dan cuando las poblaciones son
aisladas (endogamia), cuando los alelos estan sujetos a seleccién o cuando existen errores
en las estimaciones estadisticas de la muestra (Pérez-Morales, 2006). Debido a lo anterior
se puede considerar que las frecuencias no han cambiado por algun tiempo y es probable

que las diferencias entre los grupos étnicos se deban a la mezcla entre ellos.

La frecuencia del polimorfismo CYP1B1*3 encontrada en poblacion mexicana (0.31) es
similar a la reportada en poblacién Latina (0.34) de Estados Unidos, lo cual es légico si se
considera que cerca del 60% del total de la poblacién Latina de este pais es de
ascendencia mexicana. Por otra parte, dicha frecuencia es algo menor que en poblacién
caucasica (0.41-0.43), etiope (0.43) e india (0.49), pero mayor que en poblacién japonesa
(0.20), hawaiana (0.20) y china (0.17). La frecuencia del polimorfismo es mas alta en

afroamericanas (0.69-0.76).

Dada la composicion étnica de la poblacion mexicana no resulta raro que este
polimorfismo se presente con una frecuencia intermedia entre las reportadas para
poblaciones asidtica y caucasica, lo anterior de acuerdo con la mezcla entre estos grupos
dadas las migraciones histéricas que se han documentado en el continente americano; en
primer lugar la migracidon asiatica por el estrecho de Behring y posteriormente a la
migracion europea debida a la conquista del continente americano en el siglo XVI (Garte,

1998; Pérez-Morales, 2006).

Si se compara la frecuencia de este polimorfismo en las diversas poblaciones analizadas,
con la tasa de incidencia del cancer de mama en las mismas, se puede observar que, en
general, las poblaciones con una baja frecuencia del polimorfismo (China y Japdn) tienen
las menores tasas de incidencia y viceversa (excepto en afroamericanas). Esto concuerda
con un meta-andlisis basado en 13 estudios (Paracchini et al., 2007), cuyos resultados

indican que no hay una asociacion del polimorfismo CYP1B1*3 con el riesgo de padecer



esta enfermedad en poblacién asidtica, pero si en poblaciones caucasicas; Y que hay una

asociacioén inversa en poblaciones afroamericanas.

Casos y controles

Caracteristicas de la poblacién analizada

El tamafio de muestra estimado para el estudio de asociacion de los polimorfismos
CYP1A1*2A y CYP1B1*3 con el riesgo de padecer cancer de mama en mujeres mexicanas
fue de 132 y 144 respectivamente, sin embargo, este niumero no fue alcanzado debido
principalmente a la disponibilidad de muestras sanguineas de pacientes con cancer de
mama primario, y en segundo lugar, a que algunas de las muestras colectadas se
descartaron ya que el expediente respectivo no contaba con la informacién necesaria, o

bien, a que el DNA aislado no amplifico.

En este estudio se incluyeron 86 mujeres con cancer de mama primario pareadas por edad
con 86 mujeres sanas. La edad media fue de 47.44 + 10.22 afios (rango 28-81) y 47.58 +

10.77 aios (rango 27-83) respectivamente.

En el 59% de las mujeres con cancer de mama, éste se presenta antes de los 50 afios,
siendo el grupo de edad mds afectado el de los 46-55 afios con una frecuencia de 38%,
seguido por el grupo de 37 a 45 afios (Grafica 3.2). El 53.5% de los casos corresponde a

mujeres premenopausicas.

Lo anterior es similar a lo reportado por Rodriguez-Cuevas y colaboradores (2001) en
mujeres mexicanas y contrasta con lo observado en mujeres de los Estados Unidos, donde
la edad media a la que se presenta esta neoplasia es de 63 afios, asi como en mujeres de
paises europeos, donde sélo una cuarta parte de las pacientes son menores de 50 afios, y

tres cuartas partes son postmenopausicas.
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Grafica 3.2. Categorias de edad en pacientes con cancer de mama



En la Tabla 3.1 se compara la distribucién de casos y controles segin determinadas
caracteristicas consideradas como factores de riesgo; se observan diferencias entre ambos

grupos en lo que respecta al consumo de anticonceptivos y alcohol.

