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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Cancer

Las células del cuerpo se estan regenerando de manera continua, lo cual llevan a
cabo por un proceso de recambio en el que se producen células nuevas a la misma
velocidad que otras mueren. Este proceso se encuentra altamente regulado en el
organismo, pero puede suceder que la correcta regulacion del ciclo celular se vea
alterada a causa de que el material genético (ADN) de una célula sufra dafios
permanentes (mutaciones), lo cual se refleja en trastornos de la proliferacion normal de
las células. Cuando esto sucede, las células no mueren cuando deberian y células nuevas
se forman a un ritmo acelerado no requerido por el cuerpo. Las células excedentes
forman una masa de tejido, que es lo que se conoce como tumor.

Es importante aclarar que no todos los tumores son cancerosos y que existen dos
clases: benignos y malignos, mismos que se definen como sigue:

e Los tumores benignos no son cancerosos. Pueden extirparse y, en la mayoria de
los casos, no vuelven a aparecer. Las células de este tipo de tumores no se
diseminan a otras partes del cuerpo.

e Los tumores malignos son cancerosos. Las células de estos tumores tienen la
capacidad de invadir tejidos cercanos y diseminarse a otras partes del cuerpo.
Cuando el cancer se disemina de su origen inicial a otra parte del cuerpo, se dice
que ha ocurrido metastasis.

Con lo anterior, se puede definir al cancer como un crecimiento tisular producido por la
proliferacion descontrolada de células anormales con capacidad de invasion y
destruccion de otros tejidos.

El cancer puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido
corporal, por lo que no puede verse como una enfermedad Unica, sino como un conjunto
de enfermedades que se clasifican en funcidn del tejido y estirpe célular de origen.
Existen cientos de tipos distintos, siendo tres los principales subtipos:

e Los sarcomas que proceden del tejido conectivo, como huesos, cartilagos,

nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.

e Los carcinomas procedentes de tejidos epiteliales, como la piel o los epitelios

que tapizan las cavidades y 6rganos corporales, asi como los tejidos glandulares
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de la mama y prostata. Los carcinomas incluyen algunos de los canceres mas
frecuentes. Los carcinomas de estructura similar a la piel se denominan
carcinomas de células escamosas y los que tienen una estructura glandular se
denominan adenocarcinomas.

Los canceres de los tejidos formadores de las células sanguineas, entre los que
se encuentran las leucemias y los linfomas. Estos producen inflamacion de los
ganglios linfaticos, invasion del bazo y medula dsea, y sobreproduccion de

células blancas inmaduras.

1.2 Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es aquel que comienza en el tejido mamario,

reconociéndose:

El carcinoma ductal, que comienza en los conductos que llevan leche desde la
mama hasta el pezon. La mayoria de los canceres de mama pertenecen a este
grupo.

El carcinoma lobulillar, llamado asi por originarse en los lobulillos (glandulas

productoras de leche).

En raras ocasiones, el CM comienza en otras areas de la mama.

El CM puede ser invasivo o no, significando lo primero que se ha propagado desde el

conducto galactéforo o lobulillo a otros tejidos en la mama; mientras que lo segundo,

también denominado in situ, significando que ain no ha invadido otro tejido mamario.

1.2.1 Factores de Riesgo:

Los siguientes son factores que se han asociado a una mayor propension a

desarrollar CM:

» Edad: el riesgo de desarrollarlo se incrementa a medida que las personas envejecen

[Figura 1]. La mayoria de los casos de CM avanzados se encuentra en mujeres de

mas de 50 afios. En México, la mujer lo padece en promedio una década antes que

las europeas 0 norteameriacanas.

» Género: las mujeres tienen casi 100 veces mas probabilidad de desarrollarlo que los

hombres.
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» Consumo de alcohol: la ingesta diaria de méas de 2 vasos de alcohol se reflejan en

un riesgo incrementado de padecerlo.
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Figura 1. Riesgo incrementado con la edad de desarrollar CM. Se muestra un incremento de desarrollarlo
conforme avanza la edad, siendo 30 veces mayor para una mujer de 70 con respecto a una de 30 afios.

» Obesidad: Se ha encontrado que la obesidad es otro factor de riesgo en mujeres
postmenopausicas. El incremento del riesgo en estas mujeres podria deberse a los
altos niveles de estrogeno circulante, secundario al incremento de la conversion de
andrdgenos en estrogeno por el tejido adiposo y una alta proporcién de estrégeno
biodisponible debido a los bajos niveles de la globulina transportadora de hormonas
sexuales producida por la obesidad [1-2]. Asi mismo, estd demostrado que el
exceso de tejido adiposo favorece la aparicion de metéstasis y la recurrencia del
CM, asociandolo con una mayor mortalidad. Asi, las mujeres con sobrepeso u
obesas con esta neoplasia presentan 2.5 veces mas probabilidades de morir de la
enfermedad dentro de los cinco afios del diagnostico, en comparacion con las
mujeres delgadas [3]. Contrariamente, se cree que las mujeres obesas
premenopausicas podrian tener un mayor grado de anovulacién, resultando en
menores niveles de progesterona y estradiol, conduciendo a tasas bajas de divisién
de células mamarias y consecuentemente a menor riesgo de padecer la enfermedad.

» Ciclo menstrual (menarquia temprana y menopausia tardia): las mujeres que
inician tempranamente sus periodos menstruales (antes de los 12 afios) tienen un
riesgo aumentado de 1.8 veces de padecerlo, como se ha documentado en mujeres
blancas en Estados Unidos. Igualmente, cuando las mujeres llegan a la menopausia
de manera tardia (después de los 55 afios), el riesgo se incrementa 2.5 veces.

» Maternidad: las mujeres que nunca tuvieron hijos o que los tuvieron después de los
30 afos, tienen un mayor riesgo de desarrollarlo.

» Consumo de DES: las mujeres que tomaron dietilestilbestrol (DES) para evitar
abortos pueden tener un mayor riesgo de sufrirlo después de los 40 afios. Este

14
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farmaco se le suministraba comdnmente a las mujeres en las décadas de 1940 y
1960.

» Hormonoterapia: el haber consumido terapia hormonal con estrégenos
suministrados por periodos prolongados (mayores de 5 afios), incrementa en un 2%
anual el riesgo de las mujeres postmenopausicas. Este riesgo permanece por cinco
afios posterior a la suspension de la terapia hormonal y después de ese tiempo el
riesgo se iguala al de mujeres que nunca usaron terapia de remplazo hormonal. El
uso combinado de estrogenos y progestdgenos, continuos 0 secuenciales,
incrementa aun mas el riesgo (51% si se administraron por mas de 5 afos).[4]

» Radiacién: si se recibié radioterapia durante la infancia, adolescencia o juventud,
para tratar un cancer del area del térax, se tiene un riesgo mucho mas alto de
padecerlo. Cuanto mas joven haya sido al iniciar la radiacién y mas alta la dosis,
mayor sera el riesgo; especialmente si la radioterapia se administré durante el
desarrollo de las mamas.

» Antecedentes personales de CM: la mujer que ha tenido cancer de ovario o
endometrio, incrementa su riesgo de padecerlo. Asi mismo, las mujeres que lo
padecieron en un seno tienen un riesgo mayor de desarrollar esta enfermedad en su
otro seno. De igual manera, tener ciertos tipos de células anormales en el seno
(hiperplasia atipica, carcinoma lobulillar in situ [CLIS], o carcinoma ductal in situ
[CDIS]), aumenta el riesgo de padecer la forma invasora.

» Antecedentes familiares: el riesgo de padecerlo se ve aumentado si algun familiar
de primer grado lo ha padecido o ha padecido cancer de ovario o colon. Asi mismo,

el riesgo se incrementa con el nimero de familiares afectados (Figura 2).

25
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Figura 2. Riesgo de CM con antecedentes familiares. A partir de los 35 afios de edad, el riesgo de padecerlo
comienza a incrementarse en todas las mujeres. Sin embargo, se observa que éste se duplica en caso de tener un
familiar de primer grado que lo haya padecido y se triplica si mas de un familiar lo ha padecido.
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» Genética: existen variantes génicas que incrementan el riesgo de una persona a
padecer este tipo de cancer, encontrandose las mas conocidas en los genes BRCA 1
y BRCA 2. Sin embargo existen otros genes como ESR1, TOX3, MMP7, MAP3K1
y FGFR2, los cuales han sido menos estudiados y sobre los cuales se enfoca el
presente trabajo.

» Etnia: En Estados Unidos, se diagnostica con méas frecuencia en mujeres blancas
que en mujeres afroamericanas, hispanas, asiaticas, indigenas americanas y nativas
de Alaska.

» Densidad mamografica: En una mamografia, los senos se ven con zonas de tejido
denso y de tejido adiposo no denso (tejido graso). Las mujeres cuyas mamografias
muestran zonas mas grandes de tejido denso presentan un riesgo mayor.

» Inactividad fisica: el tener una vida sedentaria incrementa el riesgo de padecerlo.

Que una mujer tenga un factor de riesgo no significa que vaya a desarrollar CM,
pero si contribuye a incrementar la posibilidad de la enfermedad con respecto a una
mujer que no tiene dichos factores. EI conocer los factores de riesgo para el desarrollo
de la enfermedad, permite modificar habitos y poder prevenir en la medida de lo

posible la aparicién del CM.

1.2.2 Factores protectores

De entre los factores que se han asociado negativamente al CM, estéan:

» La multipariedad: Quedar embarazada méas de una vez o a temprana edad reduce el
riesgo de padecer este tipo de cancer.

» La lactancia: amamantar se encuentra altamente asociado como factor protector.

» La menopausia artificial por hipectomia: los cambios hormonales generados por la
extraccion de la matriz antes de los 40 afios, ha demostrado disminuir notablemente

el riesgo.
1.2.3 Sintomas y signos de alarma
El CM en etapas tempranas no presenta sintoma. Por esta razon es importante la

realizacion de exdmenes regulares en los senos. A medida que el cancer se desarrolla,

los sintomas pueden comenzar a aparecer (Cuadro 1).
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El CM avanzado puede presentar los siguientes sintomas: dolor éseo, dolor o
molestia en los senos, Ulceras cutaneas, hinchazén de un brazo (préximo al seno con

cancer) y pérdida de peso.

Cuadro 1: Sintomas del cancer de mama.

Sintoma Ejemplo

Presencia de tumores en las mamas o en las axilas, duros .

con bordes irregulares y que generalmente no duelen. -

Cambio en el tamaiio, forma o textura de las mamas o el

pezon. -
-
>

Cambio en el tamafio, forma o textura de las mamas o el

pezén, enrojecimiento, agujeros o fruncimiento que luce

como céscara de naranja. oy W

Cambio de color en la mama, aureola o pezon. o |

Secrecidn de liquido proveniente del pezén, que puede ser

sanguinolento, de claro a amarillento o verdoso, y lucir

como pus. u
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1.2.4 Diagnostico:

1.2.4.1 Importancia del diagnostico temprano

En la mayoria de las ocasiones la enfermedad es detectada por la propia paciente
(~70%). Si la enfermedad se detecta oportunamente puede ser curada hasta en 90% de
los casos (Figura 3). EI CM no puede evitarse, pero es curable si la enfermedad es

detectada en una etapa clinica temprana (tumor menor de 2 cm).
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Figura 3. Probabilidad de supervivencia con respecto al estadio del CM al momento del diagnéstico. Se observa
que las mujeres a las que se les detecta esta neoplasia en estadios avanzados, tienen una supervivencia disminuida en
hasta un 85% con respecto a las mujeres diagnosticadas en etapas tempranas de la enfermedad.

A pesar de esto, en México, el CM es detectado en etapas avanzadas de la
enfermedad (Figura 4); como se mencioné anteriormente, la mayoria de los casos es
detectado por la propia paciente, pero para que esto sea posible es necesario que el
tumor tenga un tamario considerable (mayor de 2 cm), lo que refleja etapas avanzadas
de la enfermedad.
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Figura 4. Estadio de diagnostico del CM. Distribucion de los estadios al momento del diagnéstico, en el periodo
del 2007 al 2010 en el Centro Universitario Contra el Cancer del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”. Se observa que la mayoria de los diagndsticos se realizan en etapas avanzadas, disminuyendo la
probabilidad de sobrevida de las pacientes.
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1.2.4.2 Métodos de diagndstico
1.2.4.2.1 Autoexamen mamario

Es un procedimiento realizado por la mujer para examinarse fisica y visualmente en
busca de detectar cualquier cambio en sus senos que delate a tiempo la aparicion del
CM. Por lo tanto, el autoexamen no se debe utilizar para reemplazar, sino para
complementar el examen clinico (realizado por un profesional de la salud) y la
mamografia. Las mujeres deberian hacerse este autoexamen a partir de los 20 afios y
durante toda su vida; aun si estdin embarazadas o después de la menopausia. La
autoevaluacion de seno debe hacerse cada mes. Las mujeres deben conocer
perfectamente el aspecto y tacto normal de sus senos para notar cualquier cambio.

