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RESUMEN

Durante los ultimos afios y debido a los cambios de habitos que hemos adoptado, se han
incrementado los indices de algunas enfermedades que anteriormente no eran tan
frecuentes. Una de estas es el cancer. El cancer es multifactorial por lo que en algunos
casos es dificil saber cudles son las causas que pueden llegar a hacer que se origine. El
cancer de mama es una enfermedad que se ha incrementado en todo el mundo, en
México ha llegado a ser la primera causa de muerte en las mujeres desplazando al cancer
de Cérvix. La falta de informacion que se tiene respecto a la enfermedad en conjunto a los
diversos factores ambientales que pueden llegar a hacer méas susceptibles a las mujeres
a desarrollarlo han colocado al cancer de mama en los focos rojos de la mortalidad en
nuestro pais ya que en casos avanzados es muy dificil que las mujeres puedan sobrevivir
a la enfermedad.

Los factores reproductivos son importantes para que se pueda llegar a desarrollar el
cancer de mama, los estrégenos juegan un papel importante ya que estos fomentan el
crecimiento y desarrollo celular. El gen ESR1 que codifica para la proteina de Receptores
de Estrogeno o (RE) actia como factor de transcripcion que se une al ADN con el fin de
regular la expresion génica; este gene ha sido uno de los mas estudiados y se han
encontrado mutaciones de tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) por sus siglas en
inglés, las cuales pueden estar involucradas con el desarrollo de cancer de mama. De
estas variantes los polimorfismos Xbal y Pvull han sido los mas estudiados en diferentes
poblaciones; el polimorfismo Xbal ha sido relacionado con diferentes enfermedades como
son el aumento en el indice de la masa corporal, el riesgo de esclerosis de valvula aortica,
la densidad mamaria y el riesgo de cancer de mama. En México hasta el momento no se
han realizado estudios que relacionen al polimorfismo Xbal con el riesgo de desarrollar
cancer de mama por lo que este estudio fue uno de los precursores para conocer si existe
relacion alguna entre estas dos variables.

El estudio conto con la participacion de 107 mujeres mexicanas, de las cuales 53 fueron
controles y 54 fueron casos, todas ellas pacientes del servicio de Oncologia del Hospital
Juarez de México. A cada una de las pacientes les fue tomada una muestra de sangre, de
la cual se extrajo ADN el cual sirvid para identificar por medio de la sonda Xbal mediante
PCR tiempo real, si este sitio estaba presente tanto en las mujeres sanas como en las que
presentan cancer de mama. Posteriormente los resultados fueron analizados mediante el
programa STaTa para conocer si existe relacion estadistica entre la presencia del
polimorfismo y las mujeres que presentaron cancer de mama comparadas con las
mujeres sanas

En nuestro estudio los resultados no mostraron relacion alguna entre el desarrollo de
cancer de mama y la presencia del polimorfismo Xbal, en ambas poblaciones, casos y
controles, fueron similares los genotipos presentes por lo cual no encontramos alguna
diferencia estadistica entre ambas poblaciones. Esto puede ser atribuido al tamafio de
nuestra poblacion, podemos decir que si aumentamos el nimero de esta, podriamos ver
algin cambio en los genotipos lo que probablemente nos muestre si existe relacion o no
entre el polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer de mama.



Introduccién

A lo largo del tiempo han existido variaciones notables en la salud del hombre, esto
debido principalmente a los diferentes cambios de habitos a los cuales nos hemos
visto obligados a adoptar. El incremento en la contaminacion, la sobre exposicion
con agentes quimico-téxicos, el aumento del sedentarismo, la pobreza, la mala
calidad del aire, entre otros factores externos e internos, influyen directamente en la
salud publica, debido a esto ha aumentado el numero de casos de enfermedades
que en el pasado no eran tan frecuentes, lo que se ha vuelto un problema
principalmente para los paises desarrollados y subdesarrollados (OMS, 2013). La
salud publica es el resultado de la interaccidén de estos y muchos mas factores con
los cuales convivimos diariamente, debemos tener en cuenta que cada persona
responde de manera diferente a cada uno de estos factores, algunos son mas
susceptibles a determinados compuestos 0 a determinados factores que otros.
Actualmente el cancer es una de las principales enfermedades que ha aumentado
durante los ultimos afios, se presenta en las personas no importando su edad, sexo
o nivel socioecondémico, es una enfermedad compleja debido a las diversas
asociaciones que pueden existir entre factores externos y el desarrollo de la
enfermedad (American Cancer society, 2013).

EL CANCER

El desarrollo de cancer en las células se debe principalmente a que estas sufren
dafios a nivel genético (ADN), los cuales no son reparados como comunmente
ocurre en las células normales. En algunos casos estas mutaciones se van
acumulando, lo que provoca un desajuste en la expresion de algun gen o el
desarrollo inadecuado de una proteina la cual puede intervenir directamente en el
control de la proliferacion de las células (Figura 1) (American Cancer Society,
2013).
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Figura 1. Muerte natural de las células y la acumulacién de mutaciones que pueden
provocar el surgimiento de una célula cancerosa (American Cancer Society, 2014)

Las personas pueden heredar un ADN dafiado, pero la mayoria de las
alteraciones del ADN son causadas por errores que ocurren durante la
reproduccion de una célula normal o por algun otro factor ambiental (American
Céancer Society, 2013). Las mutaciones en los protooncogenes pueden resultar en
variantes alteradas u oncogenes los cuales codifican para proteinas que
desencadenan sefiales positivas de proliferacién, lo que contribuye al desarrollo
del cancer (Gonzalez, et al 2007). Los protooncogenes codifican proteinas que de
algun modo pueden influenciar el ciclo celular; ya sea favoreciendo su progresion
a procesos proliferativos o bien inhibiendo los procesos normales de senescencia
y muerte de las células llamada apoptosis (Brandan et al, 2002). La apoptosis es
una forma de muerte celular, caracterizada por cambios morfolégicos y
bioquimicos (Sanchez-Torres y Diosdado, 2003). Las mutaciones en los
protooncogenes pueden resultar en variantes alteradas u oncogenes que codifican
para proteinas que desencadenan sefales positivas de proliferacion, lo que
contribuye al desarrollo del cancer. Los mecanismos de activacion de los
oncogenes y el tiempo del curso de los eventos varian entre los diferentes tipos de
tumores. En tejidos soélidos, cinco o seis eventos mutacionales independientes
pueden contribuir a la formacion del tumor (sustituciones, delecciones,
translocaciones, duplicaciones, etc), a diferencia de las leucemias, donde solo tres
0 cuatro eventos mutacionales son necesarios, presumiblemente, involucrando
diferentes genes (Gonzéalez, et al 2007). En general el cancer no se origina por
una sola causa si no que en su generacion operan multiples factores; por lo que se
le considera una enfermedad multifactorial (Partanen, et al, 2009).



Durante el desarrollo del cancer el surgimiento de tumores es uno de los primeros
sintomas, por esto es importante conocer las diferencias entre un tumor benigno, o
no canceroso Yy uno maligno, o canceroso. Algunas de las caracteristicas
presentes en los tumores benignos y malignos se muestran en la tabla 1.
(Constanza, et al, 2004).

Tumores benignos Tumores malignos

Son de crecimiento lento Algunos son de crecimiento lento, pero con
frecuencia son de crecimiento rapido.

Solo crecen hasta determinado tamafo. Crecen de manera progresiva e invasiva.
No destruyen células normales. Destruye células, tejidos y 6rganos.
Crecen de manera ordenada. Crecen de manera desordenada.
No se propagan a otros tejidos. Se propagan a tejidos de otros érganos del cuerpo

como metastasis.

Normalmente no producen efectos secundarios Puede provocar la pérdida de la funcion de algin
graves. organoy si no se controla su crecimiento pueden
provocar la muerte.

Tabla 1. Caracteristicas entre los tumores malignos y benignos (Constanza, et al, 2004).
Fases del desarrollo del cancer

En la historia de un cancer se pueden describir tres fases (Arvelo y Poupon, 2001)
(Figura 2):

a) Crecimiento local: transformacion de una o varias células de un tejido a partir de
la seleccion de un clon que origina el tumor primario. Aqui la nocion de clon es
relativa, ya que en el momento de la deteccion, el tumor es heterogéneo por
numerosos caracteres, sin descartar que sea posible encontrar elementos
genéticos que prueben el origen comun de las células.

b) Diseminacion micrometastasica o migracion: las células tumorales aisladas o en
pequenos grupos, originadas del tumor primario, pueden permanecer latentes o
proliferar y formar metastasis de inmediato, a mediano o corto plazo. La
caracteristica de esta fase es la de presentar la dificultad para descubrir las
células tumorales aisladas o en micro grupos en 6rganos que no son siempre los
blancos de metastasis, como es el caso de la médula 6sea en el cancer de colon.



c) Proliferacién de células tumorales en érganos distantes del tumor primario: las
células tumorales de un foco metastasico pueden migrar y formar nuevos,
constituyendo una cascada metastésica.
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Figura 2. Imagen donde se muestran las tres principales etapas del origen y desarrollo
del cancer (Asociacion Espafiola Contra el Cancer, 2014)

Factores de riesgo para el desarrollo del cancer

En general, el cancer no se origina por una sola causa, si ho que en su generacion
intervienen multiples factores. Actualmente se han encontrado diferentes factores,
los cuales han sido asociados con el desarrollo de céancer, entre estos se
encuentran: la contaminacion de aire, agua y comida; factores de dieta; obesidad,;
inactividad fisica; tabaquismo; consumo de alcohol; radiacion solar; factores
hormonales; virus; herencia; drogas y algunas actividades ocupacionales.
(Partanen, 2009).

Estos factores se pueden dividir en dos grupos (Bandi, 2011):



a) factores externos (tabaco, organismos infecciosos, alimentacion deficiente,
sustancias quimicas y radiacion).

b) factores internos (mutaciones heredadas, hormonas, problemas
inmunitarios y mutaciones debidas al metabolismo).

Tipos de cancer y su clasificacion

La nomenclatura usada para describir un tumor se usa el sufijo "oma" el cual
generalmente se refiere a un tipo de tumor benigno. Los tumores de los epitelios
glandulares se llaman “adenomas”, a los tumores de los epitelios superficiales se
les denomina papilomas. Normalmente el termino carcinoma y sarcoma se refieren
a tumores malignos de epitelio y tejido conectivo, respectivamente, calificada por
el tejido de origen. Hay numerosas excepciones a esta nomenclatura sistematica;
leucemias y linfomas son tumores malignos de la médula 6sea vy tejido linfoide,
respectivamente, y el melanoma maligno se deriva de las células productoras de
melanina de la piel (Malcolm, 2001). Normalmente se le da el nombre al tipo de
cancer dependiendo del lugar donde se origind, no tomando en cuenta si este ya
se extendié a otras partes del cuerpo. De modo que existen diferentes tipos de
cancer; podemos encontrar cancer de garganta, de pulmaon, piel, higado, cervical,
testiculos, estomago, huesos, mama, entre otros (Constanza, et al, 2004).

Problematica del cancer en el mundo

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que durante el 2012 fue una de
las principales causas de muerte en todo el mundo; en 2012 causé 8,2 millones de
defunciones). Los que mas muertes causan cada afio son los canceres de pulmén,
higado, estobmago, colon y mama. Mas del 60% de los nuevos casos anuales
totales del mundo se producen en Africa, Asia, América Central y Sudamérica.
Estas regiones representan el 70% de las muertes por cancer en el mundo. Se
prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a 22
millones en las préximas dos décadas (OMS, 2013).