Debido a que el cdncer de mama se atribuye principalmente a la accidén de los estrogenos
es muy importante tomar en cuenta este factor. Cabe resaltar que mientras que en los
controles el 45% corresponde a mujeres que han tomado anticonceptivos hormonales
solo el 28% de los casos menciona haberlos tomado. Esto puede deberse a un nivel
socioecondmico mayor entre los controles, pues se ha visto que éste influye en el estilo de
vida cambiando patrones reproductivos e incrementando el uso de anticonceptivos, o
bien, a que la susceptibilidad genética individual juega un papel importante en el
desarrollo del cancer, esto se pone de manifiesto en un mayor porcentaje (72%) de
mujeres que no consumen anticonceptivos y que sin embargo desarrollan cancer de

mama.

En cuanto al consumo de alcohol cabe mencionar que aunque el 43% de los controles
acepta tomar alcohol ocasionalmente, en comparacién con el 4% de los casos, se
considera que so6lo el consumo diario (1 a 2 copas) aumenta modestamente el riesgo de
padecer cancer de mama (Hulka y Moorman, 2001), por lo que las diferencias de este
estudio, debidas a un consumo ocasional (1 vez al mes, sélo en eventos sociales) resultan

irrelevantes.



Tabla 3.1. Distribucion de factores de riesgo entre casos y controles

Casosn (%) Controles n (%) P
Edad
<40 21 (24.42) 21(24.42) 0.978
40-55 50 (58.14) 51 (59.30)
>55 15 (17.44) 14 (16.28)
IMC
<6=25 32 (37.21) 28 (32.56) 0.145
26-30 30(34.88) 42 (48.84)
>30 24 (27.91) 16 (18.60)
Menarca
<12 18 (20.93) 17 (19.77) 0.182
12-14 52 (60.47) 61 (70.93)
>14 16 (18.60) 8(9.30)
Estado menopausico
Premenopdusicas 46 (53.49) 53 (61.63) 0.280
Posmenopausicas 40 (46.51) 33 (38.37)
Edad de la menopausia
<45 afios 9(10.47) 9(10.47) 0.284
45-55 afos 28 (32.56) 24 (27.91)
>55 afios 3(3.49) 0(0.00)
Paridad
> 5 hijos 4 (4.65) 6 (6.98) 0.722
1-5 hijos 62 (72.09) 62 (72.09)
nulipara 19 (22.09) 18 (20.93)
Edad al 1er Embarazo
<20 afios 17 (19.77) 14(16.28) 0.752
20-30 afios 43 (50.00) 43 (50.00)
>30 afios 7(8.4) 11 (12.79)
Anticonceptivos
Nunca 62 (72.09) 47 (54.65)  0.059
<5afios 17 (19.77) 27 (31.40)
>5afios 7(8.14) 12 (13.95)
THR
No 83(96.51) 77 (89.53)  0.1317
Si 3(3.49) 9 (10.47)
Historia familiar de CaMa
Sin antecedentes 78 (90.70) 73 (84.88) 0.230
Parientes 22 grado 2(2.33) 7 (8.14)
Parientes ler grado 6 (6.98) 6 (6.98)
Alcohol
Nunca 82 (95.35) 39 (45.35)  0.000
Ocasional 3(3.49) 37 (43.02)
Frecuente 1(1.16) 10(11.63)
Tabaquismo
Nunca 76 (88.37) 71(82.56)  0.295
Ocasional 3(3.49) 8(9.30)
Frecuente 7 (8.14) 7 (8.14)

* Fisher's exact test



Frecuencias de los polimorfismos

Se identificaron los genotipos para ambos grupos y los resultados obtenidos fueron los
siguientes: 30% de los casos presenta los genotipos de riesgo CC (CYP1A1*2A) y el 12% el
Val/Val (CYP1B1*3) y alrededor del 35% son heterdcigos (Tablas 3.2 y 3.3).

Aunque un porcentaje mayor (30%) de los pacientes son homacigos mutantes (CC) para el
polimorfismo CYP1A1*2A comparado con los controles (20%), y pareciera haber un ligero
incremento en el riesgo debido a este genotipo (Tabla 3.2), el analisis estadistico no
permite encontrar ninguna asociacion significativa entre este polimorfismo y el riesgo de

padecer cdncer de mama.