Si la mujer todavia menstrida, el mejor momento para hacer el examen es varios dias, 0
alrededor de una semana, después de que el periodo termine. Estos son dias en que es
menos probable que sus senos estén doloridos o inflamados. Si ya no esta menstruando,
debe elegir un dia fijo para realizarse el autoexamen cada mes. Si esta tomando

hormonas, debe hablar con su médico para saber cuando debe hacérselo.

Cuadro 2 ;Cémo hacerse un autoexamen de senos?

Pasos a seguir Ejemplo

La mujer debera pararse frente a un espejo que sea lo _
suficientemente grande como para ver sus senos con '<\ e 4
claridad. Debera revisarse cada seno para detectar iy /
cualquier anormalidad, como arrugas, hoyuelos o y ‘
descamacion en la piel, asi como secrecion de los ~\' i
pezones. Prestando mucha atencion al espejo, debera :
juntar las manos detras de la cabeza y empujarlas
hacia delante.

A
A continuacion, debera presionar las manos /' =" YN
firmemente sobre las caderas e inclinarse ligeramente /, A ’ "\\
hacia el espejo a medida que saca los hombros y los A\ G \/ \jA (/"
codos hacia delante. \t = ?’:-,:f
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o~ Ve
I’ |
| \
, . . , | | 4]
Debera presionar ligeramente cada pezon para f 1\_/ U
| $ L A ‘
determinar si hay secrecion. S |

Aun mejor es el examinarse los senos acostada,
porque de esta manera el tejido mamario se extiende AN\
uniformemente sobre el pecho. Por lo tanto, se ‘

recomienda recostarse de espaldas, con un brazo sobre

la cabeza y una almohada o toalla doblada debajo del

hombro. Esta posicion alisa el seno y facilita el

examen.

Debera utilizar las yemas de los dedos de la otra mano
para revisar el seno y el area circundante con firmeza, e

cuidado y detenimiento. Procedera a buscar cualquier N /¢ /
bulto 0 masa extrafia debajo de la piel, palpando el £ .

tejido presionando los dedos en areas pequefias y
superpuestas que sean de tamafio similar al de una gl
moneda de diez centavos. Para asegurarse de cubrir A o |

todo el seno, debera tomarse su tiempo y seguir un

patron definido: lineas, circulos o cufias. Debera

revisarse la zona sobre el seno hasta la clavicula y

seguir hasta el hombro.

Tomado de http://www.cancer.gov/espanol/

Se recomienda usar tres niveles distintos de presion para examinar los senos:

Presion ligera: para examinar el tejido mas cercano a la piel

Presion media: para palpar un poco mas profundamente

Presion firme: para palpar el tejido mas profundo cercano a las paredes del torax.
Cambios a tener en cuenta: si una mujer encuentra cualquier cambio en su(s) senos(s)

que le cause preocupacion, es importante que acuda a su médico.
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1.2.4.2.2 Examen clinico

El examen clinico debe ser realizado por el médico para revisar los senos de las
pacientes. Para realizar la exploracion les pide a estas que levanten sus brazos sobre sus
cabezas, que los dejen colgar a los lados o que aprieten sus manos contra las caderas.

El médico observa la diferencia de tamafio o forma que haya entre los dos senos.
Revisa la piel de cada uno buscando alguna erupcion, hoyuelos u otros signos de
irregularidad y aprieta los pezones para ver si hay algun fluido presente.

El médico usa las yemas de los dedos para sentir bultos en todo el seno, en la axila
y en la zona de la clavicula. En general, un bulto necesita ser del tamafio de un guisante
o chicharo para poder sentirse. EI examen se realiza primero en un lado y luego en el
otro. Pueden revisarse los ganglios linfaticos cerca del seno para ver si estan hinchados.

Si el médico localiza un bulto, lo palpard para sentir el tamafio, forma y textura.
También lo examinara para ver si se mueve con facilidad. Los tumores benignos con
frecuencia se sienten diferentes de los cancerosos. Los bultos que son blandos, suaves y
que se pueden mover son generalmente benignos. Un bulto duro, de forma irregular que
parece estar fijo al seno es méas probable que sea canceroso, pero se necesita realzar

examenes especiales para diagnosticar la enfermedad. [5]

1.2.2.4.3 Mamografia

Una mamografia es una imagen de rayos X de los tejidos dentro del seno. Por lo
general, las mamografias pueden detectar un bulto en el seno antes de que éste pueda
palparse. También pueden mostrar una agrupacion de particulas pequefias de calcio
Ilamadas microcalcificaciones.

Los bultos o las particulas pueden deberse al cancer, a células precancerosas o a
otras causas. Es necesario realizar exdmenes especificos para saber si hay células
anormales.

Antes de que presenten sintomas, las mujeres deben realizarse mamografias de
deteccidn en forma periddica para detectar temprano el CM:

* Las mujeres de 40 afios y mas deben hacerse una mamografia cada uno o dos afios.
* Las mujeres menores de 40 afios y que tienen factores de riesgo de padecerlo, deben

preguntar a sus médicos si necesitan hacerse mamografias y con qué frecuencia.
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Si la mamografia muestra una zona anormal en su seno, el médico puede ordenar
imagenes mas claras y detalladas de dicha zona. Las mamografias de diagnostico
pueden enfocarse en una zona especifica del seno y pueden incluir técnicas especiales y

mas vistas que las mamografias de deteccion [6-7].

1.2.2.4.4 Otras pruebas de imagenes

Si se detecta una zona irregular durante un examen clinico de mama o0 una
mamografia, el médico puede solicitar otras pruebas de imagenes. A saber:
« Ecografia: Una mujer con un bulto u otro cambio en el seno puede realizarse una
ecografia. Un dispositivo de ultrasonido emite ondas sonoras que no pueden ser
escuchadas por el oido humano. Estas ondas rebotan en los tejidos del seno. Una
computadora usa los ecos para producir una imagen. La imagen puede mostrar si un
bulto es solido o esta lleno de liquido (lo que se conoce como un quiste), 0 una mezcla
de ambos. Los quistes normalmente no son cancerosos. Pero un bulto sélido puede ser
canceroso.
 Resonancia magnética (RM): usa un magneto potente conectado a una computadora.
Produce iméagenes detalladas de tejido del seno. Estas imagenes pueden mostrar la
diferencia entre el tejido normal y el tejido enfermo.

1.2.2.4.5 Biopsia

Una biopsia es la extraccion de tejido para buscar la presencia de células
cancerosas. La biopsia es la Unica manera de saber con certeza si hay cancer presente.
Normalmente los médicos ordenan una biopsia si se encuentra una zona anormal.

Una zona anormal puede palparse durante un examen clinico del seno, pero puede
escapar a una mamografia. O, una zona normal puede verse en una mamografia, pero
puede pasar desapercibida durante un examen clinico de mama. En este caso, los
médicos pueden usar procedimientos con imagenes (tales como mamografias,
ecografias o resonancia magnética) para que les ayude a ver la zona y extirpar el tejido.
Para apoyar el diagnostico, el médico extraera liquido o tejido de seno en una de las
siguientes maneras:

* Biopsia de aspiracion con aguja fina: el médico usa una aguja fina para extraer células

o liquido de un bulto en el seno.
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* Biopsia por puncion: el médico usa una aguja gruesa para extraer una muestra de
tejido del seno.

« Biopsia de piel: si hay cambios en la piel en el seno, el médico puede tomar una
muestra pequefia de piel.

* Biopsia quirdrgica: un cirujano extrae una muestra de tejido.

—La biopsia por incisién toma una parte de un bulto o de una zona anormal.

—La biopsia por escision extrae todo el bulto o la zona anormal.

Posteriormente a la biopsia, un patélogo examinara el tejido o el liquido que se haya
extraido del seno, para ver si hay células cancerosas. Si se encuentran células

cancerosas, el patélogo puede decir el tipo de cancer del que se trata.

1.2.5 Estadiaje

Se denomina estadiaje al proceso que se usa para determinar si el cancer se
disemind dentro de la mama o hasta otras partes del cuerpo. La informacién que se
obtiene en este proceso determina el estadio de la enfermedad. Es importante conocer el
estadio de la enfermedad para establecer un esquema de tratamiento y un probable
pronostico. Para el proceso de estadificacion, se pueden utilizar las pruebas y
procedimientos siguientes:

e Radiografia del térax y radiografia de los 6rganos y huesos del interior del térax.

e Exploracion por TC (exploracion por tomografia axial computarizada):
procedimiento mediante el cual se toma una serie de imagenes detalladas del
interior del cuerpo, desde angulos diferentes. Las imagenes son creadas por una
computadora conectada a una maquina de rayos X. Se inyecta un tinte en una vena
0 se ingiere, a fin de que los 6rganos o los tejidos se destaquen de forma mas clara.

e Exploracién 6sea: procedimiento que se utiliza para verificar si hay células en los
huesos que se multiplican rapidamente, como las células cancerosas. Se inyecta una
cantidad muy pequefia de material radiactivo en una vena y este recorre todo el
torrente sanguineo. Si el material radiactivo se acumula en los huesos, se puede
detectar con un gammagrafo.

e Exploracién con TEP (exploracion con tomografia por emisién de positrones):

procedimiento para encontrar células de tumores malignos en el cuerpo. Se inyecta
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en una vena una cantidad pequefia de glucosa (azucar) radiactiva. El explorador por
TEP rota alrededor del cuerpo y toma una imagen de los lugares del cuerpo que
absorben la glucosa. Las células de tumores malignos tienen aspecto mas brillante

en la imagen porque son mas activas y absorben mas glucosa que las células
normales.[7]

1.2.5.1 Diseminacién del cAncer

El cancer se disemina en el cuerpo de las siguientes tres maneras:

e Atraveés del tejido. El cancer invade el tejido normal que lo rodea.

e A través del sistema linfatico. El cancer invade el sistema linfatico y circula por

los vasos linfaticos hacia otros lugares del cuerpo.

e A través de la sangre. El cancer invade las venas y los capilares, circulando por

la sangre hasta otros lugares del cuerpo.

Cuando las células cancerosas se separan del tumor primario (original) y circulan a
través de la linfa o la sangre hasta otros lugares del cuerpo, se puede formar otro tumor
(secundario). Este proceso se Ilama metastasis. EI tumor secundario (metastasico) es del
mismo tipo de cancer que el del tumor primario. Por ejemplo, si el CM se disemina
hasta los huesos, las células cancerosas de los huesos son en realidad células de CM. La

enfermedad es cancer metastasico de mama, no cancer de hueso.
1.2.5.2 Estadios del cancer de mama

Estadio O (carcinoma in situ)

Hay dos tipos de carcinoma de mama in situ:

e Carcinoma ductal in situ (CDIS): afeccion no invasora en la que se encuentran
células anormales en el revestimiento del conducto de la mama. Las células
anomalas no se diseminaron afuera de este conducto hasta otros tejidos de la
mama (Figura 5). Algunas veces, el CDIS se puede volver cancer invasor y
diseminarse hasta otros tejidos, aunque por el momento no se sabe como

predecir cuales lesiones se volveran invasoras.
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Células Pared del
cancerosas conducto

Figura 5. Carcinoma Ductal In situ. Se observa a las celulas cancerosas dento del conducto mamario, el cual
conserva intacta la pared que lo delimita evitando la diseminacién de las células neoplésicas.

e Carcinoma lobulillar in situ: afeccion en la que se encuentran células anormales
en los lobulos de la mama. Muy raras veces esta afeccion se vuelve cancer
invasor; sin embargo, el padecer de carcinoma lobulillar in situ en una mama

aumenta el riesgo de padecer de cancer en cualquier de las mamas.

Estadio |
En el estadio I, es una etapa inicial de CM invasor. Las células cancerosas han

invadido tejido de seno mas allé del lugar en donde empezd el cancer (Figura 6).

Células cancerosas Pared del
invasoras @ conducto
» @ y

Figura 6. Estadio I. Las células cancerosas se han diseminado fuera del conducto y han invadido tejido cercano
dentro del seno.

El estadio | se divide en los estadios 1Ay IB.
En el estadio IA, el tumor mide dos centimetros 0 menos y no se ha diseminado aun
fuera de la mama.

En el estadio IB se presenta una de las siguientes situaciones:
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1. No se encuentra un tumor en la mama, pero se encuentran pequefios racimos de
células cancerosas (mayores de 0.2 milimetros, pero no mayores de dos
milimetros) en los ganglios linfaticos.

2. EIl tumor mide dos centimetros 0 menos y se encuentran pequefios racimos de
células cancerosas (mayores de 0.2 milimetros pero no mayores de dos

milimetros) en los ganglios linfaticos.

Estadio Il
El estadio 1 se divide en los estadios 1A and 11B.
En el estadio 11A se puede presentar cualquiera de las siguientes situaciones:
1. No se encuentra un tumor en la mama, pero se encuentra cancer en los ganglios
linfaticos axilares (ganglios linfaticos debajo del brazo).
2. El tumor mide dos centimetros 0 menos y se disemind hasta los ganglios
linfaticos axilares.
3. El tumor mide més de dos centimetros, pero no mas de cinco centimetros y no se
disemind hasta los ganglios linfaticos axilares.
En el estadio 11B, el tumor tiene una de las siguientes caracteristicas:
1. Mide més de dos centimetros, pero no mas de cinco centimetros y se disemind
hasta los ganglios linfaticos axilares.
2. Mide mas de cinco centimetros, pero no se disemind hasta los ganglios linfaticos

axilares.