Se prevé que, a nivel mundial, la mortalidad por cancer aumentara un 45% entre
2007 y 2030 (pasara de 7.9 millones a 11.5 millones de defunciones), debido en
parte al crecimiento demografico y al envejecimiento de la poblacién (Tabla 2). En
las estimaciones se han tenido en cuenta las ligeras reducciones previstas de la
mortalidad por algunos tipos de cancer en paises con grandes recursos (OMS
2013).



Principales tipos de cancer en los paises en vias de desarrollo

Tabla 2. Principales tipos de cancer en los paises en vias de desarrollo (OMS, 2013)

Los tipos de cancer mas frecuentes son diferentes en el hombre y en la mujer; y
esto esta asociado a los diferentes agentes causales con los que se pueden
encontrar interactuando cada uno. Dentro de los principales grupo de tumores
malignos que encontramos en la poblacion, el cancer de pulmén, traquea,
bronquios, y de préstata afectan principalmente a los hombres mientras que el
cancer de mama y cervix afecta principalmente a la poblacién femenina (Grafica 1
y 2) (INEGI, 2014).
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Grafica 1y 2. Principales tipos de cancer presentes en hombres (izquierda); Principales
tipos de cancer presentes mujeres (derecha) (GLOBOCAN 2013).

En el mundo, uno de los tipos de cancer mas comunes en las mujeres es el de
mama. Tanto su incidencia como su mortalidad se ha incrementado durante los
tltimos afios (Grafica 3). Se ha estimado que una de cada 13 mujeres se ve
afectada a lo largo de su vida por esta enfermedad; aproximadamente cada afio
se diagnostican un millon de casos y mueren por esta causa 372 mil mujeres
(Marquez, 2002). Durante los ultimos afios las tasas de incidencia del cancer de
la mama estdn aumentando en muchos paises en vias de desarrollo,
especialmente en aquellos en los que han ocurrido cambios importantes en el
desarrollo socioeconémico, y en el estilo de vida de la mujer, con disminucién de
la fertilidad e incremento de la masa corporal (Solidoro, 2006).
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Grafica 3. Incidencia y mortalidad que presentan los principales tipos de cancer en
hombres y mujeres a nivel mundial. (GLOBOCAN, 2013).

La mayor tasa de incidencia de este tumor se ha observado en los paises de
América del Norte y el norte de Europa; las tasas intermedias se han registrado en
Europa Occidental, Oceania, Escandinavia e Israel; y las tasas mas bajas en el
este y sur de Europa, América Latina y Asia. Mientras que la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), sefiala que el cancer de mama es el mas
frecuente en las mujeres de América Latina y el Caribe; estima que en 2008 se
diagnosticaron poco mas de 320 mil mujeres con este padecimiento y calcula que
para 2030 se incrementard 60 por ciento (OPS, 2012). Gran parte de la
variabilidad de las tasas de incidencia entre los distintos paises se ha atribuido al
uso diferencial de la mastografia, diferencias en estilos de vida, factores genéticos
y, en parte, los diversos factores que se relacionan con la exposicion a estrogenos
a lo largo de la vida de una mujer, como los factores reproductivos (Torres-Mejia'y
Angeles-Lleneras, 2009).

El cancer en México

En México, durante 2010, se observa que los principales tumores malignos que
afectan a la poblacion femenina adulta (de 20 afios y mas) que fue hospitalizada
por este diagndstico son el cancer de mama (24.3%), el cervicouterino (9.7%) y el
de colon (3.2 por ciento), en los varones adultos se concentran en cancer de
préstata (7.9%), bronquios y pulmén (4.9%) y colon (4.6 por ciento) (Grafica 4).
Mientras que en la tabla 3 observamos que el cancer de mama afecta
principalmente a las mujeres entre los 75 y 79 afios en México durante el 2011
(INEGI, 2013).
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Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios y mas, por principales tumores
malignos segin sexo
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Mota: Se utilizo la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10),
cddigos C16, C18, C22, C34, C50, C53 y C&1.
Fuente: SSA (2011). Base de egresos hospitalarios 2070, Proceso INEGI.

Grafica 4. Principales tipos de cancer presentes en la poblacién adulta durante el 2010
(INEGI, 2013).

Distribucion porcentual de morbilidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios y mas,
por principales tumores malignos segin grupo de edad y sexo

2011

Grupo de edad

Principales t i -
rincipales tmores malignos 20 229 30a39 40a40 50250 G0abd 65a7d 75a79 B0y mas

Hombres
Organos digestivos 3.1 6.0 13.2 223 14.1 241 &9 83
Organos genitales masculinos 1.1 1.4 45 127 126 35.0 147 179
Organos hematopoyéticos 20.0 15.4 14.1 18.1 759 14.4 5.8 4.4
Organos respiratorios e intratoracicos 28 3.4 9.0 18.3 13.4 30.7 1.9 10.5
Tejido linfatico y afines 12.4 11.3 171 19.9 9.8 18.4 5.4 a7
Mujeres.
Mama 19 10.7 28.0 282 11.6 13.4 3.0 22
Organos genitales femeninos 4.1 16.6 252 236 10.0 13.7 3.7 3.1
Organos digestivos 2.4 69 14.6 235 13.4 221 8.3 8.8
Crvario 7.1 13.2 241 282 103 132 3.6 22
Organos hematopoyéticos 19.0 15.7 18.3 19.8 6.7 127 3.7 4.1

Mota: Se utilizo la Clasificacion Estadiztica Internacional de Enfermedades v Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10),
codigos: C15-C26, C30-C39, C50, C51-C58, €60, C61, C63, C&1-Ca85, CAB-CO5, Co6.
Fuente: 334 (2012). Base de Egresos Hospitslarios 2011 . Procesa INEGI.

Tabla 3. Tasa de morbilidad hospitalaria de la poblacién adulta en México durante el 2011
(INEGI. 2014).
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La problematica del cancer de mama en México

A pesar de las grandes campafias de informacion sobre la valoracion, proteccion,
intervencion y de los tratamientos cada vez mas efectivos, mucha gente sigue
falleciendo por esta enfermedad. Las causas de mortalidad por cancer en la
poblacién de 20 aflos y mas varian en comparacion con las presentadas en
poblacion menor de 20 afios (INEGI 2013).

En el afio 2006, el cancer de mama se convirtié en la primera causa de muerte
mas comun en Meéxico entre las mujeres de 30 a 54 afios y la tercera mas
frecuente entre el grupo de 30 a 59 afios (después de la diabetes y las
cardiopatias) dejando al cancer cervicouterino en segundo lugar (Knaul, et al,
2009).

En México, la tasa de incidencia durante el 2008 del cAncer de mama fue de 27.2
casos por cada 100.000 habitantes, con una tasa de mortalidad de 10.1 por
100.000 habitantes (Grafica 5y 6) (GLOBOCAN, 2013).

Incidencia

14917 (11.7%)

13,939 (10.9%)

48.649 (38.1%)
10,186 (8.0%)

9,148 (7 .2%)
7.859 (6.2%)
6.178 (4.8%)~ S 6.347 (5.0%)

Grafica 5. Muestra la incidencia de los diferentes tipos de cancer en el mundo (GLOBOCAN,

2013).
Mortalidad
5,938 (7.6%) W Prostata
5,217 (8.7%) » Mama

—— 5,061 (6.5%) " Cervico Uterino
B Pulmodn
8,807 (11.3%) B Estomago
Colorectal
2,402 (3.1%) 8,751 (8.7%) - rlgado .
4,588 (5.9%) e < 4,009 (5.2%) & Leucemia
6,153 (7.9%)~ M Linfoma de hodgkin
Otros

28,782 (37.0%)

Grafica 6. Muestra la mortalidad a nivel mundial de los principales tipos de cancer (GLOBOCAN,
2013).



En 2011, la incidencia mas alta de neoplasias mamarias entre las mujeres de 20
afios y mas, se ubica en la poblacion de 60 a 64 afios de edad (61 casos nuevos
por cada 100 mil mujeres), seguida de las mujeres de 50 a 59 afios (51 casos por
cada 100 mil) y en las de 45 a 49 afos (45 casos nuevos) (Grafica 7), mientras
que en la Figura 3, se muestra la incidencia del cancer de mama por entidad
federativa (INEGI, 2013).

Incidencia de tumor maligno de mama en mujeres de 20 afios y mas, por grupo de edad
2011
Por 100 mil mujeres de cada grupo de edad

Incidencia

70

20

10

20a24 25a 44 45a 49 Bla k9 S0a 54 B85y mas

Grupo deedad
Nota: Se utilizd la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10),
codigo C50.
Excluye casos con edad no especificada.

Fuente: SSA, CENAVECE (2012). Anusrios de Morbilidad 1984-2011; y CONAPO (2013). Proyecciones de la Poblacion de
México 2010-2050. Procest INEG.

Grafica 7. Incidencia de tumores malignos en mujeres por rango de edad durante el 2011
(INEGI, 2013).

16



Incidencia de tumor maligno de mama en mujeres de 20 afios y mas, por entidad federativa
2011

Por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas

Estados Unidos Mexicanos
23.70

De 3.58 a 8.76
De 8.77 a 14.43
Del14 .44 a 23.21

B De23.22a3455
B De 3458 a 52.02

Nota: Se utilizd la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas Relacionados con la Salud (CIE-107,
cadigo C50.
Excluye casos con edad no especificada.
Fuente: S54, CENANVECE (2012). Anusrios de Morbilidad 1984-2011 ; y CONAPD (2013). Proyecciones de la Poblacién de
México 2010-2050. Procesd INEGI.

Figura 3. Muestra la incidencia de cancer de mama por entidad federativa (INEGI, 2013).

A nivel estatal, se observa que la tasa de letalidad es heterogénea, ya que
mientras en Michoacan, Oaxaca, Nayarit, Aguascalientes, Jalisco y Chiapas, de
cada 100 mujeres de 20 afilos y mas hospitalizadas por tumores malignos de
mama fallecen menos de tres, en estados como Hidalgo mueren 17; y en Tlaxcala
se presentan 67 defunciones de cada 100 mujeres hospitalizadas, situacion que
es grave, ya que ademas es el estado con el porcentaje mas bajo de mastografias
realizadas en instituciones publicas de salud (INEGI 2013).

Por entidad federativa, con excepcion del Distrito Federal (20.66 muertes por cada
100 mil mujeres de 20 afios y mas), es la region norte del pais donde se
concentran las tasas mas altas de mortalidad observada, siendo Chihuahua (20.71
mujeres de cada 100 mil de 20 afios y mas), Coahuila (20) y Baja California Sur
(19.08), las que presentan las mas elevadas; en contraparte, las entidades en
donde se ubican las tasas mas bajas de defunciones por cancer de mama en
mujeres de 20 afios y mas son Quintana Roo (5.96 fallecimientos), Oaxaca (7.18)
y Campeche (8.18) (Figura 4) (INEGI 2013).
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Tasa de mortalidad observada de cancer de mama en mujeres de 20 anos
y mas, por entidad federativa

2011

For cada 100 mil mujeres de 20 afios v mas

Estados Unidos Mexicanos
14,05

De 5.96 a 9.75
De 9.76 a 12.09
De 1210 a 13.73

- De 13.74a 17.07
De 17.08 a 20.71

Mota: Se utilizd la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas
Relacionados con la Salud (CIE-10}, cédigo CS0

Excluye casos con edad no especificada
Fuente S54, CENAWECE (2012). Anwarios de Morbilided 1984-2011 ; v COMNAPO (2013).
Proyecociones de la Poblacion de México 2070-2050. Procesd INEGI.