Tabla 3.2. Asociacién de CYP1A1*2A con el riesgo de padecer cancer de mama

Genotipo CYP1A1*2A Casos Controles OR P
(n=86) (n=86) (1C 95%)

Todas las mujeres

T 31(36.05) 32(37.21) 1

TC 29 (33.72) 37(43.02) 0.81(0.405-1.62) 0.5986

ccC 26 (30.23) 17(19.77) 1.58(0.719-3.47) 0.3219

Mujeres premenopausicas

T 19 (46.34) 19(35.85) 1

TC 15 (36.59) 24 (45.28) 0.63(0.253-1.55) 0.3626

cC 7(17.07) 10(18.87) 0.70(0.220-2.23) 0.5742

Mujeres postmenopausicas

T 12 (26.67) 13(39.39) 1

TC 14 (31.11) 13(39.39) 1.17 (0.393-3.47) 1.0000

cC 19 (42.22) 7(21.22) 2.94(0.913-9.47) 0.0889

Sin embargo el estatus menopdausico parece modificar dicha asociacién, pues cuando se
estratifica en mujeres pre y postmenopausicas, se observa un claro aumento del riesgo
debido al polimorfismo CYP1A1*2A (genotipo CC) en mujeres postmenopdusicas
(OR: 2.94; IC 95%: 0.913-9.47; P= 0.0889), este es marginalmente significativo, lo que
sugiere que de aumentarse el tamafio de muestra muy probablemente se encuentren

diferencias significativas.



Lo anterior concuerda con lo encontrado por Huang et al. (1999b) y Shen et al. (2006)
quienes encontraron un OR de 2.97 (IC 95%: 1.03-8.72) y de 2.22 (IC 95%: 1.26-3.85) en
mujeres chinas postmenopausicas y mayores de 45 afios respectivamente. Esto puede
deberse al efecto acumulativo de la exposicion a distintos factores ambientales que hacen
gue el avance de la edad sea un factor de riesgo importante para presentar cualquier tipo

de cancer.

En cuanto al polimorfismo CYP1B1*3 este parece tener un efecto protector,
particularmente en mujeres postmenopausicas (OR: 0.41; IC 95%: 0.156-1.09; P=0.0911)
portadoras del genotipo Leu/Val (Tabla 3.3). Esto difiere de lo reportado en la literatura
para las distintas poblaciones analizadas. No obstante, hay que recordar que el tamafio de
muestra quedd por debajo del tamafio minimo necesario para detectar una asociacion

significativa entre el polimorfismo y el riesgo de padecer cancer de mama.

Tabla 3.3. Asociacién de CYP1B1*3 con el riesgo de padecer cdncer de mama

Genotipo Casos Controles OR P
CYP1B1*3 (n=86) (n=86) (1C 95%)

Todas las mujeres

Leu/Leu 45(52.33) 37(43.02) 1

Leu/Val 31 (36.05) 35(40.70) 0.73(0.380-1.40) 0.4086
Val/Val 10 (11.63) 14 (16.28) 0.59(0.234-1.48) 0.3532
Mujeres premenopausicas

Leu/Leu 19 (46.34) 24(45.28) 1

Leu/Val 17 (41.46) 18(33.96) 1.19(0.487-2.92) 0.8200
Val/Val 5(12.20) 11(20.76) 0.57(0.170-1.94) 0.5520
Mujeres postmenopausicas

Leu/Leu 26 (57.78) 13(39.39) 1

Leu/Val 14 (31.11) 17 (51.52) 0.41(0.156-1.09) 0.0911
Val/Val 5(11.11) 3(9.09) 0.83 (0.172-4.04) 1.0000

Cuando se evalua el efecto aditivo de ambos polimorfismos sobre el riesgo de padecer
cancer de mama (Tabla 3.4) se pone de manifiesto que las combinaciones genotipicas

cobran importancia, pues en el caso de la combinacion de ambos homacigos mutantes



(CC+ Vval/val), ésta muestra un OR (1.41) ligeramente menor al encontrado para el

homdcigo CC (OR=1.58) del polimorfismo CYP1A1*2A.

Tabla 3.4 Efecto combinado de los genotipos de CYP1A1*2A y CYP1B1*3

Casos Controles OR (IC 95%) P
(%) (%)
TT+ Leu/Leu 17 (19.77) 16 (18.60) 1

Combinaciones™ 66 (76.74) 68 (79.07) 0.91 (0.426-1.96) 0.8480
CC+ Val/val 3(3.49) 2(2.33) 1.41 (0.208-9.59) 1.0000

* con 1 a 3 alelos de riesgo

Lo anterior se hace mas evidente en la figura 3.3, ésta se obtuvo utilizando el modelo no
paramétrico MDR que no asume un modelo aditivo de riesgo, es decir, no asigna valores
de riesgo de acuerdo con el genotipo, sino que compara los valores observados en casos
(barras de la izquierda) y en controles (barras de la derecha) y muestra su distribucién en
celdas de acuerdo con la combinacién de genotipos (0O=wild type; l=heterdcigo; 2=
homacigo mutante). Los patrones de las celdas de alto y bajo riesgo difieren en cada una
de las diferentes dimensiones multilocus, lo cual es una evidencia de epistasis (interaccion

gen-gen).