Estadio I11A

En el estadio I11A, los posibles escenarios son los siguientes:

1. No se encuentra un tumor en la mama. El cancer se encuentra en los ganglios
linfaticos axilares que estan unidos entre si 0 a otras estructuras; o el cancer se
puede encontrar en los ganglios linfaticos cercanos al esterndn.

2. El tumor mide dos centimetros o menos. El céncer se disemind hasta los
ganglios linfaticos axilares que estan unidos entre si o0 a otras estructuras, o el
cancer se puede haber diseminado hasta los ganglios linfaticos cercanos al
esternon.

3. El tumor mide mas de dos centimetros, pero no mas de cinco centimetros. El

cancer se disemind hasta los ganglios linfaticos axilares que estan unidos entre si
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0 a otras estructuras, o el cancer se puede haber diseminado hasta los ganglios
linfaticos cercanos al esternon.

4. EIl tumor mide méas de cinco milimetros. El cancer se ha diseminado hasta los
ganglios linfaticos axilares que estan unidos entre si o0 a otras estructuras, o el
cancer se puede haber diseminado hasta los ganglios linfaticos cercanos al

esternon.

Estadio I11B
En el estadio 111B, el tumor puede tener cualquier tamafio y puede haber diseminado
a las siguientes partes del cuerpo:
1. La pared toracica o a la piel de la mama (el cancer que se disemind hasta la piel
de la mama se llama CM inflamatorio).
2. Los ganglios linfaticos axilares que estan unidos entre si o a otras estructuras, o

los ganglios linfaticos cercanos al esternon.

Estadio I1IC
En el estadio I11C, puede no haber signos de CM o el tumor puede tener cualquier
tamafio y se puede haber diseminado hasta la pared toracica o a la piel de la mama.
Asimismo, el cancer:
1. Se disemin0 hasta los ganglios linfaticos por arriba o debajo de la clavicula.
2. Se puede haber diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares o hasta los
ganglios linfaticos cercanos al esternon.
El CM en estadio I11C se divide en estadio I11C operable y estadio 111C inoperable.
En el estadio 111C operable, el cancer puede:
1. Encontrarse en diez 0 mas ganglios linfaticos axilares.
2. Encontrarse en los ganglios linfaticos debajo de la clavicula.
3. Encontrarse en ganglios linfaticos axilares y en los ganglios linfaticos cercanos
al esternon.
En el estadio IIIC no operable del CM, el cancer se disemind hasta los ganglios

linfaticos por arriba de la clavicula.

Estadio IV
En el estadio IV, el cancer se disemind hasta otros 6rganos del cuerpo, con mayor

frecuencia hasta los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro.
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1.2.6 Tratamiento:

Actualmente se usan seis tipos de tratamiento estandar:

1.2.6.1 Cirugia

La mayoria de las pacientes de CM se someten a cirugia a fin de extirparle el
tumor. Normalmente se extirpan algunos de los ganglios linfaticos de abajo del brazo y

se observan bajo un microscopio para verificar si contienen células cancerosas.

Cirugia para preservar la mama: una operacion para extirpar el cancer, pero no la
mama (Figura 7). Incluye los siguientes procedimientos:
e Lumpectomia: cirugia para extirpar el tumor (masa) y una pequefia cantidad de
tejido normal alrededor del mismo.
« Mastectomia parcial: cirugia para extirpar la parte de la mama que tiene cancer y
algo del tejido normal que la rodea. También se puede extirpar el revestimiento
de los musculos pectorales debajo del cancer. Este procedimiento también se

Ilama mastectomia segmentaria.

_____

Figura 7. Cirugia conservadora de seno. El cirujano extirpa el tumor del seno y algo de tejido normal de su
alrededor. Es posible que extirpe algunos de los ganglios linfaticos abajo de la axila. A veces el cirujano extirpa algo
del revestimiento que esta sobre los misculos del pecho, debajo del tumor.

A las pacientes que se tratan con cirugia para preservar la mama, también se les puede
extirpar algunos de ganglios linfaticos debajo del brazo para someterlos a una biopsia.

Este procedimiento se llama diseccion de ganglios linfaticos. Se puede realizar al
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mismo tiempo que la cirugia para preservar la mama o después. La diseccion de
ganglios linfaticos se realiza a través de una incision separada.

Otros tipos de cirugia incluyen los siguientes procedimientos:

Mastectomia total: cirugia para extirpar la mama que contiene cancer. Este
procedimiento también se llama mastectomia simple (Figura 8). Se pueden extraer
algunos de los ganglios linfaticos de abajo del brazo para someterlos a una biopsia en el
mismo momento de la cirugia o después de la misma. Esto se realiza a través de una

incision separada.

.....
- .~

Figura 8. Mastectomia simple. El cirujano extirpa todo el seno. Es posible que extirpe también algunos de los
ganglios linfaticos de la axila.

Mastectomia radical modificada: cirugia para extirpar la mama que contiene
cancer, muchos de los ganglios linfaticos de abajo del brazo, el revestimiento de los

musculos pectorales y, a veces, parte de los musculos de la pared del pecho (Figura 9).

Figura 9. Mastectomia radical modificada. El cirujano extirpa todo el seno y casi todos o todos los ganglios
linfaticos de la axila. Con frecuencia, se extirpa el revestimiento que esta sobre los misculos del pecho. Es posible
que también se quite un pequefio masculo del pecho para poder extirpar mas facilmente los ganglios linfaticos.
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Se puede administrar quimioterapia antes de la cirugia para extirpar el tumor. Cuando la
quimioterapia se administra antes de la cirugia, reducira el tamafio del tumor y la
cantidad de tejido que es necesario extirpar durante la cirugia. El tratamiento
administrado antes de la cirugia se llama terapia neoadyuvante. Incluso si el médico
extirpa todo el cancer que se puede ver en el momento de la cirugia, algunas pacientes
pueden recibir radioterapia, quimioterapia o terapia con hormonas despues de la cirugia
para destruir cualquier célula cancerosa que haya quedado. El tratamiento administrado
después de la cirugia para disminuir el riesgo de que el cancer vuelva, se llama terapia
adyuvante. Si la paciente se va a someter a una mastectomia, se puede considerar la
reconstruccion de la mama (cirugia para reconstruir la forma de una mama después de la
mastectomia). La reconstruccion de mama se puede hacer en el momento de la
mastectomia o después. La reconstruccion se puede llevar a cabo con tejido de la
paciente (no de la mama) o mediante implantes rellenos con solucion salina 0 mediante

un gel de silicona.

1.2.6.2 Biopsia del ganglio linfatico centinela seguida de cirugia

La biopsia del ganglio linfatico centinela es un procedimiento para extraer el
ganglio linfatico centinela durante una cirugia (Figura 10). El ganglio linfatico centinela
es el primer ganglio que recibe el drenaje linfatico de un tumor. Es el primer ganglio
linfatico donde es posible que el cancer se disemine desde el tumor. Se inyecta una
sustancia radiactiva o un tinte azul cerca del tumor. La sustancia o el tinte fluyen a
través de los conductos linfaticos hasta los ganglios linfaticos. Se extrae el primer
ganglio que recibe la sustancia o el tinte. Un patélogo observa el tejido bajo un
microscopio para verificar si hay células cancerosas. Cuando no se detectan células
cancerosas, puede no ser necesario extraer mas ganglios linfaticos. Después de la
biopsia del ganglio linfatico centinela, el cirujano extirpa el tumor (cirugia para

preservar la mama o mastectomia).
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Figura 10. Biopsia del ganglio linfatico centinela. Biopsia de ganglio linfatico centinela de la mama. Se inyecta
una sustancia radiactiva o un tinte azul cerca del tumor (primer panel). El material inyectado se identifica con la vista
0 con una sonda que detecta la radiactividad (panel del medio). Se extraen los ganglios centinelas (los primeros
ganglios que absorben la sustancia) para determinar si tienen células cancerosas (Gltimo panel).

1.2.6.3 Radioterapia

La radioterapia usa rayos de alta energia para destruir las células cancerosas. Afecta
unicamente las células en la parte del cuerpo que estd siendo tratada y puede usarse
después de la cirugia para destruir las células cancerosas que quedan en el area. Existen
dos tipos de radioterapia:

« Radioterapia externa: La radiacion procede de una maquina situada fuera del cuerpo
que envia radiacion al area donde se encuentra el cancer. Este tipo de tratamiento se
realiza en hospitales. Los tratamientos son generalmente 5 dias a la semana durante 4 6
6 semanas. La radiacion externa es el tipo de radioterapia que se usa generalmente para
el CM.

« Radiacién interna (radiacion por implante o braquiterapia): EI médico coloca uno o
mas tubos delgados dentro del seno por una incision pequefa. El tubo se carga con una
sustancia radiactiva. La sesion de tratamiento puede durar unos pocos minutos, después
de los cuales se retira la sustancia. Cuando dicha sustancia se retira, no queda

radiactividad en el cuerpo.

1.2.6.4 Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento del cancer en el que se usan medicamentos para
interrumpir el crecimiento de las células cancerosas, ya sea mediante su destruccién o
impidiendo su multiplicacién. Cuando la quimioterapia se administra por boca o se
inyecta en una vena o musculo, los medicamentos ingresan en el torrente sanguineo y

afectan a celulas cancerosas de todo el cuerpo (quimioterapia sistémica). Cuando la
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quimioterapia se coloca directamente en el liquido cefalorraquideo, un 6rgano o una
cavidad corporal como el abdomen, los medicamentos afectan principalmente las
células cancerosas de esas areas (quimioterapia regional). La forma en que se administre

la quimioterapia depende del tipo y el estadio del cancer que se esta tratando.

1.2.6.5 Terapia con hormonas

La terapia con hormonas es un tratamiento para el cancer por el que se bloquea su
accion, y se impide el crecimiento de las células cancerosas. Las hormonas son
sustancias elaboradas por las glandulas del cuerpo que circulan por el torrente
sanguineo. Algunas hormonas pueden hacer crecer ciertos canceres. Si las pruebas
muestran que las células cancerosas ofrecen sitios donde pueden adherirse las hormonas
(receptores), se utilizan medicamentos, cirugia o radioterapia para reducir la produccion
de hormonas o impedir que funcionen. La hormona estrogeno, que hace crecer algunos
tipos de CM, es elaborada en su mayor parte por los ovarios. El tratamiento para
impedir que los ovarios elaboren estrégeno se llama ablacion ovarica.

La terapia hormonal con tamoxifeno a menudo se suministra a pacientes con
estadios tempranos de la enfermedad y a pacientes de CM metastésico (cancer que se
disemind hasta otras partes del cuerpo). La terapia hormonal con un inhibidor de la
aromatasa se administra a algunas mujeres posmenopausicas que padecen de CM
hormonodependiente. Este necesita de la hormona estrogeno para crecer. Los
inhibidores de la aromatasa disminuyen el estrdgeno en el cuerpo porque impiden que
una enzima que se llama aromatasa convierta el andrégeno en estrégeno.

Ciertos inhibidores de la aromatasa pueden usarse para el tratamiento de CM en un
estadio temprano como terapia adyuvante o después de dos afios 0 mas de tamoxifeno.
Los inhibidores de la aromatasa se estan probando en ensayos clinicos para compararlos

con la terapia hormonal con tamoxifeno en el tratamiento del CM metastasico.

1.2.6.6 Terapia dirigida

La terapia dirigida es un tipo de tratamiento para el que se utilizan medicamentos u
otras sustancias para identificar y atacar células cancerosas especificas, sin dafiar a las
células normales. Los anticuerpos monoclonales y los inhibidores de la tirosina cinasa

son dos de los principales tipos de terapia dirigida que se usan para el tratamiento del

32


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46483&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=257523&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=463703&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45070&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46559&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45885&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45110&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45713&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46386&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44958&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46076&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46687&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45811&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45576&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44058&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44232&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44232&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45269&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46076&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46081&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45592&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44058&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=270742&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46066&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44833&version=Patient&language=Spanish

Rastreo de SNPs en genes asociados a cdncer de mama en pacientes del noreste de México

CM. Otro tipo de este tipo de terapia son los inhibidores de la Poli ADP-Ribosa
Polimerasa (PARP), sustancias que se usan para bloquear la reparacién del ADN e
intentar destruir las células cancerosas. La terapia con este tipo de inhibidores del PARP
esta en estudio para el tratamiento del CM triple negativo.