Figura 4. Tasa de mortalidad causada por el cAncer de mama por entidad federativa
(INEGI 2013).

Origen y desarrollo del cAncer de mama

Los carcinomas de mama exhiben un amplio rango de fenotipos morfol6gicos y
tipos histologicos especificos que tienen unas caracteristicas clinicas y un
prondstico en particular. Los méas frecuentes son: el carcinoma lobular y el
carcinoma ductal, los cuales se originan en las unidades lobulares/ductales
terminales (Gonzalez, et al, 2007). En estadios iniciales se produce una
hiperplasia que progresa a displasia, carcinoma intraductal o lobular y por ultimo
invade los tejidos periductales rompiendo la membrana basal. Al mismo tiempo
aparecen cambios en el tejido conjuntivo adyacente que van a configurar el tumor
primario (Ruiz, et al, 2003).

La mayoria de las protuberancias o masas en el seno no son cancerosas, Sino
benignas. A pesar de esto, en algunos casos puede ser necesario tomar muestras
y observarlas con un microscopio para confirmar que no se trata de cancer. La
mayoria de las protuberancias resulta ser causada por fibrosis, quistes, o ambos
(American Cancer Society, 2013).

Aproximadamente el 80% de los carcinomas que se llegan a presentar son
ductales, y el resto, lobulillares. Los carcinomas ductales infiltrantes pueden ser de
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tipo tubular/cribiforme, coloides, medulares o papilares (Tabla 4). Una célula
cancerosa de mama generalmente se duplica cada 100-300 dias. Una neoplasia
de mama de 1 cm realiza cerca de 30 duplicaciones antes de alcanzar este
tamafo, por lo que este cancer tiene, como minimo, unos 7 afios de evolucion

(Brandan y Villasefior, 2006).

No se conoce el tiempo necesario para la

progresion del cancer desde su inicio intraepitelial a la formacion de una masa
detectable. (Ruiz, et al, 2003).

Tipo de cancer

Caracteristicas

Carcinoma
ductal in situ

El carcinoma ductal in situ (en inglés: ductal carcinoma in situ,
DCIS; también conocido como carcinoma intraductal) es el tipo
mas comun de cancer de seno no invasivo. DCIS significa que
las células cancerosas estan dentro de los conductos, pero no
se han propagado a través de las paredes de los conductos
hacia el tejido que rodea el seno.

Carcinoma
lobulillar in situ

En el carcinoma lobulillar in situ (LCIS), las células que lucen
como células cancerosas estan creciendo en los lobulillos de
las glandulas productoras de leche del seno, pero no crecen a
través de la pared de los lobulillos. Algunas veces, el LCIS
(también llamado neoplasia lobulillar) se agrupa con el
carcinoma ductal in situ (DCIS) como un cancer no invasivo de
seno, aunque se diferencia del DCIS en que no parece
convertirse en cancer invasivo si no se trata.

Carcinoma
ductal invasivo
(o infiltrante)

El carcinoma ductal invasivo (o infiltrante) (invasive ductal
carcinoma, IDC) es el tipo mas comun de cancer de seno. Este
cancer comienza en un conducto lacteo del seno, penetra a
través de la pared del conducto y crece en el tejido adiposo del
seno. En este punto puede tener la capacidad de propagarse
(hacer metéastasis) hacia otras partes del cuerpo a través del
sistema linfatico y el torrente sanguineo. Aproximadamente
ocho de 10 de los canceres invasivos del seno son carcinomas
ductales infiltrantes.

Carcinoma
lobulillar
invasivo (o
infiltrante)

El carcinoma lobulillar invasivo (invasive lobular carcinoma,
ILC) comienza en las glandulas productoras de leche
(lobulillos). Al igual que el IDC, se puede propagar (hacer
metastasis) a otras partes del cuerpo. De 10 casos de cancer
invasivo de seno, aproximadamente uno es ILC. El carcinoma
lobulillar invasivo puede ser mas dificil de detectar por
mamograma que el carcinoma ductal invasivo.

Tabla 4. Muestra los principales tipos de cancer de mama que se presentan en las

mujeres (American Cancer Society, 2013).




Factores de riesgo para en el cancer de mama

A los factores que promueven el desarrollo del cancer de mama se les conoce
como factores causales, entre estos se encuentran: la contaminacion de aire,
agua y comida; factores de dieta; obesidad; inactividad fisica; tabaquismo;
consumo de alcohol; radiacion solar; factores hormonales; virus; herencia; drogas
y algunas actividades ocupacionales. (Partanen, et al, 2009). Asi mismo estos
mismos factores se pueden dividir en dos: factores externos (tabaco, organismos
infecciosos, alimentacion deficiente, sustancias quimicas y radiacion) y factores
internos (mutaciones heredadas, hormonas, problemas inmunitarios y mutaciones
debidas al metabolismo). Los factores causales pueden ejercer su accién en
conjunto 0 en secuencia para iniciar o promover la carcinogénesis. A menudo
transcurren diez o mas afios entre la exposicion a los factores externos y el
desarrollo o la deteccion del cancer (Bandi, et al, 2011).

Existen varios factores de riesgo involucrado y relacionado directa o
indirectamente con las hormonas reproductivas, en particular con la exposicion
prolongada a los estrogenos y progesterona. Diversos estudios epidemiologicos
han demostrado también asociacion entre el cancer de mama y la menarquia
temprana (antes de los 12 afios), nuliparidad o paridad a edades tardias (después
de los 35 afios), menopausia tardia, alta densidad del seno en la mastografia,
terapias hormonales de reemplazo, uso reciente de contraceptivos orales. Se ha
encontrado también que la obesidad en la mujer posmenopdausica, estatura alta,
exposicion a las radiaciones, consumo excesivo de alcohol, tabaco y falta de
ejercicio fisico, son factores de riesgo para cancer de mama (Torres-Arreola y
Vladislavovna, 2006). Se ha calculado que 21% de los casos de este cancer se
deben al consumo de alcohol, sobrepeso u obesidad y a la falta de actividad fisica
(INEGI 2013).

Los antecedentes familiares de cancer de mama incrementan la posibilidad de
aparicion de este cancer. Esto puede atribuirse a similitudes genéticas y
ambientales entre los miembros de la familia. EIl riesgo es doble si existe un
familiar de primer grado afectado y de menos del doble cuando el afectado es un
familiar de segundo grado. El riesgo aumenta todavia mas cuando estan afectados
dos familiares de primer grado, cuando el familiar sufre un cancer bilateral, o
cuando el cancer se diagnostica antes de los 40-45 afios (INEGI, 2013). Se ha
comprobado que el riesgo para desarrollar cancer de mama se incrementa con la
edad a partir de la cuarta década de la vida. La probabilidad de desarrollar cancer
invasor en los siguientes 10 afios es de 0.4 % para las mujeres entre 30 y 39
afos; 1.5 % para las mujeres entre 40 y 49; 2.8 % para mujeres entre 50 y 59; 3.6
% para las mujeres entre 60 y 69.5 afios (Torres-Arreola y Vladislavovna, 2006). El
inicio del cancer de mama a una edad temprana es el indicador mas potente de
susceptibilidad genética. Una vez superado los 50 afios ya ha pasado el riesgo por
enfermedad familiar. En conjunto solo el 10-15% de los casos son atribuibles a
antecedentes familiares, y alrededor de la mitad de estos a susceptibilidad
genética heredada en forma dominante (Ruiz, et al, 2003).



Respecto a la susceptibilidad genética para el desarrollo de cancer se tiene que
mencionar a los genes modificadores; los cuales son aquellos que pueden alterar
el efecto de un gen de alta susceptibilidad como BRCA1 6 BRCA2. En este caso
los estudios son complicados ya que se requiere un elevado numero de familias
portadoras de mutacion, con varios miembros estudiados y controlados. Aunque
en un 95% de los casos, el cancer en general y el de mama en particular, se
presenta de forma “aparentemente esporadica” y a una edad superior a los 55
afos, hay alrededor de un 5% de casos, en los que el cancer de mama aparece
en varios miembros de una familia a lo largo de varias generaciones. A esto se le
conoce como cancer familiar y el origen de esta susceptibilidad heredada reside
frecuentemente en la mutacion de uno de los dos genes identificados hasta el
momento, BRCA1 o BRCA2. La presencia de estas mutaciones es suficiente para
que los individuos portadores presenten una susceptibilidad muy alta para
desarrollar cAncer de mama y otros tumores relacionados, como cancer de ovario
o prostata (Vazquez, et al, 2006).

Clasificacién del cancer de mama

El estadio o etapa del cancer de seno depende del tamafio del tumor del seno y si
el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos o a otras partes del cuerpo
(Tabla 5). El estadio, por lo general, no se conoce sino hasta después de la cirugia
para extirpar el tumor en el seno y uno o mas ganglios linfaticos bajo el brazo
(axilares) (American Cancer Society, 2013).



Tumor primario (T)

TX No es posible evaluar un tumor primario

TO No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (CIS; células anormales estan
presentes pero no se han diseminado a
los tejidos cercanos. Aungue no es cancer, el
CIS puede convertirse en cancer y algunas
veces se llama cancer preinvasor).

T1,T2,T3, T4 Tamafio o extension del tumor primario

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX No es posible evaluar los ganglios linfaticos
regionales

NO No existe complicacion de ganglios linfaticos

N1, N2, N3 Grado de complicacién de los ganglios linfaticos

regionales (niUmero y localizacion de los
ganglios linfaticos).

Metastasis distante (M)

MX No es posible evaluar una metastasis distante
MO No hay metéastasis distante
M1 Presencia de metastasis distante

Tabla 5. Muestra el sistema de estratificacién del cancer (American Cancer Society,

La evolucién, sobrevivencia de la paciente y la presencia de metastasis se
relaciona con posibles recaidas y disminucién de la sobrevida (Tabla 6). INEGI

2013).

2013).
indices de supervivencia relativa a
5 afos
Estadios Porcentaje %

0 100

I 98
Il 88
A 76
1B 56
1][e; 49
v 16

Tabla 6. Muestra los diferentes estadios del cancer de mama y el porcentaje de
supervivencia si se detecta en cada uno (Martinez, 2005).




En la actualidad la mejor lucha contra el cancer de mama es una deteccion
temprana del tumor, aumentando asi las posibilidades del éxito del tratamiento. La
auto exploracion sistematica permite detectar tumores mas pequefos, que los que
pueda detectar un médico o una enfermera, puesto que una mujer esta
familiarizada con sus senos podra detectar cualquier ligero cambio. En las
revisiones ginecoldgicas, el médico comprueba que no exista ninguna
irregularidad en las mamas, también que no haya ninguna inflamacién de los
ganglios linfaticos axilares. La autoexploracion debe realizarse después de la
menstruacion. Las mujeres menopausicas deben asociarla a un dia del mes, pues
conviene que se realice en estados similares (Martinez, 2005).

Para la identificacion del cancer de mama se utilizan de rutina factores como:
tamafio del tumor, tipo histolégico del mismo, pleomorfismo celular y nuclear,
indice mitotico, presencia de necrosis, invasion vascular, estado de los receptores
hormonales y de los ganglios linfaticos axilares. Sin embargo, estos parametros no
son suficientes para predecir el curso de la enfermedad (Tabla 6) (Coronato, et al,
2002).