Particularmente se puede observar que la combinacién de los heterécigos de ambos
polimorfismos resulta en un bajo riesgo de padecer cdncer de mama. En la fila 2 del
CYP1A1 todas las celdas son de alto riesgo, de manera analoga a lo que ocurre en la
columna 0 del CYP1B, esto ultimo sugiere que en nuestra poblaciéon el alelo de riesgo
(polimorfismo CYP1B1*3) es el silvestre (Leu) y no el homécigo mutante (Val), esto se
asemeja a un par de estudios en poblacion china (Zheng et al.,2000; Jiao et al., 2010) y a
uno en poblaciéon caucasica (Listgarten et al., 2004), sin embargo el tamafio de muestra de
este estudio no permite encontrar ninguna asociacion significativa, por lo que estas

interpretaciones deben tomarse con reserva.
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Figura 3.3 Combinaciones genotipicas asociadas con un riesgo alto o bajo de cancer de mama
esporadico. Distribucion de los casos (barras de la izquierda) y de los controles (barras de la
derecha) por celda, para cada combinacion genotipica (O=wild type; 1=heterdcigo; 2= Homécigo

mutante).

Figura 3.4 Interaccion grafica entre los polimorfismo CY1A1*2Ay CYP1B1*3

Por otro lado, el color azul del dendograma de la figura 3.4 muestra redundancia entre
ambas variantes polimodrficas. Es normal que haya superposicién parcial de funciones
(redundancia) entre miembros de una familia tan importante como la de los CYPs, que
opera sobre una compleja variedad de moléculas endégenas (esteroides, acidos grasos,
prostaglandinas, etc) y exdgenas (farmacos, carcindgenos quimicos, mutagenos vy

contaminantes ambientales).



En la mayoria de las especies de mamiferos, la hidroxilacion aromatica del E, se produce
principalmente en el carbono 2 por accién del CYP1A1 y en menor medida en el carbono
4, tanto por la accién del CYP1B1 como por la del CYP1ALl. Esta falta de especificidad del
CYP1A1, y probablemente de otros CYPs, permite una alternancia en las vias metabdlicas

de los estrégenos, impidiendo que su metabolismo quede truncado.

También se analizé el estatus del RE en las pacientes con cdncer de mama para
determinar si se relacionaba con el genotipo y/o con el estado menopausico (Tablas 3.5y

3.6). No se encontrd ninguna correlacion.

Tabla 3.5. Andlisis de genotipos y el estatus del RE en pacientes mexicanas con cancer de mama

Genotipo RE + (n=39) RE - (n=41) P

CYPIAI*2A

T 13 (33.3%) 17 (41.5%) 0.4952
TCy CC 26 (66.7%) 24 (58.5%)
CYP1B1*3

Leu/Leu 17 (43.6%) 24 (58.5%) 0.2632

Leu/Val; Val/Val 22 (56.4%) 17 (41.5%)

Tabla 3.6. Estado menopdusico y estatus del RE en pacientes mexicanas con cancer de mama

Estado menopdusico RE +(n=39) RE-(n=43) P

Premenopdusicas 16 (41.03%) 23 (58.97%) 0.2778

Postmenopausicas 23 (53.49%) 20 (46.51%)

En la mayoria de los casos de cancer de mama que se presentan en mujeres
premenopdusicas, éstas son negativas para el RE, lo contrario ocurre en las pacientes

posmenopausicas, que son en su mayoria positivas para el RE. Como se discutid



anteriormente, la presencia de receptores hormonales positivos en células tumorales,
ocurre diferencialmente entre las mujeres pre y postmenopausicas y da como resultado

diferentes caracteristicas de la enfermedad.

Finalmente, algunas limitaciones de este estudio deben tenerse en cuenta al interpretar
los resultados. En primer lugar, el tamafio de la muestra de este estudio fue relativamente
pequefio, lo que impide que algunos efectos observados de los polimorfismos genéticos
alcancen significancia estadistica, y en segundo lugar la confiabilidad de algunas variantes

empleadas es dudosa.