La terapia con anticuerpos monoclonales es un tratamiento para el cancer en el que
se utilizan anticuerpos producidos en el laboratorio a partir de un tipo Unico de células
del sistema inmunitario. Estos anticuerpos pueden identificar moléculas
en las células cancerosas o sustancias normales en el cuerpo que contribuyen al
crecimiento de estas. Los anticuerpos se adhieren a dichas moléculas o sustancias y asi
buscan eliminar las células cancerosas, al impedir su crecimiento o prevenir su
diseminacion. Los anticuerpos monoclonales se administran por infusion y se pueden
utilizar solos o para administrar medicamentos, toxinas o material radiactivo
directamente a las células cancerosas. Los anticuerpos monoclonales se pueden usar en
combinacidn con la quimioterapia, como terapia adyuvante. De entre los mas conocidos
esta el trastuzumab (Herceptin). Este es un anticuerpo monoclonal que bloquea los
efectos del factor de crecimiento HER2, el cual envia sefiales a las células cancerosas de
la mama. Alrededor de una cuarta parte de las pacientes de CM tienen tumores que se
pueden tratar con trastuzumab combinado con quimioterapia.

En el céncer, la tisosina cinasa detecta factores de crecimiento que los tumores
necesitan para crecer, mismos que se encuentran sobrexpresados en las células
neoplasicas, propiciando el crecimiento acelerado de los tumores. Los inhibidores de la
tirosina cinasa son medicamentos que se usan en la terapia dirigida para bloquear las
sefiales que favorecen el crecimiento. Los inhibidores de la tirosina cinasa se pueden
usar en combinacion con otros medicamentos anticancerosos como terapia adyuvante.

El lapatinib es un inhibidor de la tirosina cinasa que bloguea las sefiales
intracelulares desatadas por la accion de la proteina HER2 y de otras proteinas que
estimulan a las células tumorales. Se puede utilizar para tratar a pacientes que tienen

tumores positivos para los receptores de HER2 y no respondieron al trastuzumab.
1.2.6.7 Nuevas Alternativas de tratamiento:
Se estan probando nuevos tipos de tratamiento en ensayos clinicos y algunos

tratamientos en evaluacién se enlistan a continuacion.

¢ Quimioterapia de dosis alta con trasplante de células madre.

33


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=660869&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=660869&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45671&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44737&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44918&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46356&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46622&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46550&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45439&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45705&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44945&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=390335&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/espanol/pdq/tratamiento/seno/Patient/page5#Keypoint27

Rastreo de SNPs en genes asociados a cdncer de mama en pacientes del noreste de México

e Inhibidores de la tirosina cinasa como terapia adyuvante.

e Dasatinib estd basado en moléculas méas pequefias que son inhibidores de
quinasas y que son capaces de introducirse en la célula y actuar sobre varias
quinasas celulares, aunque no sobre Her2.

e La eribulina, descubierta y desarrollada por la compafia farmacéutica
internacional Eisai, es un inhibidor no taxano de la dinamica de los
microttbulos y un andlogo sintético de la halicondrina B, un producto
natural que se obtiene de la esponja marina Halichondria okadai.

1.2.6.7.1 Quimioterapia de dosis alta con trasplante de células madre.

La quimioterapia de dosis alta con trasplante de células madre es una forma de
administrar dosis altas de quimioterapia y reemplazar las células generadoras de sangre
destruidas por el tratamiento. Las células madre (células sanguineas inmaduras) se
extraen de la sangre o la médula 6sea del mismo paciente o de un donante, se congelan
y almacenan. Después de finalizar la quimioterapia, las células madre guardadas se
descongelan y se reinyectan al paciente mediante una infusién. Estas células madre
reinyectadas crecen (y restauran) las células sanguineas en el cuerpo.

Algunos estudios han mostrado que con las dosis altas de quimioterapia seguidas de
un trasplante de células madre, se obtienen mejores resultados que con la quimioterapia
estandar para el tratamiento del CM. Sin embargo, los médicos por ahora emplean las

dosis altas de quimioterapia unicamente en ensayos clinicos.

1.3. Epidemia de cancer

1.3.1. El cancer en el mundo

A nivel mundial los diferentes tipos de a canceres cobran 7,564,800 vidas (105.6
por cada 100,000 habitantes) de los 12,662,600 casos nuevos de que se registran. De
estos, el 47.73% (6,044,710) corresponde a mujeres, cobrando 3,345,176 vidas
anualmente (87.2 por cada 100,000 mujeres), siendo los tipos méas comunes en

poblacion femenina: mama, colorectal, cervicouterino, pulmaén y estbmago.
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1.3.2 Impacto del cancer de mama

El CM es actualmente la neoplasia més frecuente y mortal entre las mujeres del
mundo [8]. Para el afio 2008, la Organizacion Mundial de la Salud publico que se
diagnosticaron 1,384,155 nuevos casos (Figura 11) (38.9% del total de los canceres en
la mujer) y que 458,503 resultaron en descesos (12.4% de las muertes por cancer en

mujeres).

Ameérica Latina y el
Caribe (114,858)
8%

Africa (92,613)

7%

Oceania (17,055)
1%

Norte América
(205,515)
15%

Europa (425,147)
31%

Asia (528,927)
38%

Figura 11. EI CM en el mundo. Se muestra la distribucion mundial de nuevos casos de CM por regiones
geograficas.

La frecuencia del CM varia ampliamente; los paises de Norteamérica y Europa son
los que tienen frecuencia mas alta y los paises de Asia y Africa tienen las més bajas. En
general, los paises latinoamericanos tienen una baja frecuencia, comprados con los

paises desarrollados (Cuadro 2) (Figura 12).

Cuadro 2. Comparacion de incidencia y mortalidad entre paises desarrollados y subdesarrollados.

Incidencia Mortalidad Prevalencia a 5 afios
Nimero de proporcion Tasasobre NUmerode proporcién Tasasobre ~ Numerode | proporcion

casos (%) 100,000 casos (%) 100,000 casos (%)
PEIRS (T Eires 691,521 20 271 269,048 127 10.7 2380310 | 30.6
desarrollados
RS D 692,634 26.7 66.4 189,455 155 15.3 2808718 | 37.4
desarrollados
America Latina | 4,/ g9q 24.9 39.7 36,952 14.1 12.4 415,198 34.7
y el Caribe
México 13,939 21.2 27.2 5,217 13.2 10.1 51,497 30.8
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Figura 12. Distribucién de la incidencia de CM por regiones geograficas.

La tasa de incidencia promedio a nivel mundial es de 38.9 por cada 100,000
mujeres. Al estratificar por edades (Figura 13), resultan las méas afectadas aquellas
mujeres entre los entre los 65 y 74 afios. La taza de mortalidad sin importar la edad se
encuentra en 29.32 mujeres por cada 100,000, siendo las mujeres mayores de 75 afos
de edad las que tienen mas probabilidades de morir por esta neoplasia.
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Figura 13. Tasas mundiales de incidencia y mortalidad del CM. Se estratifican por edad.
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Es notorio que en todo el mundo existe un incremento en la frecuencia de CM,
mismo que es mayor en paises desarrollados. Por ejemplo en Estados Unidos de
América, el nimero de casos aumentd progresivamente de 1970 a 1997 en 161% (de
69,000 a 180,200) y el nimero de muertes por esta enfermedad aumento en un el 63%
(de 30,000 a 49,000) [9].

Este cambio, en gran parte se debid al aumento del nimero de mujeres en riesgo, de
forma particular de mujeres de edad avanzada. Sin embargo, cuando se analiza la tasa
de incidencia ajustada por edad se muestra un incremento anual del 1% de 1940 a 1980.
A partir de este ultimo afo, el incremento se acelerd al 4% anual y se estabilizé en
111.3 por 100,000 habitantes a partir de 1995. EIl crecimiento acelerado a partir de 1980
se debe, en parte, no al aumento real de la enfermedad, sino al incremento en la
deteccion de la misma, ya que desde entonces se ha ido generalizando el uso de la
mastografia de manera regular y preventiva. Asi, la proporcion de mujeres blancas de
50 a 59 afos de edad en Estados Unidos, a las que se les realiza mastografia, fue del
46% en 1987, 68% en 1990 y 76% en 1992. Gracias al uso de las mastografias de
manera generalizada y frecuente entre las mujeres, el CM ha sido detectado en etapas
mas tempranas y con la disponibilidad de mejores tratamientos, las tasas de mortalidad
se han visto disminuidas. Esto aplica sobre todo a paises desarrollados del norte de
Europa, Canada y Estados Unidos. En paises mediterraneos o exsocialistas europeos,
como: Espafia, Portugal, Grecia, Italia, Hungria y Polonia, esta disminucién no ha
sucedido. Ello debido a la falta de infraestructura para realizar a las mujeres
mastografias de manera general. Por tanto, en los paises subdesarrollados, como el
nuestro, las mujeres con CM contintan teniendo un diagnéstico tardio y una baja tasa de
recuperacion. Otras causas que explican el aumento en la frecuencia a partir de 1980
son los cambios en la maternidad, con tendencia a retardar el primer nacimiento,
disminuir la paridad y el usar de forma generalizada anticonceptivos orales y terapia

estrogénica de remplazo.

1.3.3 El cancer de México

En nuestro pais, el cancer afecta mas frecuentemente a las mujeres (62.5%
comparado con 37.5% de los varones). En el 2008 se reportaron 65,700 casos nuevos
(422 por cada 100,000 mujeres) y 39,400 muertes por algin tipo de cancer en mujeres,

siendo los mas comunes en la poblacion femenina: mama, cervicouterino, estomago,
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pulmon y colorectal. El riesgo de las mujeres mexicanas de padecer cancer antes de los
75 afos es de 12.9. Asi mismo, la probabilidad de morir por neoplasias antes de los 75
afios es de 8%. Tanto el riesgo de padecer céncer, como el de morir por esta

enfermedad, se incrementan con la edad hasta los 60 afios. (Figura 14)
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Figura 14. Probabilidad de padecer o morir por CM. Se indican estas cifras para mujeres en base a su edad.

1.3.4 EI CM en nuestro pais

En México en el 2008, el CM present6 13,939 nuevos casos (incidencia de 27.2 por
cada 100,000 mujeres), lo que corresponde al 21.2% de los casos totales de cancer en el
pais. En el mismo afio se reportaron 5,217 muertes por este padecimiento (13.2% del
total de las muertes por cancer), lo que representa una tasa de mortalidad del 10.1 por
cada 100,000 mujeres. Al estratificar la mortalidad por CM en mujeres mayores de 25
afnos, la tasa se elevo de 13.6 a 14.58 por cada 100,000 mujeres de 1990 al 2001 (Figura
15).
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Figura 15. Tasa de mortalidad por CM en mujeres mexicanas. Las cifras corresponden a mujeres mayores de 25
afios (por 100,000 mujeres).

Desde el afio 2006, esta neoplasia ha rebasado en nuestro pais al cancer

cervicouterino (CaCU) (Figura 16) y desde entonces es la segunda causa de muerte en

general_y la primera causa de muerte por cancer entre mujeres de edades comprendidas

entre los 30 y 54 afios [10-12]. En el 2008 se notificaron 5,217 muertes con una tasa de
10.1 por cada 100 000 mujeres. [8].

Tasa de Mortalidad por 100 000 mujeres
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Figura 16. Comparacion entre los dos tipos de canceres mas comunes en mujeres en mexicanas. CAMA se
refiere a cancer de mama y CACU a céancer de cervicouterino.
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En México, las tasas de mortalidad por CM son mayores en los estados del norte
(Figura 17) principalmente Coahuila (16.1), Nuevo Ledn (14.5), Sonora (14.5),
Chihuahua (14.1) y Baja California (13.5)[10]. El 47% de las muertes por CM ocurren
en mujeres de entre 45 y 64 afios, por lo que la Secretaria Salud calcula un promedio de
21 afios de vida productiva perdidos por cada mujer, que tuvieron un efecto econémico
de 3,107,505,000.00 pesos en el 2001.
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Figura 17. Distribucidn geografica de la mortalidad por los dos tipos de cancer mas comunes en mujeres en
Meéxico. CaCu = Céncer cervicouterino, CaMa= Cancer de mama.

ElI CM se ha convertido en un grave problema de salud publica, que lejos de
disminuir continua aumentando dia con dia en nuestro pais y el resto del mundo.
Predicciones hechas por la Organizacion Mundial de la Salud, dicen que para el 2030,
tanto los indices de incidencia como la mortalidad, se incrementaran casi hasta
duplicarse (Figura 18). Por lo que los investigadores, tanto nacionales como
internacionales, han girado su mirada a este problema de salud, buscando nuevas
alternativas de tratamiento. Pero principalmente para encontrar medidas preventivas
eficientes, que permitan de ser posible evitar su fatal impacto, tales como métodos de
deteccion temprana que posibiliten un tratamiento oportuno de la enfermedad y asi

incrementar las tasas de sobrevida.
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Figura 18. Predicciones de incidencia y mortalidad por CM en México. Se muestran las cifras correspondientes
de 2008 al 2030.