Método de deteccion Caracteristicas

Ecografia Procedimiento para el que se hacen rebotar ondas de sonido
de alta energia (ultrasonido) en los tejidos u Grganos internos
para producir ecos. Los ecos forman una imagen de los
tejidos corporales llamada ecograma. La imagen se puede
imprimir para observar mas tarde.

IRM (imagenes por | Procedimiento para el que se usa un iman, ondas de radio y
resonancia magnética) una computadora para crear imagenes detalladas de areas
internas del cuerpo. Este procedimiento también se llama
imagenes por resonancia magnética nuclear (IRMN).

Estudios _quimicos de la | Procedimiento por el que se examina una muestra de sangre
sangre para medir las cantidades de ciertas sustancias que los
organos vy tejidos del cuerpo liberan en esta. Una cantidad no
habitual (mayor o menor que la normal) de una sustancia
puede ser signo de enfermedad en el érgano o el tejido que la
elabora.

Biopsia Extraccion de células o tejidos para que un patélogo las
observe al microscopio y verifique si hay signos de cancer. Si
se encuentra un bulto en la mama, el médico puede necesitar
extraer una pequefa cantidad del bulto.

Tabla 7. Principales métodos clinicos de deteccion para el cancer de mama (Coronato, et
al, 2002).
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El Colegio Estadounidense de Radiologia, ACR, ha elaborado un sistema de datos
y reportes llamado BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) el cual
ayuda a los radiologos a elaborar un reporte estandarizado y reduce la posible
confusiéon en la interpretacion de la imagen mamografiaca. En el documento BI-
RADS se clasifican los estudios en 7 categorias bien definidas (desde un estudio
‘normal”, que solo requiere de seguimiento al cabo de un ano, hasta uno
“francamente maligno” que requiere biopsia) y se sugiere su manejo posterior. En
cuanto a la interpretacion mamografica el BI-RADS contribuye a que los
radidlogos concluyan de una manera mas concreta su interpretacion, se
comuniguen en un mismo lenguaje, y sugieran el manejo de la lesion (Brandan y
Villasefior, 2006).

Marcadores tumorales en el cancer de mama.

Los marcadores tumorales (MT), son indicadores bioquimicos de la presencia de
un tumor. Incluyen antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas,
enzimas y hormonas. Se utilizan especialmente para establecer el diagnéstico,
pronéstico y estadio de la neoplasia, monitorear la respuesta al tratamiento y en
algunos casos, sirven para realizar muestreos en la poblaciéon. En la tabla 7, se
enlistan algunos delos MT que pueden ser utilizados (Coronato, et al, 2002).

Marcador Tumoral | Caracteristicas Usos
Antigeno CA | Es una glicoproteina | ¢ En el diagndstico de un tumor o su recidiva.
(Antigeno que se halla presente Como valoracion pronostica en pacientes

carcinoembrionario) | en diversos tejidos
tanto tumorales como
neoplasicos.

diagnosticados de un determinado tumor.
Como monitorizacion de la eficacia de un
tratamiento oncoldgico.

El antigeno CA | Antigeno glicoprotéico
15,3 de alto peso
molecular.

Util en el cancer de mama al presentar un
mayor valor predictivo que el CEA en el
seguimiento de pacientes.

En pacientes con cancer de mama vy
enfermedad metastasica, también se
demostré superior al CEA en cuanto a
correlacion con la respuesta al tratamiento
sistétmico y con la progresion de la
enfermedad.

Antigeno CA 27,29 | Es un antigeno
glicoprotéico de alto
peso molecular con
diferentes cadenas de
oligosacaridos.

Esta prueba mide el mismo marcador que la
prueba del CA 15-3, pero de manera
diferente.

Puede ser usado también para observar a
pacientes con cancer de seno durante o
después del tratamiento.




El Gen BRCA1

Es un gen al cual se
le ha asociado con el
desarrollo
(predisposicion)  de
algunos tipos de
cancer, entre ellos el
cancer de mama.

e Sirve de modelo para la identificacion y
tratamiento de los genes de susceptibilidad
genética para desarrollar cancer de mama.

e La identificacibn de estos genes puede
incrementar el conocimiento sobre la
patogenia del cancer de mama vy
proporcionar oportunidades de prevencion
para determinadas mujeres (portadoras de
BRACAL).

Gen Her-2/neu

Protooncogén que

codifica una
glicoproteina de
transmembrana con
actividad

tirosinakinasa.

Es un receptor semejante al de los factores de
crecimiento.

Factor pronostico en los estadios tempranos del
cancer de mama y diversos estudios indican
gue puede ser utilizado también como un
marcador predictivo con respecto a la respuesta
a la quimioterapia y a la terapia con
antiestrogenos.

Tabla 8. Marcadores tumorales méas usados para la deteccién y seguimiento del cancer

Genes asociados al cancer de mama

de mama (American Cancer Society, 2013 y Vidal, 2008).

Actualmente se conocen varios genes asociados a cancer de mama (Tabla 9) de
los cuales puede actuar solamente uno o un conjunto de ellos para que se llegue a
desarrollar el cancer de mama (American Cancer Society, 2013):




Gen

Caracteristicas

ATM

El gen ATM ayuda normalmente a reparar el ADN dafiado. Heredar dos
copias anormales de este gen causa la enfermedad ataxia-telangiectasia. Por
otro lado, heredar una copia mutada de este gen ha sido asociado con una
alta tasa de cancer de seno en algunas familias

TP53

El gen TP53 provee instrucciones para producir una proteina llamada p53 que
ayuda a detener el crecimiento de las células anormales. Las mutaciones
hereditarias de este gen causan el sindrome de Li-Fraumeni. Las personas
con este sindrome tienen un riesgo aumentado de padecer cancer de seno, al
igual que otros canceres, como leucemia, tumores encefalicos y sarcomas
(cancer en los huesos o en el tejido conectivo). Esta es una causa poco
comun de céancer de seno.

CHEK2

El sindrome de Li-Fraumeni también puede ser causado por mutaciones
hereditarias en el gen CHEK2. Aun cuando no cause este sindrome, puede
aumentar el riesgo de cancer de seno alrededor del doble cuando esta
mutado.

PTEN

El gen PTEN ayuda normalmente a regular el crecimiento celular. Las
mutaciones hereditarias en este gen pueden causar el sindrome de Cowden,
un trastorno poco comun en el cual las personas tienen un riesgo aumentado
de padecer tumores malignos y benignos del seno, asi como tumores en el
tracto digestivo, la tiroides, el Gtero y los ovarios. Los defectos en este gen
también pueden causar un sindrome diferente llamado sindrome de
Bannayan-Riley-Ruvalcaba que no se cree estia asociado con el riesgo de
cancer de seno.

CDH1

Las mutaciones hereditarias en este gen causan cancer gastrico difuso
hereditario, un sindrome en el cual las personas desarrollan un tipo poco
comun de cancer de estbmago a una edad temprana. Las mujeres con
mutaciones en este gen también tienen un riesgo aumentado de padecer
cancer de seno lobulillar invasivo.

STK11

Los defectos en este gen pueden causar el sindrome Peutz-Jeghers. Las
personas con este trastorno desarrollan puntos pigmentados en sus labios y
en sus bocas, polipos en los tractos urinarios y gastrointestinales, y tienen un
mayor riesgo de muchos tipos de cancer, incluyendo cancer de seno.

BRACA 1

Las mutaciones en este gen se han identificado entre el 15 y 20% de las
mujeres con historia familiar de cancer de mama y entre un 60 y 80% de
mujeres con historia familiar de cancer de mama y ovario. Asi de todas las
mujeres en donde se han detectado mutaciones en este gen tienen entre un
60 y 80% de mayor riesgo de presentar este tipo de cancer que aquéllas que
no las tienen.




BRACA 2 El riesgo para cancer de mama en personas con mutaciones en este gen se
estima entre un 60 y un 85%, y el riesgo para cancer de ovario entre un 10y
20%

Tabla 9. Muestra los diferentes genes que se han asociado con riesgo de padecer cancer
de mama (American Cancer Society, 2013).

Existen pruebas genéticas que pueden identificar a aquellas mujeres que han
heredado las mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA1 o BRCA2
(o con menos frecuencia en otros genes tal como PTEN o TP53). Estas mujeres
pueden tomar medidas para reducir su riesgo de cancer de mama, y supervisar
cuidadosamente los cambios de los senos a fin de detectar la enfermedad en una
etapa mas temprana, mas tratable (American Cancer Society, 2013). Dentro de los
diferentes tipos de mutaciones que pueden ser detectadas y servir como
marcadores se encuentran los polimorfismos de nucleé6tido Unico (SNP, por sus
siglas en inglés).

SNP

En principio, un polimorfismo se distingue de las mutaciones por su frecuencia. Un
polimorfismo genético es un cambio en la secuencia de ADN la cual se presenta
en una poblacién con una frecuencia del 1% o mas en una poblacion. En las
poblaciones se presentan los alelos: principal o “silvestre” y alelo raro o mutante,
clasificacion basada en la frecuencia observada en las poblaciones. Debido a que
los humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos:
homocigoto para el alelo méas frecuente, heterocigoto, u homocigoto para el alelo
menos frecuente (Checa, 2007).

Los SNP’s pueden estar presentes en regiones codificantes y provocar un cambio
en un aminoacido; a este tipo de SNP’s se les conoce como “no sinénimos”,
puesto que afecta directamente la funcion de la proteina. Existen también los que
pueden estar localizados en la regiébn promotora del gen, provocando alguna
alteracion en la expresion del gen y en intrones (modulando la estabilidad de la
proteina), en sitios involucrados en el corte y empalme de exones 0 en regiones
intragénicas (Checa, 2007).

El papel biologico de estas variantes en el proceso de la carcinogénesis mamaria
es actualmente un area de investigacion activa, de hecho, ya se han identificado
genes cuyos polimorfismos han sido asociados con el desarrollo de cancer de
mama. Uno de estos genes codifican para una de las formas mas comunes de
Receptor para Estrogenos (RE, por sus siglas) (Hidalgo, et al, 2010).

ER (Receptores de estrégenos)

Los estrogenos pertenecen a la familia de hormonas esteroides las cuales ejercen
una gran variedad de efectos sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciacion de
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diferentes tejidos. La accién reguladora primaria de los estrogenos esta restringida
principalmente a los érganos reproductivos; sin embargo, pueden regular otros
procesos en tejidos como hueso, higado, sistema cardiovascular y cerebro. El
mecanismo de accion de estos estrogenos se lleva a cabo, principalmente, a
través de su unién a un factor de transcripcion especifico denominado ER, el cual
regula la actividad de genes blanco para esta hormona (Noriega y Langley, 2008).

Los estrogenos inducen cambios celulares a través de diferentes mecanismos
(Figura 5). El centro de estos mecanismos es el RE (Deroo y Korach, 2006).
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Figura 5. Muestra la forma en la que actla el estrégeno dentro de una célula (Deroo y
Korach, 2006).

La transformacion maligna de las células para el desarrollo de cancer, se produce
durante la division celular, y se transfiere al resto de las células durante la
reproduccion de éstas (Figura 6). Es por ello que los factores carcinogénicos
podrian condicionar un proceso irreversible de transformacion celular durante los
periodos de la vida en los cuales las células epiteliales ductales de la glandula
mamaria se desarrollan de forma notoria. Dichas transformaciones pueden trans-
ferirse al resto de las células durante la mitosis, que se incrementa cuando los
niveles de estrégenos y algunos factores de crecimiento se encuentran elevados
(Torres-Mejia y Angeles-Lleneras, 2009).
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Estimulacién por Estrogenos del Crecimiento de las Células Mamarias
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Cada cuadro representa una célula mamaria de las gque recubren los conductos lacteos
[por donde circula la leche). Asi, cuando una célula se divide en dos, puede ocurrir un
error (mutacion). lo que da como resultado una célula defectuosa. Muchas mutaciones
pueden finalmente terminar en células cancerosas. Los Estrogenos estimulan la division
celular, tanto de células normales como de células anormales.