IV. CONCLUSIONES

De acuerdo con los datos obtenidos en este trabajo, la frecuencia del polimorfismo
CYP1B1*3 en poblacidn abierta fue de 0.31. Esta frecuencia es similar a la reportada en

poblacién Latina, e intermedia entre las reportadas para poblaciones asidtica y caucdsica.

El tamano de muestra resulta insuficiente para realizar alguna asociacion entre los
polimorfismos de riesgo con la susceptibilidad a padecer cdncer de mama, sin embargo el
polimorfismo CYP1A1*2A se asocia con un aumento marginalmente significativo del riesgo
de padecer cdncer de mama, particularmente en mujeres postmenopausicas con el
genotipo CC lo que sugiere que este polimorfismo puede jugar un papel importante en la
etiologia del cancer de mama en nuestra poblacién. Contrariamente el polimorfismo
CYP1B1*3 parece tener un efecto protector particularmente en mujeres

postmenopausicas portadoras del genotipo Leu/Val.

V. PERSPECTIVAS

Debido a que las enfermedades que involucran la interaccién genotipo-medio ambiente
han incrementado su incidencia en los ultimos afios y a que los factores determinantes en
el desarrollo de la enfermedad son: la exposicidn, el estilo de vida y la carga genética,
resulta importante la identificacidon de variantes genéticas vinculadas con un mayor riesgo
a presentar este tipo de enfermedades. Tal es el caso de las variantes enzimaticas
CYP1A*2A y CYP1B1*3 que juegan un papel muy importante en el metabolismo primario
de los estrégenos y se han propuesto como posibles biomarcadores de susceptibilidad

genética a cdncer de mama.



Esta investigacion pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios que incluyan un
mayor numero de pacientes y de otros marcadores en el desarrollo de la enfermedad,
como pueden ser genes que participan en la desintoxicacion de los metabolitos
carcinogénicos del metabolismo de los estrégenos como la catecol O-metiltransferasa
(COMT) y las glutatidon S-transferasas (GSTs). Ademas seria importante evaluar genes de la

sintesis de estrogenos, particularmente la aromatasa (CYP19).

El analisis genédmico del cancer de mama puede contribuir al desarrollo de nuevas
herramientas de prediccion de riesgo y respuesta terapéutica, asi como al desarrollo de

nuevos farmacos.






INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM

MUIJERES MEXICANAS SANAS (CONTROLES)

Fecha:

Nombre:

Fecha de nacimiento

Edad: Estatura: Peso:

Lugar de nacimiento: Lugar de residencia:

¢A qué edad comenzé la menarca (menstruacion)?

Si es el caso (A qué edad empezé la menopausia?

é¢Cuantos embarazos ha tenido?

¢A qué edad tuvo cada uno de ellos?
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¢Ha utilizado anticonceptivos hormonales?

éPor cuanto tiempo?:

¢Qué tipo de anticonceptivos hormonales utilizé (inyectado,

¢Ha tomado terapia hormonal de reemplazo?

éPor cuanto tiempo?

éSus padres son mexicanos por nacimiento?

¢En qué estado de la republica nacieron?:

Padre: Madre:

oral,

éSus abuelos son mexicanos por nacimiento?:

¢éEn qué estado de la republica nacieron?

Abuelo paterno: Abuelo materno:

Abuela paterno: Abuela materno:

é¢Consume bebidas alcohdlicas?:

parche)?



éCon qué frecuencia?

a) Unavezalasemana

b) Unavez al mes

c) Sodlo en eventos sociales

d) Comunmente hasta la embriaguez

e) Otra:

¢En qué consiste su dieta alimenticia? (Favor de enumerarlos en orden de consumo)

a) Verduras

b) Frutas

c) Cereales

d) Carneroja

e) Carne blanca

f) Comida chatarra

éFuma? éCon que frecuencia?

¢Cuantos cigarros al dia?

¢Es fumador pasivo?

¢Cudl es su ocupacion actual?

¢Ha estado expuesto a disolventes, pinturas, barnices, gasolina, thiner: durante

cuanto tiempo?




é¢Actualmente esta tomando medicamentos 6 vitaminas?

¢Cudl(es)?

¢Tiene antecedentes familiares de diabetes (indicar quién, padres, abuelos, hermanos, etc.)

?

¢Tiene antecedentes familiares de presion alta (indicar quién, padres, abuelos, hermanos,

etc.)?:

éTiene antecedentes familiares de cancer (indicar quién o] quiénes)?

¢Qué tipo de tumor?

Gracias por su colaboracién
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