1.4. El cancer y la herencia

En la actualidad se sabe que el cancer es causado por una serie de mutaciones
heredadas (linea germinal) o adquiridas (somaticas), que alteran la correcta regulacion
del crecimiento celular. Estas mutaciones se dan principalmente en dos tipos de genes:
en los proto-oncogenes, que son genes que de manera normal se encargan de propiciar
que la célula normal se replique, pero que al ser alterados (oncogenes) inician la
proliferacion celular de manera acelerada. El otro tipo son los conocidos como genes
supresores de tumores. Estos son genes cuya funcion es la de detener o frenar la
proliferacion celular, pero al dafiarse no cumplen con esta funcion, por lo que la célula

pierde su capacidad de frenar el crecimiento acelerado.
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Las mutaciones aisladas generalmente no son suficientes para causar cancer, sino
que producen cambios que pueden predisponer a las células al crecimiento maligno,
incrementando las posibilidades de que a lo largo de la vida se desarrolle céncer.
Mutaciones adicionales en otros genes, causadas por el dafio del medio ambiente,
contintan la transformacion maligna de las células. De este modo, el cancer es un
proceso de muchos pasos, que implica la interaccion entre los genes y el medio
ambiente.

Actualmente se conoce que algunas de estas mutaciones se transmiten de
generacion en generacion, lo que explica en parte que dentro de una familia se presenten
varios casos del mismo tipo de cancer. Los tipos de cancer en los que se ha estudiado
mayormente el factor hereditario son: colon, recto, pancreas, estbmago, ovario y mama,

siendo este Ultimo el de nuestro interés.

1.4.1 Genética del cancer de mama

El riesgo conferido por una historia familiar de CM ha sido evaluado en diversos
estudios, tanto de casos y controles, como de cohortes, con resultados consistentes. El
riesgo relativo (RR) conferido por tener un familiar de primer grado con CM ha sido
estimado en 2.1 [13]. Este riesgo aumenta de manera directa con el nimero de
familiares de primer grado afectados y con el diagnostico cada vez a edades mas
tempranas de estos [14].

El riesgo por herencia de desarrollar CM se ha atribuido a algunas mutaciones
dentro del genoma, de las cuales las mas estudiadas y asociadas son las que afectan los
genes BRCA1 y BRCA2, identificados en la década de 1990 [15-16]. Las proteinas
BRCA codificadas por estos genes tienen funciones mudltiples, siendo de las mas
importantes la reparacion del dafio al ADN y la regulacion de la expresion genica. [17-
18]; aunque los genes BRCAL y 2 fueron los primeros en asociasarse al CM y
actualmente son los que han sido mas ampliamente estudiados, estos Unicamente se
asociacion a su forma hereditaria, es decir con antecedentes familiares, los que
corresponden Unicamente a aproximadamente el 15% del total de los casos. Ademas,
aun en estos casos, mutaciones en estos genes solo se han encontrado en alrededor del
40% de los tumores, lo que se traduce en tan solo el 7% del total de las mujeres
afectadas por el CM. Debido a esto, ademéas de BRCA 1y 2, se han buscado otros genes
que se vean asociados al desarrollo de esta neoplasia.
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Con el uso de poderosas herramientas de biologia molecular y bioinformatica, se
han realizado en distintos puntos del mundo estudios de asociacion genética amplia
(GWAS, del inglés Genome Wide Assiciations Studies), los cuales han permitido
identificar genes que confieren riesgo de desarrollar CM: confieren un alto riesgo cuatro
de ellos: TP53, PTEN, STK11 y CDH1; Otros cuatro confieren un riesgo moderado:
PALB2, BRIP1, ATM y CHEK2; y seis mas tienen una baja penetrancia: CASP8,
FGFR2, TOX3, MAP3K1, LSP1 y 824 rs13281615 [13, 19-20]. Todos estos genes
adquieren mayor importancia debido a que sus variantes alélicas presentan una alta
frecuencia, a diferencia de las de los genes de mayor penetrancia (BRCAL y 2,asi como
P53) [21].

Las variantes genéticas de estos genes podrian ayudar a esclarecer el por qué de la
aparicion de CM en el 93% de los casos que no pueden ser explicados por los genes
BRCA 1y BRCA 2.

Las variantes genéticas que mayormente se encuentran en los genes que se asocian
a CM, corresponden a variaciones en la secuencia del ADN llamados polimorfismos de
un solo nucleétido o SNPs (por su nombre en inglés Single Nucleotide Polimorphisms),
mismos que se caracterizan por variar considerablemente entre los diferentes individuos
en la poblacion e incluso entre pares de cromosomas en un mismo individuo. Este tipo
de variaciones genéticas influencian el desarrollo de las enfermedades y la respuesta a
agentes externos como: patdgenos, sustancias quimicas, medicamentos y vacunas.
Debido a que estos SNPs representan las principales diferencias en la informacién
genética entre un individuo y otro, son una pieza fundamental para valorar el riesgo y

por tanto para hacer realidad la medicina personalizada.

1.4.1.1 Genes BRCA 1y BRCA 2

Los mutaciones en los genes BRCA 1 y BRCA 2 son los principales factores
genéticos asociados a un riesgo heredado familiarmente de desarrollar CM.

Las variaciones genéticas reportadas para el gen BRCA 1 ascienden a méas 1600,
entre polimorfismos y mutaciones. Las que tienen un mayor impacto en el riesgo de
CM, vya que resultan en una proteina trunca o de secuencia alterada, son las de
corrimiento del marco de lectura (“Frameshift”) debido a que se modifica o pierde
totalmente la funcionalidad de la proteina. Ademas de este tipo, se han descrito también

mutaciones con sentido equivocado (“missense”) las cuales son responsables de
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cambiar un aminoacido por otro y muchas veces el funcionamiento de la proteina. [21-
24]

Las mutaciones mas estudiadas para el gen BRCA 1 son la 185delAG (ex6n 2) y la
5382insC (exon 20), mientras que para el gen BRCA 2 es la 6174delT (ex6n 11),
encontrada en poblaciones de judios Askenatsi [23]. Al haber sido asociadas
fuertemente con la aparicion del CM, se han continuado estudiando en otras
poblaciones, por ejemplo: Zhang, et al., las analizaron en poblacion caucésica [22] y
Kuperstein, et al., hicieron lo propio en Canada [17], entre otros. Sin embargo estudios
en donde se analizaron todos los exones de los genes BRCA mostraron diferentes

mutaciones que también podrian asociarse a la aparicion de CM (Cuadro 3).

Cuadro 3. Mutaciones reportadas para los genes BRCA 1y BRCA 2.

Autores Poblacién ‘ Gen Mutacién Regidn génica
2364G>T exon 11
BRCA1 | 3587delT exon 11
5711+3 6C>A 3'UTR
353A>G exon 3
Ruiz-Flores et al, 2002 [25] Mexicana 2066T>G exon 10
2663-2664insA exon 11
BRCA2 | 6580G>T exon 11
7105T>C exon 12
8605G>A exon 19
9966C>T exon 27
BRCAL | 5231delT exon 18
3394C>T exon 11
2604C>A exon 11
Rodriguez et al, 2008 [26] Cubana BRCA 2792_2793delCA exén 11
4637_4641delTAAGA | exdén 11
5397_5401insAGTAC | ex6n 11
7697T>C exon 15
Gallardo et al, 2004 [27] Chilena BRCA1 |3936C>T exon 11
Tomassi et al, 2005 [28] | Caucasica Italiana | BRCA1 2382insC exdn 20
4566delA exén 14

Las mutaciones en el gen BRCA 2 se han encontrado en menos del 5% de los casos
de CM y han resultado mas frecuentes en los casos de CM en hombres. Sin embargo, la
prevalencia en poblacion en general para este tipo de variaciones es desconocida [29-
30].
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Si bien los genes BRCASs cobran importancia en la aparicion del CM hereditario,
éste Unicamente abarca el 5 al 10% de los casos. Asi mismo, son las causantes
unicamente de entre el 15 y el 35% de los casos hereditarios, lo que dice que estos
genes, aunque si conducen fuertemente al desarrollo de esta enfermedad, s6lo son
responsables de aproximadamente el 5% del total de los casos de CM. Por lo que las
investigaciones recientes se han orientado a la busqueda de otros genes que puedan
ayudar a dilucidar el origen del otro 95% de los casos de esta neoplasia.

1.4.1.2 Genes recientemente asociados a CM.

En estudios GWAS o pangénomicos, se han buscado genes que confieran mayor
susceptibilidad al desarrollo del CM o que presenten un efecto protector en contra de
éste. Se han analizado diversos genes y sus polimorfismos, destacando entre ellos la
asociacion documentada entre los SNPs del gen del Receptor 2 del Factor de
Crecimiento Fibroblastico (FGFR2) (rs1219648, rs2420946, rs11200014, rs2981579,
rs7895676 y rs313578.) y el desarrollo de CM [31-35]. Este gen, por relacionarse a un
factor de crecimiento, juega un papel importante en proliferacion celular, invasién
celular y angiogénesis. De manera interesante, las mutaciones de este gen asociadas a
CM no se localizan en la seccion codificante del gen, si no que caen dentro del segundo
intrén. Aungue aun no se conoce ciertamente el papel de estas mutaciones, se cree que
pudieran jugar un papel en la regulacion génica. La genotipificacion en los SNPs
rs2981582C/T, rs1219648A/G y rs2420946C/T en poblacion china revel6 que estos loci
incrementan el riesgo relativo de CM en 1.36. Estos SNPs también se han asociado a
tumores negativos para receptores de estrégenos (RE) y positivos para progesterona
[35]. Distintos haplotipos posibles para estos SNPs han sido asociados con el riesgo de
CM en poblaciones judias y arabes, estableciendo que en particular el polimorfismo
rs1219648 tiene un mayor peso en el desarrollo del CM [36]. También han sido
reportadas variantes en los genes BRCA 1 y BRCA 2 que muestran diferencias en la
respuesta a quimioterapia, asi como la asociacion de estas variantes con el estadio de la
enfermedad, como factor prondstico [37-38]. Otros dos SNPs (rs2228480 y rs3798577)
presentes en el gen del Receptor 1 de Estrégenos (ESR1) estan altamente asociados con
la recaida [39]. Ademas, se ha reportado que el SNP rs1943779 en el gen de la
Metaloproteasa 7 (MMP7) confiere un efecto protector contra metéstasis y dos SNPs
(rs2981582, rs1219648) en el gen de FGFR2 y uno (rs1420546) en el gen Miembro 3 de
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la Familia de Alta Movilidad (TOX3), estan relacionados con tumores RE positivos,
Ademaés, se ha encontrado que mujeres heterocigotas para el SNP (rs889312) en el gen
Proteina Activadora de Mitdgeno Quinasa Quinasa Quinasa 1 (MAP3K1), se
encuentran libres de metastasis [39].

La utilidad de la deteccion de SNPs de riesgo en los loci referidos y de mutaciones
en los genes BRCAs en familias afectadas es de gran valor, ya que permite iniciar con la
prevencion en las mujeres portadoras de dichas variaciones génicas, lo que se traduce en

una mayor sobrevida y disminucion de las muertes por CM.

1.5 Funciones de los genes asociados a CM

Para comprender mejor el papel que juegan los genes que han sido asociados a esta
neoplasia en el desarrollo de la enfermedad, es importante conocer sus funciones.

1.5.1TOXS

Miembro 3 de la familia de alta movilidad o Gen de la proteina 9 que contiene
repeticiones trinucleotidicas (TNRC9). Pertenece a una familia numerosa y diversa de
proteinas que funcionan como factores primordiales en la modificacidn de la estructura
de la cromatina por enrollamiento y desenrrollamiento del ADN [40].

Esta proteina fue identificada por O'Flaherty, et al.,, al buscar por medios
bioinforméaticos al homologo humano de proteina TOX3 de ratén, la cual llamaron
TNCRO9. Ellos dedujeron una proteina de 576 aminoacidos con un peso molecular
calculado de 63.4 kD. Esta proteina tiene una region central rica en lisinas (sefial de
localizacion nuclear) seguida de una caja HMG. TOX3 comparte una gran similitud con
la proteina TOX3 del ratén, con la excepcion de repeticiones de un trinucleétido (CAG)
codificante para glutamina en el extremo carboxilo terminal que no se encuentra en el
raton.

O'Flaherty, et al. encontraron que la TOX3 en el raton se encontraba en el
cromosoma 8, dicho cromosoma tiene homologia con el 16 en el humano, informacién
que permitio a otros grupos como al encabezado po Stacey et al., [31], establecer que el
gen TOX3 humano se encuentra el localizado en 16g12.1, comenzando en la posicién
nucleotidica a 52,471,918 y terminando en la 52,581,714 del brazo largo de dicho
cromosoma, con una longitud de 109,797pb y orientacion negativa, siendo su no. de
acceso del GenBank: NC_000016.9, NT_010498.15
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15.1.1 TOX3y CM

Smid, et al. [41], encontraron que TOX3 es uno de los 69 genes que se expresan
diferencialmente en pacientes con metastasis de CM hacia hueso, con respecto a
metastasis a cualquier otra parte del cuerpo.