Figura 6. Forma en la que el estrégeno induce la proliferacion celular provocando
mutaciones que pueden llegar a originar cancer de mama (Lanfranchi y Brind, 2007).

Existen dos formas principales de ER, el ER-a y ER-[3, codificadas por los genes
ESR1 y ESR2 respectivamente y que se encuentran en diferentes cromosomas
(Jakimiuk, et al, 2007). Los polimorfismos que se encuentran en los genes que
codifican para los receptores hormonales se han relacionado con modificaciones
en los factores reproductivos y a un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama
en diferentes poblaciones (Gicomazzi, et al, 2012). Particularmente el papel de las
polimorfismos del gen ESR1, el cual codifica para el receptor que se expresa en
tejido mamario, ER-a, han sido una amplia area de investigacion ya que la
evidencia reciente sugiere que alteran de algin modo la susceptibilidad para
desarrollar cancer de mama en las mujeres de nacionalidad China (Cammarata, et
al, 2008). En un estudio de asociacion del genoma completo de varias etapas, se
encontré una asociacion con el riesgo de cancer de mama para la variante
rs2046210, situado 29kb arriba del primer exdén en una region no traducida y
180kb por encima del sitio de inicio de transcripcién del primer exén del gen
(Sowinska, et al, 2012). En un estudio de casos y controles de base hospitalaria
de cancer de mama, se detectaron asociaciones de varios otros polimorfismos del
gen ESR1, principalmente en el intrén 1 (rs3778609 , rs12665044 , y rs827421),
todos ellos situados en el mismo blogue de haplotipos. El polimorfismo que exhibid
la asociacion mas fuerte con el riesgo de cancer de mama, fue el rs3778609,
también se asocié con la exposicion a estrogenos, las edades de inicio y termino
de la menarquia y el primer embarazo (Sakoda, et al, 2011).



SNP’s estudiados en otras poblaciones

Entre las variantes mas estudiadas, presentes en el gen ESR1, se encuentran
SNP’s Pwvull-397 C/T (rs2234693) y Xbal-351 A / G (rs9340799) ambos se
localizan entre el intron 1 y en una region cercana al inicio del exén 2 (Figura 7)
(Lu, et al, 2002).
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‘ Promotor Exon 1 Exon 2 Exon 8
51
| 11 ' I I | I I 1 |
» ESR1< o
Exon 2
', \\
> |
Pvull Xbal
L
A4 A 4

Cromosoma 6 \ 1

Figura 7. Muestra la posicion de los polimorfismos Xbal y Pvull en el gen ESR1 (Lu, et al,
2002).

Diferentes enfermedades, incluyendo el cancer de mama (Giacomazzi, et al, Lori
et al, 2011 2012 y Shian-ling, 2010), la densidad mamaria Murillo et al, 2005), el
riesgo cardiovascular (Rauchemberg, et al, 2012), cancer de proéstata,
osteoporosis, Alzheimer,enfermedades cardiovasculares (Jakimiuk, et al, 2007),
endometriosis(Sundermann, et al, 2010) , adenomiosis, leiomiomas y densidad
mineral 6sea (lvanova, et al, 2008), Fibromas, migrafia, indice de masa corporal
(Figtree, et al, 2009), el inicio de la menopausia y el indice de masa corporal
(Dunning, et al, 2009), se han evaluado con una posible vinculacion de los
polimorfismos Pvull y Xbal., de ahi la importancia del estudio de estos
polimorfismos en la poblacién mexicana.
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Pwvull

En algunos estudios se ha reportado un incremento de riesgo para desarrollar
cancer de mama asociado con el alelo T del polimorfismo Pvull, se ha sugerido
que este alelo modula el efecto de la terapia de remplazo hormonal (TRH) en la
densidad mamaria. Ademas, el genotipo TT se ha asociado con un mayor riesgo
de diagndstico de cancer de mama a edad temprana, también se asocidé con un
mayor numero de embarazos, inicio tardio de la menarquia y el uso de
anticonceptivos orales, algunos estudios han sugerido que este genotipo es mas
frecuente en las mujeres con antecedentes familiares de la enfermedad
(Gicomazzi, et al, 2012).

Estudios de haplotipos que implican a los polimorfismos tanto Pvull como Xbal
han indicado que el aumento en el riesgo de cancer de mama puede ser
particularmente significativa en la presencia de ciertos haplotipos, tales como el
haplotipo TT para Pvull y AA en Xbal, que se asocia con un riesgo relativo para
desarrollar cancer de mama (Gicomazzi, et al, 2012). Los resultados de la mayoria
de los estudios de las mujeres caucasicas han sido estadisticamente nulos, en
relacion con la posible susceptibilidad de desarrollar cancer de mama. En
comparacion, los estudios realizados en mujeres asiaticas, los cuales han sido
conflictivos. Un meta-andlisis reciente, incluyo 11 estudios para Pvull y 10
estudios para Xbal, el cual sugiere que el genotipo CT/CC (frente a TT) en Pvull,
puede conferir una reduccién marginal en el riesgo de cancer de mama, pero aun
faltan estudios para corroborar estadisticamente estos resultados (Sakoda, et al,
2011).

De los estudios realizados en China, el estudio més antiguo y el cual conté con
una poblacion de 1.069 casos y 1.166 controles, encontré un aumento del 40% en
el riesgo de desarrollar cAncer de mama asociado con el genotipo CT / TT (frente
a CC) del alelo Pvull. Aunque en estudios posteriores esto no ha sido confirmado
(Sakoda, et al, 2011). Un estudio realizado en mujeres procedentes de la ciudad
de Shanghai en China (Sakoda, et al, 2011) encontré que los polimorfismos Pvull
y Xbal tenian relacién con el riesgo de condiciones fibroquisticas de la mama,
independientemente del estado de proliferacién en el que se encuentre el tumor en
el paciente. También se ha descrito que Los homocigotos XX del alelo Xbal
confieren una proteccion para desarrollar cancer de mama y el cancer de
endometrio. Una tendencia no significativa para la proteccién contra el cancer de
endometrio también se ha visto en los homocigotos PP de Pvull (Jakimiuk, et al,
2007).

Xbal

Respecto al polimorfismo Xbal, este ha sido analizado de forma individual en
relacion con el desarrollo de diferentes enfermedades (Tabla 10). Algunos
investigadores han sugerido que el alelo A (o silvestre) de este polimorfismo
modula de algun modo el efecto de la terapia de reemplazo hormonal (TRH)
sobre la densidad mamaria, en otro estudio se demostro una asociacion entre este



mismo alelo y el aumento de la densidad mamaria independientemente de la masa
corporal, también se encontr6 una asociacién entre el genotipo AA con el
incremento en el indice de masa corporal (IMC) (Gicomazzi, et al, 2012). En
algunos estudios la variante AA se asocio con el riesgo de esclerosis de valvula
aortica en mujeres con hipercolesterolemia familiar (Rachemberg, et al, 2012).

Frecuencia alélica del alelo menos frecuente (G) de Xbal.

Grupo Lugardel Nodela  Cambio de
étnico estudio poblacién  base A/G  Frecuencia Tipo de Estudio Cita
Riesgo de cancer de
Asiatica Shanghai 1956 AIG 0.19 mama (Lori et al, 2011)
Riesgo de cancer de
Asiatica Shanghai 2235 A/G 0.74 mama (Cai Q, et al,2003)
Prevalecencia de
Pvull y Xbal en los (Jakimiuk A, et al,
Caucasica Polonia 64 A/G 0.76 RE 2007)
Densidad mineral
Caucasica Bulgaria 400 AlG 0.48 Osea Jivka T, et al, 2007
Riesgo de cancer de lkdahl T, et al,
Caucédsica Noruega 360 AIG 0.68 mama 1994
(Janusz, et al,
Caucasica Polonia 287 A/G 0.42 Esclerosis idiopatica 2013)
Riesgo de cancer de (Gonzales-Zuloeta
Caucasica Rotterdam 3983 AlG 0.26 mama A.M, et al, 2008)
meta Riesgo de cancer de (Dunning A, et al,
Caucasica andlisis 8617 AlG 0.35 mama 2009)
(Molvarec A, et al
Caucédsica Hungria 222 A/G 0.43 Preeclampsia severa 2007)
Latino Riesgo (Rauschenberguer
Americana Argentina 70 AlIG 0.52 cardiovascular et al,2012)
Latino Riesgo de cancer de Giacomazzi, et al,
Americana Brasil 750 A/G 0.33 mama 2012
] o Densidad mamaria y
Latino Distrito su relacién con los  Murillo B et al,
Americana Federal 87 AIG 0.71 RE 2005)
Latino Distrito
Americana Federal 225 AIG 0.76 Densidad mamaria  (Vega S, 2010)
Riesgo de cancer de
Africana Egipto 73 AIG 0.59 mama Saad A, et al, 2008
Tabla 10. Muestra las frecuencias alélicas del polimorfismo Xbal en diferentes estudios.

Existen estudios donde analizaron la relacién entre la presencia del polimorfismo
Xbal principalmente con la densidad mamaria y el riesgo de cancer de mama
(Tabla 11) en los cuales los resultados obtenidos hasta el momento, han sido
contradictorios entre las diferentes poblaciones que han sido analizadas (Lori et al,
2011, Cai Q, et al,2003, lkdahl T, et al, 1994). Entre las principales poblaciones
estudiadas estan la asiatica y la caucasica, las diferencias en los resultados
pueden responder a la diversidad genética que existe entre ambas poblaciones.



Frecuencia del polimorfismo Xbal y el Riesgo de desarrollar cancer de mama.

Pais de No de Cambio de Alelo menos
Poblacién  estudio poblacién base frecuente  Tipo de estudio  Cita
Riesgo de cancer
Asiatica Shanghai 1956 AlIG 19.50% de mama (Lori et al, 2011)
Riesgo de cancer (Cai Q, et
Asiatica Shanghai 2235 AlIG 0.74 de mama al,2003)
Riesgo de cancer (lkdahl T, et al,
Caucéasica Noruega 360 AIG 0.68 de mama 1994)
(Gonzales-
Riesgo de cancer Zuloeta A.M, et
Caucasica Rotterdam 3983 AlIG 0.26 de mama al, 2008)
meta Riesgo de cancer (Dunning A, et al,
Caucéasica andlisis 8617 AIG 0.35 de mama 2009)
Latino Riesgo de cancer (Giacomazzi, et
Americana Brasil 750 AlG 0.33 de mama al, 2012)
Riesgo de cancer (Saad A, et al,
Africana Egipto 73 AlIG 0.59 de mama 2008)

Tabla 11. Muestra las frecuencias alélicas del polimorfismo Xbal y el riesgo de cancer de

mama.
En un estudio realizado por Gicomazzi, et al, 2012, en la poblacion brasilefia se
encontré que el genotipo GG de Xbal, se asocié con la edad de la menarquia
(>12 afios) comparado con los genotipos AA y AG. En este estudio no se
encontraron otras asociaciones significativas o combinaciones de genotipos con
las demas caracteristicas clinicas de las mujeres. En el estudio también fueron
evaluadas las frecuencias de los haplotipos de los polimorfismos Pvull y Xbal,
pero no encontraron una asociacion significativa entre el riesgo de cancer de
mama Y los haplotipos AA/TT frente a otros en relacién con la densidad mamaria
y el riesgo de cancer. La distribucion de los haplotipos de Xbal y Pvull encontrados
en la poblacion brasilefia fueron diferentes a los reportados en la poblacion
europea y asiatica, pero se acercO a la observada en un estudio en la poblacion
africana y con las personas afro-americanas. Por ultimo, la frecuencia observada
de la haplotipo px, tedricamente asociada con un mayor riesgo de céncer de
mama, fue el mas bajo entre todos los estudios publicados anteriormente, y la
inversa se observé para el haplotipo PX, el cual involucra tanto a Xbal como a
Pvull.