En una muestra de 10,358 portadores de mutaciones en los genes BRCAL o
BRCA2 de 23 estudios previos, Antoniou, et al. [42], encontrd una significativa
asociacion combinada entre CM vy el alelo menos frecuente del SNP rs3803662 en el
gen TOX3 (OD=1.13, p=5x10~). Los autores concluyeron que este locus interacciona
elevando el riesgo para CM, tanto en portadores como en no portadores de mutaciones
en los genes BRCA 1 0 BRCA 2.

1.5.2 MAP3K1

Proteina activada por mitégenos quinasa quinasa quinasa MAP3K o MEK quinasa,
€S una quinasa serina/treonina que ocupa un papel central en la transduccion de sefiales
por fosforilacion de enzimas como respuesta celular a estimulos metabdlicos y de
mitdgenos que incluyen a la insulina y factores de crecimiento.

La MAP3K1 activa a ERK y JNK por la fosforilacion de MAP2K1 y MAP2K4.
Todas estas proteinas son miembros de la ruta de sefializacion de las quinasas encargada
de inducir apoptosis. La MAP3K1 genera sefializacion antiapoptdtica como proteina
completa, sin embargo si es cortada por la via de las caspasas, induce apoptosis.

Para poder conocer la estructura de la proteina, Xia, et al. [43], clonaron el
transcrito de la MAP3K1 humana a partir de librerias de cADN de células Hela,
linfocitos B y Jurkat. Ellos dedujeron una proteina de 1,495 aminodcidos con un
dominio catalitico en el carboxilo terminal y homologia de un 83% con la MAP3K1 del
raton.

Con el fin de ubicar la localizacién del gen de esta proteina, Vinik et al. [44],
identificaron polimorfismos en las secuencias homdlogas de ADN del gen de la
MAP3K1 entre el raton y el humano en las regiones intronicas y en el extremo 3’ no
traducible. Utilizando polimorfismos especificos de alelo, mapearon el gen al
cromosoma 13 del ratén. Y el gen humano fue mapeado al cromosoma 5 (5¢q11.2) por
andlisis de células somaticas hibridas.

El gen contiene 81,080 pb, tiene orientacion positiva. En el 2010 Pearlman [45], et

al., analizaron la secuencia en herramientas bioinformaticas, identificando que el gen
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contiene 20 exones. La proteina completa es de 1,512 aminoacidos, con un tamarfio de

164,470 Da y con dependencia al magnesio como cofactor.

1.5.2.1 MAP3K1 y cancer de mama

Easton, et al. [19], identificaron que el SNP A/C (rs889312) en el gen MAP3K1
esta significativamente asociado con CM (p=7x10?°), en un estudio GWAS de tres
etapas con 22,848 casos de 22 estudios previos. Ellos encontraron que este alelo es
comun en poblacion de Inglaterra y que confiere un riesgo incrementado de padecer la
enfermedad y que en combinacidn con otros alelos de susceptibilidad, este SNP puede
volverse de importancia clinica.

En el analisis realizado por Antoniou, et al. [42], en el que emplearon informacién
de 23 estudios previos, no se encontrd asociacion entre el SNP rs889312 vy el riesgo
aumentado de CM. Sin embargo, cuando el grupo es estratificado, las portadoras de
mutaciones en el gen BRCA2, quienes ademas poseen el alelo variante para el SNP,
tienen significativamente incrementado el riesgo (OD=1.12, p=0.02), por lo que los
autores concluyen que este locus actla elevando el riesgo de CM en portadores de

mutaciones en el gen BRCA2.

1.5.3 MMP7

Las proteinas de la familia de las metalopeptidasas de matriz (MMP) estan
involucradas en la desintegracion de la matriz extracelular en procesos fisiol6gicos
normales, como el desarrollo embrionario, reproduccién, y remodelacion de tejidos, asi
como en procesos de enfermedad, como artritis y metastasis. La mayoria de las MMPs
son secretadas como proproteinas que son activadas al ser cortadas por las proteinasas
extracelulares. La enzima codificada por este gen degrada proteoglicanos, fibronectina,
elastina y caseina. Y difiere de la mayoria de las MMPs en la pérdida de un dominio C-
terminal conservado en el resto de la familia proteica. La enzima esta involucrada en la
cicatrizacién y estudios en ratones sugieren que esta proteina regula la actividad
defensiva de la mucosa intestinal.

El gen de la metalopeptidasa 7 (MMP7) fue identificado a través de estudios con
metaloproteinasas producidas por tumores capaces de degradar tejido conectivo

agregado con colagenasa. Muller, et al., encontraron que la MMP7 consta de 267
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aminoéacidos, pesa 29677 Da y tiene dos sitios de union para iones dos calcio y otros dos
para iones zinc por subunidad. [46].

Las metaloproteinasas de matriz son enzimas involucradas en procesos normales y
patoldgicos de remodelacion de tejido. Gaire, et al.,, compararon la estructura y
expresion normal de la MMP7 con aquellas otras miembros de la familia de las
metaloproteinasas, encontrando que ésta ha perdido un domino C terminal conservado
entre los miembros de esta familia proteica. [47]

Las metaloproteasas de matriz, también llamadas matrixinas, son endopeptidasas
dependientes de zinc y son las principales proteasas involucradas en la degradacion de
la matriz extracelular. Las MMPs son capaces de degradar un amplio rango de
moléculas extarcelulares y algunas moléculas bioactivas.

La actividad de las MMPs estd regulada por dos inhibidores endogenos: alfa2-
macrogobulina e inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs). Las MMPs
desempefian un rol central en proliferacién celular, diferenciacién, angiogénesis y
apoptosis. La desregulacién de estas proteinas ha sido implicada en muchas
enfermedades, incluyendo artritis, Glceras cronicas, encefalomielitis y cancer.

El gen de la MMP7 es parte de un conglomerado de genes de MMP que se
localizan en el cromosoma 11g21-g22. El gen tiene una longitud de 10,246pb y
orientacion negativa [48], siendo su no. de acceso a las secuencias en el Gen Bank:
NC_000011.9, NT_033899.8

1.5.3.1 MMP7y CM

La metéastasis del cancer es un proceso en el que las células del tumor se diseminan
a partir de un tumor primario a otros érganos o tejidos distantes. Uno de los primeros
pasos en el proceso de la metéastasis es la degradacion de la membrana basal, proceso en
el que estan implicadas las MMPs. Estan son secretadas por los propios tumores o por
las células estromales circundantes estimuladas por la cercania del tumor.

Numerosos estudios han relacionado a la expresion alterada de las MMP en
diferentes tumores mamarios de pobre pronoéstico. MMP-1, -2, -3, -7, -9, -13 y -14
elevan su expresion tanto en tumores primarios como en metastasis. Inhibidores
sintéticos o naturales de las MMPs provocan la inhibicion de la metéstasis, cuando la

desregulacién de las MMPs conduce a la invasion de células cancerigenas.
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1.5.4 ESR1 (Receptor de Estrogenos 1, Receptor de Estradiol)

Este gen codifica para un receptor de estrdgenos. Las hormonas esteroideas y sus
receptores estan involucradas en la regulacion de la expresion génica en células
eucariotas y afectan la proliferacion y diferenciacion celular en tejidos especificos.

El ESR1 es un factor de transcripcion activado por ligando (el propio estrégeno)
compuesto por muchos dominios importantes para la uniéon a hormonas, al ADN y de
activacion de la transcripcion. La proteina se localiza en el nucleo de la célula, donde
forma un homodimero o un heteredimero con el receptor de estrogenos 2. Los
estrogenos y sus receptores son esenciales para el desarrollo sexual y las funciones
reproductivas, pero ademas tienen un papel importante en muchos tejidos como el
hueso.

Los estrogenos controlan muchos procesos celulares incluyendo crecimiento,
diferenciacion y funcion del sistema reproductor. Los principales blancos de los
estrogenos son en las mujeres los ovarios, Utero, vagina y glandulas mamarias, mientras
que en hombres los testiculos, prostata y epididimo. Los estrogenos también son
responsables del crecimiento y mantenimiento del esqueleto, asi como del
funcionamiento normal de los sistemas cardiovascular y nervioso. Los estrogenos
realizan la mayoria de su accion via sus receptores (RE). Estos receptores pertenecen a
una superfamilia de receptores hormonales. Hoy en dia, se conocen dos receptores de
estrogenos RE alfa y RE beta. Existe una alta similitud entre ambos receptores,
especialmente en los dominios de union a ADN y ligando, mientras que la mayor
divergencia entre estos existe en el extremo N-terminal, que corresponde al dominio de
transactivacion. Los dos receptores interacttan con el mismo elemento de respuesta de
ADN y muestran un patron similar de union al ligando. Al unirsele el ligando, el
receptor sufre un cambio conformacional, permitiendo la dimerizacion espontanea, ya
sea en homo o heterodimeros. Como dimero, el receptor de estrogenos se une al
elemento de respuesta a estrdgenos (ERE) en la region promotora de los genes blanco.
RE alfa y RE beta se encuentran presentes en un amplio espectro de tejidos.

El gen del ESR1 se encuentra en el cromosoma 6g25.1, esta conformado por
472,929pb, es de orientacion positiva y tiene no. de acceso en GENBANK:
NC_000006.11, NT_025741.15

El “splicing” alternativo resulta en algunas variantes, que difieren en la 5> UTRs y

en el uso de distintos promotores.
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1.541ESR1yCM

McGuire, et al., descubrieron que la abundancia relativa del mRNA del receptor de
estrogenos varia en tejidos con CM. Identificaron también inserciones, deleciones y
cambios nucleotidicos, asi como “splicing” alternativo con pérdida de los exones 3,5 0
7. Empleando ensayos de transactivacion en levaduras descubrieron dos receptores con
funcion alterada. EI primero de ellos permanece activo sin necesidad de estrogenos
presentes, Y el otro, por el contrario, es transcripcionalmente inactivo, lo que evita la
accion normal del receptor de estrogenos. Ellos concluyeron que estas variantes podrian
tener importantes implicaciones clinicas, ayudando a explicar el comportamiento de
tumores mamarios.

Es conocido que la presencia de receptores de estrogenos identifica a aquellas
pacientes de CM con bajo riesgo de recaida y mejor pronostico de sobrevida, por lo que
el andlisis de RE se ha convertido en un ensayo de rutina en el manejo clinico del CM.
El estado de los receptores también provee de una referencia para identificar a aquellos
tumores que responderan a tratamientos de terapia anti-hormonal. Sin embargo,
unicamente la mitad de las pacientes RE positivas responden a esta terapia y lo hacen
desde el inicio del tratamiento. Sluyser and Mester [49], hipotetizaron que la pérdida de
dependencia hormonal de algunos tipos de CM, puede deberse a la presencia de
receptores esteroideos mutados o truncos que son capaces de activar la transcripcion en
ausencia de las hormonas. Esto se corrobor6 por Scott, et al. [50], quienes encontraron
en biopsias de CM formas de RE con el dominio de unién a ADN truncado.

Se han realizado numerosos estudios tratando de esclarecer completamente el papel
del RE en el desarrollo de CM, sin embargo, algunos de ellos se contraponen, dado que
el CM es una enfermedad sumamente compleja y que entre diferentes pacientes el

origen y funcionamiento de las células tumorales pueden ser completamente distintos.
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JUSTIFICACION

Ademas de los genes BRCAs, existen otros genes relacionados al CM que pudieran
explicar cerca del 90% de los casos. Estudios de asociacion gendémica amplia han
evidenciado la utilidad diagnoéstica de estos genes en diversas poblaciones y etnias. Sin
embargo, casi todos se han llevado a cabo en poblaciones caucésicas, las que poseen
una estructura poblacional distinta de la poblacion mestiza mexicana y latinoamericana.
El grado de componente ancestral europeo en pacientes latinas se relaciona con un
riesgo incrementado de CM [51]. lo que sugiere la presencia de variaciones genéticas
posiblemente vinculadas con el desarrollo de esta enfermedad. En México, el CM es un
grave problema de salud publica que se incrementa afio con afio, por lo que es
importante fortalecer la investigacion que permita la identificacion de los SNPs en todos
los genes que se han asociado al CM presentes en la poblacién mexicana en general, y
para el caso de nuestro interés, la del Noreste de México en particular.

Por lo anterior, en este estudio se realizd la genotipificacion de SNPs de los
siguientes genes relacionados a la predisposicion a CM: FGFR2 (rs1219648,
rs11200014), TOX3 (rs3803662), ESR1 (rs2228480 y rs3798577), MAP3K
(rs1943779) y MMP7 (rs1943779), los cuales no habian sido estudiados en mujeres
mexicanas. Ello buscando identificar patrones en variaciones genéticas 0 “firmas
moleculares”, que permitan predecir el riesgo a CM y en apoyo al area clinica con
miras a sustentar una medicina preventiva personalizada, que permita un mejor combate

a este grave problema de salud pablica de nuestro pais.
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CAPITULO II: OBJETIVOS

Objetivo general

Investigar la presencia y utilidad prondstica de SNPs en genes asociados al riesgo

de desarrollar CM en pacientes del Noreste de México.

Objetivos particulares

Generar_un banco de ADN v datos relevantes de pacientes con CM. EIl pimero

a partir de sangre periférica de pacientes diagnosticadas con CM del noreste de
México y los segundos concentrando informacion demogréfica y epidemiolégica
relevante de éstas.

Rastrear en los bioespecimenes SNPs en genes asociados al CM:

Gen ERS1: rs2228480 y rs3798577.
Gen MMP7: rs1943779.

Gen MAP3K1: rs889312.

Gen TOX3: rs3803662.

Gen FGFR2: rs11200014 y rs1219648.

Evaluar el valor para el diagnostico de los SNPs analizados: Probar posibles

asociaciones entre los genotipos de los SNPs de las pacientes, con el
comportamiento de su enfermedad, antecedentes familiares, demografia y datos

epidemioldgicos
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CAPITULO Ill: MATERIAL Y METODOS

3.1 Disefio del estudio

La presente investigacion fue disefiada como un estudio de casos y controles,

transversal y observacional.

3.2 Lugar de realizacion del estudio

El mismo se llevd a cabo en la Unidad de Biotecnologia Médica (UBM) del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la
UANL, en conjunto con las siguientes instituciones:

» Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

e Centro Universitario contra el Cancer
e Servicio de Cirugia General

» Clinica Opcion Oncologia

» Fundacion CIMAB

» Clinica 25 del IMSS

3.3 Sujetos de estudio.

Este protocolo fue sometido y aprobado por el Comité de Etica de la Subdireccion
de Investigacion de la Facultad de Medicina, con namero de registro: B110-002 [Anexo
1].

Para su realizacion se llevo a cabo la recoleccion de muestras de dos grupos; 1)
pacientes diagnosticadas con CM que estuvieran recibiendo su tratamiento en el
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” o en la clinica de especialidades
namero 25 del IMSS. 2) mujeres sin diagnéstico de CM pareadas por edad con las
pacientes. A cada mujer se le invito a participar en el estudio, se le ofreci6 informacion
detallada oral y escrita acerca del protocolo y se respondieron todas sus dudas. Se lleno
una encuesta con las siguientes variables, tanto de las pacientes como de las controles:
edad, talla, peso, consumo de anticonceptivos orales, alcohol y tabaco, edades de

menarquia y menopausia, paridad, lactancia y exposicion a radiacion. Adicionalmente a
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esta informacion, se registro también informaciéon clinica como: edad al diagndstico de
la enfermedad, lado del c&ncer, estado de receptores hormonales, tratamientos, recaidas,
otros datos epidemioldgicos y otros datos clinicos [Anexo 2]. Si accedian a participar,
tanto de las pacientes como de las voluntarias, se recabo la firma de la carta de
Consentimiento Informado de cada una de ellas [Anexo 3] y se procedié a realizar la
toma de muestra. Las muestras fueron recolectadas (sangre periférica con EDTA como
antigoagulante) de dos grupos de estudio: Grupo 1 (casos), pacientes con diagnostico de
CM; Grupo 2 (controles), mujeres voluntarias sin CM que aceptaron donar sangre y
proporcionar informacién. A cada participante se le tomaron 3 mL de sangre venosa
periférica en tubos con EDTA y en caso de ser sometidas a cirugia para remocion del
tumor, se les solicito al cirujano tratante una pequefia porcién del mismo. Las muestras
fueron transportadas a la UBM donde fueron ingresadas al Biobanco, fraccionandolas
en alicuotas con el fin de generar un almacén de bioespecimenes de las pacientes del
estudio. A la vez, se generd un archivo electronico con los datos relevantes de cada
paciente y voluntaria, siendo excluidas aquellas pacientes cuyas muestras rindieron

ADN insuficiente o de mala calidad.

3.4 Criterios de seleccion de la muestra

3.4.1 Criterios de Inclusién

Criterios de Inclusién Criterios de Criterios de

Exclusion Eliminacion

1. Pacientes femeninas que
acepten participar en el
Grupo 1 estudio. 1. Decision propia de
(Casos) 2. Mayores de 18 afios. abandonar el estudio.
3. Con diagnostico 1. Menores de
confirmado de CM. 18 afios.
1. Mujeres también i
2. Pacientes 1. Diagnostico de CM
mayores de edad que embarazadas. .
. posterior al
Grupo 2 voluntariamente acepten | )
reclutamiento.
controles articipar donando
trol participar d d . )
2. Decision propia de
sangre y sus datos. ]
o abandonar el estudio.
2. Sin diagnostico de CM.
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3.5 Material y Reactivos

3.5.1 Material

Los materiales especializados fueron los siguientes:
Tubos vacutainer lilas con EDTA como anticoaulante, marca BD (Cat. 367841)
Agujas de colecta multiple, marca BD (Cat. 367214)
Holder o adaptador para agujas “Standard”, marca BD (Cat. 364888)
Tubos conicos de 15mL, marca corning (Cat. 430790)
Puntillas para micropipetas de 10, 100 y 1000pL, marca Sorenson (Cat. 37650, 10590,
10040)
Tubos para PCR, marca Axygen (Cat. PCR-02D-A)
Placas para PCR tiempo real, marca Applied (Cat. 4306737)
Cubiertas autoadheribles dpticas para PCR tiempo real, marca Appied (Cat. 4313663)

3.5.2 Reactivos:

Los reactivos especializados fueron los siguientes:
Fenol
Cloroformo
Alcohol Isoamilico
Etanol al 96%
Tris-Base
EDTA
Agarosa
Enzima DNA. Polimerasa Taq
Enzimas de restriccion de la casa comercial New England Biolabs (Scal, Nlalll, Btgl,
Bpul, y HpyCHIV, con los No. Cat. R0122L, R0125L, R0125L, R0649L y R0619L,
respectivamente)
TagMan Universal Master Mix 11, marca Applied Biosystems (cat. 4440038)
Sondas TagMan Genotyping Assays, marca Applied Biosystems (cat. C_29171314 20,
C_2917305_10, C_31019228 10, C_15885469 10)

56



Rastreo de SNPs en genes asociados a cdncer de mama en pacientes del noreste de México

3.5.3 Equipos:

Los equipos especializados fueron los siguientes:

a.
b.

C.

Termociclodor Veriti, marca Applied Biosystems (No Cat. 4375305)

Camara de electroforesis VWR (No. Cat. 27373-200)

Fotodocumentador Gel Doc 1000 (No. Cat. 400- 0065)

Incubadora 1535 de Sheldom manufacturing, Inc, USA. (No. Cat. 5130518)
Termociclador de tiempo real 7900HT Fast, marca Applied biosystems. (No.
Cat. 4329001)
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3.6 Estrategia General

En la figura 19 se esquematica el procedimiento experimental implementado para la
genotipificacion de alelos, de los genes de interés. El cual comprende desde el disefio,
sometimiento y aprobacién del proyecto al comité de ética, seguido por la invitacion de
voluntarias a participar en el estudio, asi como la obtencion de las muestras donadas y la
recoleccion de los datos personales y epidemioldgicos, dichas muestras fueron
sometidas a centrifugacion para la separacion del plasma, el cual fue almacenado a -
80°C, de la sangre total se extrajé el ADN por el método modificado de TSNT. EI ADN
se cuantifico se aparto una alicuota de trabajo y resto fue almacenado a -80°C.

Los SNPs de interés fueron analizados por RFLPs en los que el polimorfismo
alterara el patron de corte con enzimas de restriccion y por PCR tiempo real en las que
el patrén de corte no se modificara por el polimorfismo.

Los resultados fueron analizados en el paquete estadistico SPSS para encontrar las
posibles asociaciones entre los polimorfismos y el desarrollo de la enfermedad.
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Disefio del proyecto y CalculodelaN Reclutamiento Obtencidon de muestray del
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Figura 19. Estrategia general seguida en este estudio. Se realiz6 la toma de muestras en las voluntarias,
seguida de la extraccién de ADN y el andlisis de SNPs por las técnicas de RFLPs y gPCR.
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3.7 Calculo del tamarfio de muestra

Se calculé el tamarfio de la muestra con ayuda del programa estadistico Quanto, para
lo cual se realiz6 una prueba piloto con el objetivo de inferir la frecuencia de los SNPs
de interés en la poblacion en general, recurriendo a rastrearlos en el ADN de 113
estudiantes de la Facultad de Enfermeria de la UANL. En dichas muestras se
identificaron los SNPs presentes y con la informacion de dicha prueba y definiendo a

los SNPs mediante un modelo aditivo se obtuvieron los siguientes valores:

SNP No. de pacientes
rs1943779
rs889312 196
rs2228480 213
rs3798577 201
rs3803662 200

Estableciendo para este trabajo un nimero de pacientes de 300 y lograndose colectar un

total de 200 controles.

3.8 Extraccion de ADN

De cada mujer incluida en el estudio se obtuvo una muestra de sangre periférica
venosa en tubos con EDTA como anticoagulante. Las muestras fueron mantenidas y
transportadas inmediatamente en refrigeracion para garantizar su preservacion. Una vez
en el area del Biobanco, fueron procesadas con buenas practicas de laboratorio para
evitar cualquier tipo de contaminacién y una vez satisfechos los criterios de calidad.

El plasma se separd por centrifugacion (10min a 5rpm) y se repartié en fracciones de
500uL en tubos de 1.5mL, almacenandolas a -20°C.

El ADN se extrajo de sangre total por la técnica de TSNT [52], modificada
incorporandole una doble extraccién con fenol y cloroformo para incrementar la calidad
del ADN obtenido [Anexo 4]. EI ADN purificado se resuspendio en buffer TE (10mM
de Tris-HCI, pH 8 y 0.1mM de EDTA). EI ADN se cuantificd, se hizo una alicuota de
trabajo a una concentracién de 100ng/uL. Y el resto se etiquetd con la clave de la

muestra, la fecha de extraccién y la concentracion.
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3.8.1 Protocolo para la extraccion de ADN de alta calidad con TSNT a partir 3 ml

de sangre.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Coloque 3 ml de la sangre en un tubo conico de 15 ml.

Agregue 1.2ml de buffer de lisis TSNT y mezcle por inversion o en vortex a
velocidad baja o media durante 30 segundos.

Agregue 3 ml de fenol saturado y mezcle por inversion o en voértex a velocidad
baja 0 media durante 30 segundos.

Agregue 0.6 ml de sevag y mezcle en vortex a velocidad baja o0 media durante 1
minuto.

Agregue 2 ml de TE 1X y mezcle por inversion o en vortex a velocidad baja o
media durante 30 segundos.

Centrifugue 20 min a 10 000 rpm.

Transfiera la fase acuosa a un tubo conico de 15 ml.

Agregue 2 ml de fenol saturado y mezcle por inversion o en vortex a velocidad
baja 0 media durante 30 segundos.

Agregue 0.6 ml de sevag y mezcle en vortex a velocidad baja 0 media durante 1
minuto.

Centrifugue 20 min a 10 000 rpm.

Transfiera la fase acuosa a un tubo conico de 15 ml.

Agregue 1 volumen de isopropanol y mezcle gentilmente por inversion.
Transferir la hebra con 500  de sobrenadante a tubos eppendorf de 1.5ml.
Centrifugue 8 min a 14 000 rpm y decante el sobrenadante.

Lave la pastilla agregando 1ml de etanol al 70%.

Centrifugue 8 min a 14 000 rpm.

Secar la pastilla de ADN a temperatura ambiente de 20 min.

Resuspenda la pastilla en 200ul de TE 1X.
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3.9 Generacién del Biobanco-archivo electrénico.

Las muestras de ADN, suero y plasma se dividieron en alicuotas y se conservaron a
-20°C.La infraestructura de Biobanco incluye un area con el sistema de computo
especializado en almacenaje de informacién. A cada participante se le asigno un registro
en el archivo electronico, en donde se almacen6 toda la informacion relevante generada
en la hoja de recoleccion de datos, asi como con una clave de seguridad para garantizar
la confidencialidad de los datos de identidad. La informacion se almacend en la UBM
en archivos confidenciales a los cuales sélo tienen acceso los encargados de los

protocolos y los responsables del biobanco.

3.10 Deteccidn de genes de prediccion del riesgo en CM

A todas las muestras incluidas en este estudio, tanto de pacientes como de
controles, se les realizaron pruebas de genotipificacion de SNPs de genes relacionados
en estudios previos como asociados al CM. Los polimorfismos analizados incluyeron
aquellos en los siguientes genes: 1) TOX3: rs3803662; 2) ESR1: rs2228480 y
rs3798577; 3) MMPT7: rs1943779; 4) MAP3K1: rs889312 y 5) FGFR2: rs1219648 y
rs11200014.

Para realizar la genotipificacion de los SNPs de interés, se decidié emplear dos
técnicas; primeramente RFLPs por su sencillez y facilidad, sin embargo debido a que en
los SNPs en el gen FGFR2 (rs1219648, rs11200014), el alelo variante no altera el
patron de corte por alguna enzima de restriccion, fue necesario emplear otra técnica, por

lo que se optd PCR tiempo real (QPCR).