En 2005, Van Duijnhoven y col. analizaron la relacion entre la densidad mamaria y
los polimorfismos Xbal y Pvull, en el estudio se incluyd una muestra de 620
mujeres caucasicas de 49 a 68 afos, en el estudio encontraron que los alelos p y
X estan asociados con una mayor densidad mamaria, y por lo tanto, el riesgo de
cancer de mama, aunque cada polimorfismo por si solo tiene un efecto modesto,
cuando se combinan pueden jugar un papel importante, porque es probable que
muchos genes y exposiciones actien conjuntamente en el desarrollo del tejido
denso de la mama, y por lo tanto sobre el riesgo de cancer (Vega, 2010).



Un estudio realizado en la poblacion de Shanghai, el cual conto con una
poblacion de 138 casos y 140 controles, encontré que el genotipo AG/GG (frente
AA) se asocié con un menor riesgo de desarrollar cAncer de mama, algo contrario
a lo que muestran otros estudios (Sadoka, et al. 2011). En un estudio realizado
en la poblacién Coreana (Shin, et al, 2003) se encontré6 que las personas que
presentaron el alelo mas frecuente (A) tienen una disminucién en el riesgo de
desarrollar cAncer de mama, comparado con el alelo menos frecuente (G). Los
resultados indicaron que esta disminucion del riesgo se da principalmente en
mujeres postmenopdausicas. También se encontré que los genotipos homocigotos
para el alélo G tienen un riesgo de cuatro veces mayor en mujeres que son
nuliparas o tuvieron su primer hijo después de los 30 afios. Los resultados también
asociaron este genotipo con el riesgo a desarrollar cancer a aquellas mujeres
postmenopausicas y aquellas que acostumbraban beber alcohol una vez por
semana. El hallazgo mas interesante en este estudio fue que el aumento de riesgo
se observlé en las mujeres posmenopausicas, lo que sugiere que el polimorfismo
Xbal puede estar asociado con el cancer de mama de aparicion tardia o el cual se
inicia después de la menopausia.

En un estudio de 360 pacientes con cancer de mama y 672 controles, en un
hospital en Noruega, (Andersen, et al. 1994), encontraron que las frecuencias
alélicas del polimorfismo Pvull no fueron diferentes entre los casos y controles. Sin
embargo la frecuencia del alelo G del polimorfismo Xbal en pacientes con cancer
de mama, fue de 1,4 veces la de los controles, lo que podria indicar un aumento
de riego del desarrollo de la enfermedad para las personas portadoras de este
genotipo.

Entre los pacientes con cancer de mama, se observdO una asociacion de
significacidén marginal entre el sitio de restriccion Xbal y la mayoria edad de inicio
de sintomas (Quiuyin, et al, 2003).

En México hasta el momento solamente existen dos estudios en los cuales se
evaluo la presencia del polimorfismo Xbal y la densidad mamaria (Tabla 12). El
estudio realizado por la Federacion Mexicana de Ginecologia y Obstetricia (Murillo
et al, 2005) en una poblacibn de 87 mujeres mexicanas se encontré una
correlacién marginal entre las pacientes que presentaban la variante alélica AG del
polimorfismo Xbal, aunque no se encontrd relacion alguna con polimorfismo Pvull,
los resultados obtenidos mostraron que existia una asociacién significativa entre
los diferentes tipos de densidad mamaria y las concentraciones de estradiol,
estrona y FSH, en la poblacion, fuera de esto los resultados obtenidos no fueron
concluyentes. En otro estudio realizado en el Hospital Siglo XXI (Vega, 2010) en el
cual se buscaba encontrar una relacion entre la presencia de los polimorfismos
Pwull y Xbal con la densidad mamaria, entre los resultados obtenidos se
encontroé que la variante GG esta presente practicamente con la misma frecuencia
entre las mujeres con mama densa y no densa. Los resultados de este estudio
encontraron que existe una relacion entre la densidad mamaria y Xbal sin
embargo su relevancia puede ser minima debido al peso de otras variables sobre
la densidad mamaria. El estudio indican que se debe realizar nuevos estudios



para conocer el papel que juega este genotipo en cuanto a la densidad mamaria y
lo que podria provocar el desarrollo de cancer de mama, también deben ser
analizados los diversos factores que pueden influir para que se produzca la
enfermedad.

Frecuencia del polimorfismo Xbal en la poblacién mexicana.

Poblacién No de la Cambio Frecuencia
Mexicana  Lugar poblacién de base alélica Estudio Cita
Densidad mamaria 'y
Latino Distrito surelacién conlos  Murillo B et al,
Americana Federal 87 A/G 0.71 RE 2005)
Latino Distrito
Americana Federal 225 A/G 0.76 Densidad mamaria  (Vega S, 2010)

Tabla 12. Muestra las frecuencias alélicas del polimorfismo Xbal en la poblacién mexicana

En los dos estudios realizados en la poblacibn mexicana no se demostré la
relacion entre las variantes alélicas del gen ESR1 y la densidad mamaria. Los cual
puede atribuirse al tamafio de la muestra, y a la variabilidad genética que existe
entre las mujeres mexicanas por lo que es necesario considerar un tamafio de
muestra mayor que permita establecer la frecuencia con la que se presenta el
polimorfismo Xbal en esta poblacion. La importancia de estos estudios, los cuales
evallan la presencia o ausencia del polimorfismo Xbal en la poblacién de mujeres
mexicanas ayudara a establecer nuevos métodos de deteccion temprana para
identificar a aquellas mujeres susceptibles a desarrollar cancer de mama. Es
necesario seguir desarrollando estudios que nos permitan establecer los patrones
e identificar aquellos factores que ayudan a que las mujeres portadoras puedan
desarrollar cancer, para reducir la incidencia de la enfermedad y de este modo
disminuir el nUmero de decesos provocados por esta.

Debido a que los sitios polimorficos Xbal y Pvull no se encuentran en regiones
codificantes del gen ERa, no se prevé que tenga significancia funcional directa en
la respectiva actividad enzimética. Sin embargo, estos polimorfismos pueden
actuar de varias otras maneras. Por ejemplo, la funcion del receptor puede ser
afectada a través de corte y empalme diferencial de ARNm. También es posible
gque se encuentre en desequilibrio de unidon con otras regiones todavia
desconocidas en el gen lo que podria influir en la susceptibilidad a la enfermedad
(Shian, et al, 2003).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, el cancer es una de las principales causas de mortalidad. En
México 57 de cada 100 casos se ubican en las mujeres de 40 a 59 afios, un gran
namero de casos son diagnosticados diariamente (INEGI, 2013). Las variaciones
genéticas o alelos pueden estar asociados de manera directa o indirecta con
enfermedades especificas (Gomez, 2007). En el caso del polimorfismo Xbal se ha
descrito su asociacion con el desarrollo de cdncer de mama (Lori, et al, 2011, Cai
Q, et al,2003, Ikdahl T, et al, 1994 y Dunning A, et al, 2009) y su utilizaciébn como
marcador molecular podria ayudar a detectar a aquellas mujeres susceptibles a
desarrollar cancer de mama lo que reduciria la incidencia de la enfermedad.

JUSTIFICACION

A pesar de que existen diversos métodos de deteccion, la frecuencia con la cual
se presenta el cancer de mama sigue siendo muy alta. Para las mujeres
mexicanas, es la primera causa de morbilidad hospitalaria (NEGI, 2014). Por lo
anterior es importante desarrollar métodos para identificar a aquellas pacientes
susceptibles a presentar esta enfermedad ya que actualmente muchas de ellas
acuden al servicio de oncologia cuando la enfermedad ya se encuentra en un
estado avanzado. El uso de marcadores moleculares para la deteccion del cancer
es un tema nuevo en nuestro pais por lo tanto es importante generar nuevos
estudios al respecto para la deteccion temprana de la enfermedad.

HIPOTESIS

La presencia del polimorfismo Xbal del gen ESR1 se ha asociado con el desarrollo
de cancer de mama. Se espera que en nuestra poblacion aquellas pacientes con
un diagndstico de cancer tengan la presencia del polimorfismo Xbal mientras que
las pacientes control no lo presenten.



OBJETIVO GENERAL
Determinar la frecuencia del polimorfismo Xbal en pacientes con cdncer de mama

y mujeres sanas que asisten al Servicio de Oncologia del Hospital Juarez de
México.

OBJETIVOS PARTICULARES

X/
°e

Determinar la integridad del ADN mediante un gel de agarosa al 1%.

X/
°e

Se cuantificar 'y comprobar la pureza del ADN mediante un
Nanodrop marca Thermo Scientific, USA.

% Identificar la presencia del polimorfismo Xbal en cada una de las
muestras de sangre mediante PCR tiempo real.

% Determinar si existe alguna diferencia estadistica del polimorfismo
Xbal entre las pacientes que presentaron cancer de mama y las
mujeres sanas, mediante el estudio estadistico de Ji cuadrada ( X?).



METODOLOGIA
POBLACION DEL ESTUDIO

Se colectaron muestras de sangre de 107 pacientes en total (54 diagnosticadas
con cancer de mama y 53 controles). Las cuales contaron con los siguientes
parametros para poder ser incluidas dentro de nuestro estudio:

Los criterios de inclusion para nuestro estudio fueron las siguientes: mujeres que
acepten y firmen el consentimiento informado, mujeres mexicanas de 18 a 75
afios, que presenten algun tipo de crecimiento en alguna o ambas mamas, que
tengan un diagndéstico previo de cancer de mama pero que no presenten
tratamiento. Por el contrario aquellas mujeres que fueron excluidas del estudio
presentaron las siguientes caracteristicas: Mujeres menores de 18 afios, que ya
hayan recibido algun tipo de tratamiento hormonal anteriormente y mujeres
embarazadas.

Todas las mujeres que fueron incluidas en este trabajo fueron informadas sobre
las caracteristicas del estudio y firmaron un consentimiento informado (Anexo 1).
Se obtuvieron datos demograficos y de estilo de vida mediante un cuestionario.

Extraccion de ADN:

Extraccion de ADN mediante Kit (DNA isolation kit for mammalian blood)
marca ROCHE (USA):

Se colocaron 500ul de sangre en un tubo de 2000yul, al tubo se le agrego 1ml de
buffer de lisis de globulos rojos, y se dejo reposar durante 45 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugo él tuvo a 12500 rpm durante 10 minutos, se
desech¢ el sobrenadante y se le agrego 500ul de buffer de lisis de globulos rojos,
el tubo se agito durante 25 segundos o hasta que el botén se desprendio de la
base, este se centrifugo a 12500rpm durante 6 minutos, se deseché el
sobrenadante y se realizaron de dos a tres lavados con PBS (dependiendo de
cuantos glébulos rojos quedaron en el tubo), posteriormente se agregd 1ml de
PBS y después se agito durante 25 segundos o hasta que el botén se despeg6 de
la base, se mete a centrifugar €l tuvo esta vez a 6500rpm durante 5 minutos, se
desecha el sobrenadante y se agregaron 520ul de buffer de lisis de globulos
blancos, se agito el tubo durante 25 segundos y se coloc6 en un termoblog marca
TORREY PINES (USA) a 37 grados centigrados durante 45 minutos o hasta que
el boton se degrado completamente (Se agito el tubo cada 10 minutos), al pasar
los 45 minutos al tubo se le agregaron 500ul de buffer de precipitacion y se agito
durante 25 minutos, el tubo se meti6 a centrifugar a 12500 rpm durante 10
minutos, se tomaron 500ul del sobrenadante del tubo y se pasaron a un tubo de
2000ul nuevo, al tubo que contiene los 500ul del sobrenadante se le agrego 1mi
de etanol absoluto, se resuspendid hasta observar las hebras de ADN, el tubo se
metio a centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos, se desecho el sobrenadante



y se le agrego un mililitro de etanol al 70% para el primer lavado, se agito el tubo
durante 25 segundos, se metié6 a centrifugar el tubo a 12000 rpm durante 8
minutos, se colocé el tubo en el termoblog hasta que quedo completamente seco,
se le agrego al tubo 100ul de agua libre de DNAsas y se resuspendio el
contenido.

Una vez que se tenia la disolucion de ADN se procedio a determinar su integridad
por medio de un gel de agarosa.

Determinacion de la integridad del material genético.

e Para comprobar la integridad del material genético, este se visualizd por
medio de un gel de agarosa al 1%: Un gramo de agarosa la cual se
disolvi6 por calentamiento en amortiguador TBE al 1X(Tris- base
0.05M[Sigma], acido bérico 0.05 M [Mallinckrodt] y EDTA 0.5 M). La
soluciébn se colocdé dentro del microondas durante 30 segundos,
posteriormente se sacO y se agito para que se disuelva la agarosa. Se
realiz6 el proceso anterior dos veces mas, esta vez por un periodo de
tiempo de 10 segundos dentro del microondas cada una. Una vez disuelta
la agarosa se esperd unos 45 segundos a que la solucion enfriara y se le
agrego 4 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) [Sigma]. Se vertio la solucién
en una camara de electroforesis y se dejé reposar durante 40 minutos.
Pasados los 40 minutos se procedié a sumergir el en una solucién de
TAE (Buffer Tris, Acido acético y EDTA) al 1X, posteriormente se comenzé
a cargar el gel con el ADN. Para cargar en el gel de tomaron 4ul (teniendo
en cuenta que se coloco por cada pozo de 6 a 20ng/ul de ADN) de ADN por
pozo y 2ul de buffer de carga, en total fueron cargados 6ul por cada pozo
de la solucion, se corri6 la electroforesis en una camara durante 40
minutos a 100 volts, el ADN se visualizé mediante el uso de luz UV en un
transiluminador marca BIOIMAGING SYSTEMS (USA).

Integridad del material genético:

Para comprobar la integridad del ADN se tomé en cuenta si la migracién fue como
una banda compacta, es decir, en la cual no observamos un barrido o difusién
dentro del gel de agarosa, de modo que esto confirmo la integridad del material
geneético.
Medicién de la concentracion y pureza del ADN
e Para conocer cual fue la concentracion y la pureza de nuestro ADN, la
muestra final obtenida de la extraccion de ADN se analiz6 en un Nadodrop
marca (Thermo Scientific, USA) al cual se le colocaron 2ul de la solucién

gue contiene el agua libre de DNAsas y el ADN. EI Nanodrop se calibro con



agua inyectable, posteriormente se colocaba la muestra de ADN para
conocer la concentracion y la pureza que presentaba, el procedimiento se
repitié hasta que se conoci6 la concentracion y la pureza de cada una de

las muestras.

Genotipificacion del ADN

Para la genotipificacion de nuestras muestras se preparé una solucion la cual
contenia tres componentes principales:

» Master Mix marca Applied Biosystems: TagMan 2X PCR Master Mix
polimerasa, los dNTPs (deoxinucleotidos), cloruro de magnesio que sirve
como cofactor de la polimerasa, un buffer para la enzima.

» La sonda con la que trabajamos: Los primers que son oligonucleétidos
qgue delimitaron la secuencia que se amplifico. La sonda utilizada fue la
denominada Xball (rs9340799) esta sonda se resintetizo a partir de un
disefio ya establecido y la cual fue pedida al proveedor Applied Biosystems.
La secuencia utilizada consta de 50pb donde se alinea la sonda que
reconoce al alelo (A) VIC y/o al alelo (G)FAM.

TTCCCAGAGACCCTGAGTGTGGTCT[A/GIGAGTTGGGATGAGCATTGGT
CTCTA

» Agualibre de DNAsas: La cual actu6é como solvente en esta solucion.
La reaccion final de la PRC se realiz6 con un volumen de 20ul por muestra.
Estos tres componentes se mezclaron en un tubo de 100ul, las cantidades
dependieron de las reacciones que se metieron en cada ensayo (las cuales no

fueron menores de 15 muestras por reaccion).

De la mezcla general (la cual contenia la Master Mix, la sonda Xball y el agua
libre de DNAsas) se tomaran 18l para cada reaccion (una reaccion por muestra).

Para completar los 20 pl que utilizamos por cada reaccion se le agregaron 2l de
ADN (solucion que contenia agua libre de DNAsas y el ADN) teniendo en cuenta
que agregaron de 6 a 20ng/ul de ADN por cada una de nuestras muestras.

Para el control negativo se coloc6 Unicamente 18ul de la mezcla general sin los 2
pl de ADN.



Las cantidades de cada componente por cada reaccion final fue de:

e Master Mix =10pl.

e Sonda a 40X= 5pl.

e Agua libre de DNAsas= 7.5ul.
e DNA=2ul.

Total: 20ul por reaccion.

Durante el experimento se evaluaron tres genotipos XX, Xx y xx, en los cuales X
indica la ausencia de corte y x indica la presencia de corte.

Andlisis estadistico de los resultados:
El anélisis estadistico se realiz6 mediante un estudio de Ji cuadrada (X?). Los

datos obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico STaTa 8.1 para
evaluar la prevalecencia del polimorfismo en la poblacion femenina mexicana.
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Resultados

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demograficas y clinicas de las
pacientes que participaron en el estudio. El lugar de origen, su estado civil y el
promedio de edad entre casos y controles, como se puede observar no se
encontré diferencias estadisticamente significativas entre los controles y los casos.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos de estudio.

No. de sujetos (%)

Caso Control
Estado de la Republica
Sur-Centro
16.32 51.02
Este
24.48 52.04
QOeste 0
2
Total 49 (100) 49 (100)
Edo. Civil
Casada 25 (53.19) 24 (68.84)
Divorciada 1 (2.12) 8 (5.80)
Soltera 9 (19.14) 8 (5.80)
Union libre 10 (21.27) 5 (10.87)
Viuda 2 (4.25) 2 (8.69)
TOTAL 47 (100) 47 (100)
Edad (Media + S.D.)* 67.56 £ 8.3 52.13+ 7.9

Tabla 2. Se muestra la frecuencia de los diferentes genotipos entre los casos y
controles de nuestra poblacion estudiada. Existe muy poca diferencia entre el
namero de genotipos entre casos y controles seguramente por el nimero de la
poblacion. También se observa que los genotipos homocigotos silvestres son
dominantes frente a los heterocigotos y homocigotos mutantes.

Tabla 2. Frecuencia Genotipica de Xbal en la poblacion estudiada.

Genotipo Casos n (%) Control n (%) OR (95% CI) p value

AJA 31(57.40)  30(56.60) 1 1
AIG  18(33.33)  20(37.73) 0.8(0.35-1.79)  0.592
GIG 5 (9.25) 3(5.66) 15(0.34-7.11)  0.566



Tabla 3. Muestra la frecuencia de los alelos en la poblacion estudiada. El alelo
silvestre A tienen una mayor frecuencia aunque no varia entre los casos y los
controles, siendo en total 160; el alelo mutante tampoco mostro gran variacion
entre ambas muestras y su frecuencia total fue de 54.

Tabla 3. Frecuencia alélica del polimorfismo Xbal en la poblacion estudiada.

Alelos (n, %) Casos Controles p value
n (%) n (%)
Xbal
A 80 (74.07) 80 (75.47)
G 28 (25.92) 26 (24.52)  0.8139

Tabla 4. En la tabla se muestran los diferentes genotipos que se presentaron en
nuestra poblacion y el grado de desarrollo de la enfermedad. Podemos observar
que el genotipo A/A presenta un grado de progresion de la enfermedad >3 en 19
pacientes. Mientras que los genotipos heterocigoto y homocigoto recesivo
muestran un menor grado de desarrollo de la enfermedad aunque esto al ser
evaluado por medio de Xi cuadrada no mostro una diferencia significativa.

Tabla 4. Relacion entre el genotipo Xbal y el estadio.

Genotype (n, %) TNM <2 TNM >3 OR (95% CI) p value
n (%) n (%)
Xbal
A/A 9 (52.94) 19 (61.19) 1
AIG 4 (23.52) 11 (35.48) 1.23(0.34-4.43) 0.743
G/G 4 (23.52) 1 (3.22) 0.11 (0.01-1.20) 0.072

En la tabla 5 podemos observar los tres genotipos comparados con la pre y
posmenopausia; el genotipo heterocigoto tuvo una mayor diferencia entre el
namero de pacientes y las que presentaron el genotipo monocigoto mutante.

Tabla 5. Relacion entre los genotipos de Xbal y los casos pre y posmenopausicas.

Genotipo (n, %)  Premenopausia Posmenopausia OR (95% ClI) p value
n (%) n (%)
Xbal
A/A 11 (78.57) 18 (52.94) 1
AIG 2 (14.28) 13 (38.23) 4.73 (0.91-24.4) 0.064

GIG 1 (7.14) 3 (8.82) 0.94 (0.13- 6.52) 0.956



Tabla 6. Muestra el promedio de la frecuencia alélica de Xbal con respecto a otras
poblaciones. La frecuencia de nuestra poblacion fue de 0.25 y comparado con las
frecuencias de otros paises no muestra parecido ni siquiera con la Latino
Americana.

Tabla 6. Promedio de la variante Xbal en diferentes poblaciones.

Promedio de la variante

Poblacion Referencias

Xbal (0.25)

Asiatica 0.46 Lori et al, 2011, Cai Q, et al,2003,

Jakimiuk A, et al, 2007, Jivka T, et al, 2007,
Caucasicos 0.48 lkdahl T, et al, 1994, Janusz, et al, 2013,
Gonzales-Zuloeta A.M, et al, 2008, Dunning
A, et al, 2009, Molvarec A, et al 2007.
Rauschenberguer et a/,2012, Giacomazzi,
Latino Americana 0.58 et al, 2012, Murillo B et al, 2005, Vega S,

2010.

Africana 0.59 Saad A, et al, 2008

Tabla 7. Muestra las diferencias genéticas que existen entre las diferentes
poblacion con las cuales comparamos la nuestra.

Tabla 7.Muestra la frecuencia del polimorfismo Xbal encontrado en nuestro
estudio comparado con la encontrada en otras poblaciones.

Frecuencia dela variante Xbal en

México
(25.23 %)

Frecuencia de Xbal en asiaticas 0.0000
(46%)
Frecuencia de Xbal en Caucasicas 0.0000
(48%)
Frecuencia de Xbal en 0.0000
latinoamericanas (58%)
Frecuencia de Xbal en Africanas 0.0015

(59%)




Analisis de resultados

En la tabla 1, se muestran las caracteristicas demogréaficas de las pacientes con
las cuales trabajamos. La ubicacion del Hospital Juarez de México le permite
atender a pacientes que provienen de diferentes areas del pais principalmente nos
encontramos a mujeres que provenian del Edo de México, D.F y el Estado de
Hidalgo, esto se debe a la cercania y que el hospital se encuentra en una zona
céntrica a estos estados. Gran parte de las pacientes eran de ingresos medio-
bajos por lo que en algunos casos llegaban al servicio de oncologia con la
enfermedad en un estado ya avanzado. De los datos demograficos lo que mas
puede observarse es el origen de las pacientes teniendo un mayor numero de
pacientes provenientes del Estado de México y D.F. La edad promedio de las
pacientes control fue de 52.13 y de 67.53 en los casos, lo que concuerda con los
datos que proporciona el INEGI el cual reporta que 57 de cada 100 casos se
ubican en las mujeres de 40 a 59 afios (INEGI, 2014).

En la Tabla 2 podemos observar la frecuencia de los genotipos en nuestra
poblacién. Existe muy poca diferencia entre el nimero de genotipos entre casos y
controles. Aunque podemos observar que el nimero de homocigotos recesivos es
el menor comparado con los heterocigotos y los homocigotos dominantes. Al
evaluar estos datos con la literatura consultada no se acerca a la frecuencia
presente en los estudios encontrados (Murillo et al, 2005, Rauchemberg et al,
2012) donde el alelo silvestre A tubo una menor frecuencia respecto al alelo
mutante G, esto puede ser atribuido a que los estudios que han sido evaluados
anteriormente presentan una poblacién mayor, lo que les da la oportunidad de que
exista una diferencia significativa estadisticamente hablando por lo que en
estudios posteriores se tendria que aumentar el numero de pacientes para
corroborar si las frecuencias genotipicas siguen iguales o existe alguna diferencia.
La frecuencia genotipica fue diferente a otro estudio realizado en el Hospital de
Ginecologia y Obstetricia en mujeres mexicanas en el cual fue mayor el nimero
de pacientes con el genotipo G/G (Murillo et al, 2005), mientras que en nuestro
estudio el genotipo A/A fue el mas representativo comparado con los heterocigotos
y los homocigotos mutantes.

En la tabla 3 encontramos la frecuencia de los alelos del polimorfismo Xbal, en
nuestra poblacion el alelo A (silvestre) tiene una mayor frecuencia (74.76%)
mientras que el alelo G (mutante) presento una frecuencia de 25.23%. Como se
muestra no existe diferencia entre el nimero de alelos silvestres entre los casos y
los controles, de igual modo el alelo mutante no mostro diferencia significativa
entre casos y controles. En total tenemos que en nuestra poblacion encontramos
180 alelos silvestres y 54 mutantes. Al ser comparado con la frecuencia que
presenta el alelo mutante en otras poblaciones no se acerca a ninguna de ellas,
esto puede ser atribuido al nUmero de pacientes en nuestro estudio por lo que es
necesario aumentar la N, de este modo tendremos mas datos para poder evaluar
si existe diferencia significativa entre el alelo silvestre y el mutante en la poblacion
Mexicana.



En la tabla 4 encontramos la comparacion entre los genotipos y el grado de
desarrollo de la enfermedad. Podemos observar que el genotipo A/A presenta un
grado de progresion de la enfermedad > a 3 con 19 pacientes y 9 con una TNM
<2. Mientras que los genotipos heterocigoto y homocigoto recesivo muestran un
menor grado de desarrollo de la enfermedad aunque esto al ser evaluado por
medio de Xi cuadrada no mostro una diferencia significativa.

En la tabla 5 podemos observar los tres genotipos comparados con la pre y
posmenopausia; el genotipo heterocigoto presento un mayor numero de pacientes
posmenopausicas. Al evaluar estadisticamente los datos encontramos que la el
genotipo heterocigoto podria conferir una proteccion marginal a desarrollar cancer
de mama en mujeres posmenopausicas (P=0.064) aunque esto tiene que ser
evaluado y reconsiderado al aumentar el tamafio de nuestra poblacion ya que con
esto tendriamos un mayor nimero de datos que nos ayuden a fundamentar lo
anteriormente dicho. Al evaluar otros estudios encontramos que en un estudio
realizado en la poblacion egipcia no mostro asociacion alguna entre los genotipos
y la pre y posmenopausia respecto al polimorfismo Xbal (Saad A, et al, 2008).

Los estudios realizados en mujeres caucasicas que asocian al polimorfismo Xbal
con el desarrollo de cancer de mama hasta el momento han sido estadisticamente
nulos. En comparacion con los estudios en mujeres Asiaticas los cuales han sido
conflictivos (Sakoda, et al, 2011). Un estudio realizado en Beijin mostro que el
genotipo A/G y G/G comparado con A/A mostro una reduccién del riesgo a
desarrollar cancer (Sakoda, et al, 2011). Mientras que un estudio realizado en la
poblacion de Shanghai muestra que existe una relacion marginal entre el sitio de
restriccion de Xbal y el riesgo de desarrollar cancer en mujeres posmenopausicas
(Quiuvin, et al, 2003). En un estudio realizado en la poblacion Coreana se
encontré que los genotipos que contienen el alelo A mostro una disminucion del
riesgo de desarrollar cancer de mama en comparacion con los que presentaron el
alelo G, principalmente esto se asocio con el desarrollo de cancer de mama de
aparicion tardia o después de la menopausia (Shin, et al 2003). En estudios
posteriores tendrian que evaluarse los genotipos y la frecuencia alélica para
corroborar si lo anterior puede ser similar en nuestra poblacion.

Al evaluar el promedio de la frecuencia polimérfica del genotipo Xbal (tabla 6) de
nuestra poblacion con la Asiatica, Caucasica, Latinoamericana y la Egipcia no
encontramos similitud entre la frecuencia de este con ninguna de las poblaciones
comparadas. La frecuencia del alelo menos frecuente en nuestro estudio fue de
0.25 lo cual no concuerda con los promedios obtenidos de los diferentes estudios
encontrados. Esto puede deberse a la diversidad genética de la cual esta
compuesta nuestra poblacion ya que las personas que viven en el Estado de
México y D.F principalmente, provienen de diferentes partes del pais lo que podria
influir en que la frecuencia no sea parecida con las demas poblaciones
encontradas; la manera en que esto pueda evitarse en estudios posteriores es
aumentando la poblacion de modo que se tenga una muestra mas representativa
de nuestro polimorfismo en la poblacion mexicana. De este modo se podran evitar
€s0s sesgos que provienen de la alta variabilidad genética que tiene nuestro pais.



Las diferencias genéticas que existen entre las diferentes poblaciones con las
cuales comparamos la frecuencia del polimorfismo Xbal nos muestra que en
algunos casos esta es significativa, en nuestro estudio esto se puede notar al
comparar a nuestra poblacion con la Africana (Tabla 7) (p=0.0015). Al evaluar
estadisticamente nuestros datos encontramos que la poblacion Africana es la
genéticamente mas diferente a la nuestra, comparada con la poblacion Asiatica y
la Caucasica; en el caso de la poblacion Latino Americana abrian que realizar
mas estudios para comprobar si existen variaciones dentro de esta poblacion.
Aunque genéticamente somos parecidos con otras poblaciones, las pequefias
variaciones fenotipicas y genotipicas que nos distinguen de las demas pueden
influir el desarrollo de determinadas enfermedades, por lo anterior es importante
saber que una mutacion puede tener diferentes efectos de una poblacion a otra,
ya que también tienen que ser tomados en cuenta los diferentes factores
ambientales lo cuales pueden influir en el desarrollo de una determinada
enfermedad.



Conclusiones

En el presente estudio no se encontro relacion alguna entre la presencia del
polimorfismo Xbal y el riesgo de desarrollar cancer de mama, de igual forma los
genotipos en casos y controles fueron muy similares por lo que se necesita
aumentar la poblacién para poder comprobar si este comportamiento se mantiene
0 cambia a medida que se aumenta el numero de pacientes y comprobar de este
modo si existe alguna diferencia estadistica entre estos.
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Anexo 1

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
UNIDAD DE INVESTIGACION
LABORATORIO DE GENETICA Y DIAGNOSTICO MOLECULAR
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PROTOCOLO DE
INVESTIGACION:
CANCER DE MAMA

1. Informacién sobre el estudio.

Se conoce que el cancer es producido por errores en la programacioén genética
qgue guia la multiplicacion, especializacion y muerte celular. Por lo que en este
estudio se trata de esclarecer los programas genéticos y establecer como se
alteran durante el desarrollo de los tumores.

De acuerdo a esto se me ha invitado a participar en un estudio de investigacion,
este involucra a personas afectadas con cancer de mama en diferentes etapas de
su enfermedad y donar una muestra de tejido mamario tumoral y de tejido no
afectado, asi como también una muestra de sangre obtenida durante la cirugia
gue se me efectuara como parte de mi tratamiento.

Se tomaran de 5-10mL de sangre periférica (dos tubos) antes del procedimiento
quirargico. Y se tomara un fragmento de tejido neoplasico no afectado del tejido
resultante de la reseccidn quirlrgica realizada, siempre y cuando cumplan con las
caracteristicas necesarias para participar en el estudio.

a. Riesgos:
Son exclusivos de la puncién venosa y se refiere a la necesidad de puncién en
mas de una ocasion en casos excepcionales. También puede desarrollarse
hematoma, mismo que se resuelve espontdneamente. En cuanto a la muestra
sera tomada posteriormente de la pieza resultante a la reseccion quirdrgica, no
tiene mayor implicacion de riego que la informada con su médico oncélogo al
respecto a su tratamiento.



b. Beneficios:

Aunqgue directa, ente los resultados de este estudio no benefician mi diagndstico y
tratamiento, podran aportar informacion util para mejorar el entendimiento de esta
enfermedad.

2. Confidencialidad.

La informacion que se obtenga de este estudio, incluyendo registros clinicos,
sera y tratada como privilegiada y confidencial, y no sera divulgada o relevada
a ninguna persona sin mi consentimiento por escrito.

3. Participacion/Suspension

Mi participacion en este estudio es voluntaria. Estoy en libertad de no participar en
el mismo al no autorizar el analisis molecular de la muestra de tejido tumor
obtenido en la biopsia. El reusarme a participar en este proyecto no afectard mi
atencion médica.

4. Contacto.
En caso de requerir mas informacibn o duda respecto a su participacion y
derechos, se puede contactar con la M. en C Mdnica Sierra Martinez al teléfono:
57477634.

5. Consentimiento:

La Dra. Sonia Chavez Ocafia médico responsable y la cual reconoce el
compromiso que implica aceptar y aplicar la carta de consentimiento informado, se
ha encargado de explicarme los pormenores del mismo. He tenido la oportunidad
de hacer preguntas. Si tengo alguna duda, deberé comunicarme con ella al
teléfono 57477560 Ext, 7330 o acudir personalmente a la Unidad de Investigacion,
Laboratorio 3 del Hospital Juarez de México.

Al firmar este documento, yo acepto voluntariamente participar en este estudio.

Lugar:

Fecha:

Nombre del paciente:

Firma del paciente:
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