3.10.1 Disefio de primers

Los polimorfismos de los genes 1) TOX3: rs3803662; 2) ESR1: rs2228480 y
rs3798577; 3) MMP7: rs1943779; 4) MAP3K1: rs889312, fueron analizados por la
técnica de RFLPs. Para disefar los iniciadores especificos que flanquearon cada una de
los sitios donde se ubican los polimorfismos de interés, se descargaron del GenBank las
secuencias nucleotidicas de los genes incluidos en el estudio. A dichas secuencias se
puede acceder con los numeros de acceso: NC 000006.11, NC_000005.9,
NC _000011.9, NC _000016.9 para los genes ESR1, MP3K1, MMP7 y TOXS,
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respectivamente. Se ubicaron las posiciones de los polimorfismos en las secuencias
obtenidas de las bases de datos. Con ayuda del programa OLIGO 4.0, los
oligonucleottidos fueron disefiados flanqueando a los polimorfismos.

Las secuencias amplificadas se muestran a continuacion, marcando en verde el sitio
de alineamiento de los oligonucleotidos y en rojo la ubicacion del polimorfismo. La
secuencia de los primers diseflados se muestra resaltada dentro de las secuencias
nucleotidicas de interés a continuacion y en el cuadro 4.

Gen ESR1 polimorfismo rs2228480 (A>G)

EACCTECTECTEEAGATE C TGGACGCCCACCGCCTACATGCGCCCACTAGCCGTGGAGGGGCATCCGTGG
AGGAGACGGACCAAAGCCACTTGGCCACTGCGGGCTCTACTTCATCGCATTCCTTGCAAAAGTATTACAT
CACGGGGGAGGCAGAGGGTTTCCCTGCCACHGTCTGAGAGCTCCCTGGCTCCCACACGGTTCAGATAATC
CCTGCTGCATTTTACCCTCATCATGCACCACTTTAGCCAAATTCTGTCTCCTGCATACACTCCGGCATGC
ATCCAACACCAATGGCTTTCTAGATGAGTGGCCATTCATTTGCTTGCTCAGTTCTTAGTGGCACATCTTC
TGTCTTCTGTTGGGAACAGCCAAAGGGATTCCAAGGCTAAATCTTTGTAACAGCTCTCTTTCCCCCTTGC
TATGTTACTAAGCGTGAGGATTCCCGTAGCTCTTCACAGCTGAACTCAGTCTAT

Gen ESR1 polimorfismo rs3798577 (C>T)

AAGTTGATCTTAGTTAAGTCTCCCTATATGAGGGATAAGTTCCTGATTTTT
GTTTTTATTTTTGTGTTACAAAAGAAAGCCCTCCCTCCCTGAACTTGCAGTAAGGTCAGCTTCAGGACCT
GTTCCAGTGGGCACTGTACTTGGATCTTCCCGGCGTGTGTGTGCCTTACACAGGGGTGAACTGTTCACTG
TGGTGATGCATGATGAGGGTAAATGGTAGTTGAAAGGAGCAGGGGCCCTGGTGTTGCATTTAGCCCTGGG
GCATGGAGCTGAACAGTACITGTGCAGGATTGTTGTGGCTACTAGAGAACAAGAGGGAAAGTAGGGCAGA

AACTGGATACAGTTCTGAGGCACAGCCRGACTHTCCTCACEET

Gen MAP3K1 polimorfismo rs889312 (C>A)

FTACAGEECACEARRTEARAC A CCCTACAAACGCTTCGCTTTGGGCAGTGTGTTTTCCTCTGCTAGGGCC
TGGGTCCTTAGCATTCCAGTCTGGGGTGGCTTGTAGCTTTGTGGTGCAGTTTGTATAGATTAAGCTAATT
TTGGAGGACACAGGCATCAATTATTTCTTTCCAAAATAGAATTGTGCTTAATCAATTACATGTCACTCCA
ATGCAAATCTTCCTTGCTTACTTTTTGGTCATTCGATGGCCATCTGTTTTACCAACCTGGATTCTTTCAC
TCATCACACAAGTCAGGCCCCATTACTTGAGATGATCTCTGAGATGCCCCTGCTGGAGAAAGGATGTGC
AAATTAAGAGACTACAAATCAGTTTGAAAACTCAACGACTCCTTCCCATAAATCTGTGTCCTTAATATTA

Gen MMP7 polimorfismo rs1943779 (C>T)

CHETECTICARARACACTEE TAAGTCTTTTATACACTTAATCTTCTCAT TTAATCCTCACCACAACCCTA
AGGAAAAGTACTATTTCCATTTTTCGGATAAGGAAGTTGAATTTCATAAAGGTTAAATATTCAGTCACTG
TAACACAGAAGGAATCTAACCGGGGCTGAATAACTCTCCTTTAACHTAATTACAAGT TAAGTCAGTCTGC
TCAGATCACCAAAGCAGAAAATCACACTACAGCAAGAAGAAATCAAAGGTATGAAAAGGAAAGCTATCAG
AATCAAAGCATCTGGAACAATGACCTAAATATAATAGCTAAAACCATAAAACTCTTAGGAGAAAATGTAG
AAATAAATCTTCGTGACCTTGGATTTGGCAGTTGATTCTTAGATGTGACACCAAACGCATGAGCAACCAA
GGAAAAAAATAGATAAATTGGACTTCATCAAAATTAGAAACCTTTGTGCCTCAAAAGACATTATCAAGAA
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Gen TOX3 polimorfismo rs3803662 (A>G)

AETCCTTCECTETTCTCHEA TCARATGCARTTGTTTCCCATTTCTTAAGAAACAGAATCTTTATTAGACT
CAGTTCTTTTCTTGGTTATTTTTACAATTTTATTGTTCTATGGTTATTAAAAAATAACATGTCATATAAA
TTAAGCCTAGAAACATGGATGTTTATCARAGAAAGGATTGTCATCCAAAGCACCAACTATGAGAGATATC
TATGTGCAATGGTATATAGATCTGTCATAGAAGGGTTTAATTATATCTGCCTAATGATTTTCTCTCCTTA
ATGCCTCTATAGCTGTCHCTTAGCGAAGAATAAAACTGTGGACTGACCCCCACCCATTTGCGAAGARAGT
ACTGGGTCTTCAGCTTTCATTGTTCAGCCGGTGGTCTTTGTGGACAACACCAGGGGCCCCTCENGCTOAR

Cuadro 4. Iniciadores oligonucleotidicos para amplificar regiones génicas delos SNPs de interés.

Gen SNP Iniciadores Amplicén
TOX3 r$3803662 5 AGTCCTTGGCTGTTCTGTG 3 465pb
5 GTCCAGACAGTCTTCAGCAG 3’
1$2278480 5 GACCTGCTGCTGGAGATG 3 492pb
ESR1 5 TTATCTGAGCCCCAACCC 3
r$3798577 5 TGGACCTATGGAGAGCAGC3 392pb
5" ACCCTGAGCAAGTCTGGC 3
MMP7 r$1943779 5 CTGTGCTTCAAAAACACTGC 3 514pb
5 TTTCTGTGGGTTGTCTTTCAC 3’
MAP3K1 r<889312 5' GTCTGGGGTGGCTTGTAG 3 577pb
5' AAAAGGCAGCACAGAACTG 3'

3.10.2 Seleccién de enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccion que fueron utilizadas se seleccionaron buscando que la
base variante estuviera dentro del sitio de corte de la enzima, lo que permitié que
existiera un corte diferencial entre los alelos silvestres y mutados. Dichos patrones de
corte fueron analizados con ayuda del programa NebCutter 2.0, eligiendo las que se

indican en el cuadro 5.

Cuadro 5. Enzimas de restriccion para deteccion de SNPs de riesgo en genes asociados al CM.

., ) Sitio de Fragmentos Fragmentos
Amplicon  Enzima .. X
reconocimiento alelosilvestre alelos mutados

TOX3 |[rs3803662 [465pb Bpu1l0l CCTNAGC 298, 167 NC R0649S
ESR1 rs2228480 |494pb Btgl CCRYGG 325,102, 51, 14 |427,51, 14 R0608S
rs3798577 |394pb Scal AGTACT 297, 95 NC R0122S

MMP7 |rs1943779 |(514pb HpyCH4IV |ACGT 328,184 NC R0619S
MAP3K1 [rs889312 577pb Nlalll CATG 421,114,42 276, 145,114,42 [R0125S

NC: No genera corte.
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3.10.3 Amplificacion por PCR de los polimorfismos.

Para la amplificacion de los polimorfismos estudiados por RFLPs, se realiz6 la
estandarizacion de la PCR, la cual incluyé gradiente de temperatura de alineamiento

(Figura 20). Con éste se logro obtener amplificaciones claras y Gnicas para cuatro de los

polimorfismos a estudiar.
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Figura 20. Gradiente de temperatura para a estandarizacion de PCR. En los cuatro geles mostrados se realizaron
gradientes de temperatura con intervalos de 2°C, en un rango de 56 a 66°C. El primer carril en todos los casos es un
marcador de peso molecular en escalera de 100pb hasta llegar a 1000pb. A)rs2228480, B)rs3798577, C)rs3803662,

D)rs889312.
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En el Unico RFLP restante en el que la sefial obtenida fue mas debil, se procedio a
realizar un gradiente de concentracion de cloruro de magnesio (Figura 21), logrando al

final amplificaciones exitosas para los cinco polimorfismos del estudio.
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Figura 21. Estandarizacion de la amplificacion del SNP rs1943779. Del lado izquierdo se muestra el gradiente de
temperatura con intervalos de 2°C, en un rango de 56 a 66°C. Del lado derecho un gradiente de cloruro de magnesio
que va desde 1 hasta 2.5mM. En ambos geles se empleé marcador de peso molecular en escalera de 100pb hasta

Ilegar a 1000pb.

Posteriormente y con el objetivo de emplear lo menos posible de las muestras
bioldgicas, se realiz6 prueba de distintas cantidades de ADN templado y los resultados

de esta prueba se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Prueba de cantidad de ADN a utilizar en la PCR Cada una de las amplificaciones fue probada con 50 y
100ng de ADN templado, logrando amplificar con la menor cantidad de ADN probado.
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Al finalizar la estandarizacion, se establecieron las siguientes condiciones para la

genotipificacion de estos SNPs.

Condiciones de PCR Programa de termociclado
Reactivo Concentracion 94°C Smin.
Buffer 10X 1X 94°C 30seg.
MgClI 1.5mM :
gt 58/60°C | 30seg. 35 ciclos
dNTPs 200mM
72°C Imin.
Primer Forward 200uM
5 .
Primer Reverse 200uM (2 HUTL
ADN templado 50ng

3.10.4 Digestion con enzimas de restriccion

Para realizar las digestiones, se utilizaron 10uL del producto de PCR, 1U de enzima
de restriccion, 2L de buffer especifico para cada enzima (10x) y 1X BSA (100pg/mL),
en un volumen total de 20uL. Las digestiones de realizaron a 37°C por 2 horas y se
tomo la mitad del volumen para su verificacion en geles de agarosa al 2%. El resto de la
reaccion de restriccion se analizd a las 12 horas para verificar que los patrones de
heterocigocidad no se debian a digestiones enzimaticas parciales. Se obtuvieron los
patrones de acuerdo a lo predicho in silico, pudiendo diferenciar perfectamente los tres
genotipos posibles: homocigoto normal, heterocigoto y homocigoto variante. En las
figuras de la 23 a la 27 se muestran las digestiones obtenidas para cada uno de los
SNPs.
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% Gen ESR1: SNP rs2228480, enzima utilizada Btgl, fragmentos generados del
alelo normal: 325, 102, 51 y 14pb; del alelo variante: 427, 51, 14pb.

6 7 8 9 10 11

1 2 3 4 5

Figura 23. Digestion del SNP rs2228480, 1) marcador de peso molecular en escalera de 100pb hasta llegar a
1000pb 2, 3, 6, 9 y 10) de muestras heterocigotas, 4, 5, 7 y 11) de muestras homocigotas normales y 8) de
muestra homocigoto variante.

¢+ Gen ESR1: SNP rs3798577, enzima utilizada Scal, fragmentos generados del

alelo normal: 297 y 95pb; del alelo variante: no existe corte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

392pb
< 297pb

95pb

Figura 24. Digestion del SNP rs3798577, 1) marcador de peso molecular en escalera de 100pb hasta llegar
a 1000pb, 5, 6 y 8) de muestras homocigotas normales, 3 y 4) de muestras heterocigotas y 2, 7 y 9) de
muestra homocigoto variante.
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s Gen MAP3K1: SNP rs889312, enzima utilizada Nlalll, fragmentos generados
del alelo normal: 421, 114 y 42pb; del alelo variante: 276, 145, 114 y 42.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

&

- 421pb
276pb

€145pb

Figura 25. Digestion del SNP rs889312, 1) marcador de peso molecular en escalera de 100pb hasta llegar a

1000pb 2) fragmento sin digerir, 3, 4, 8, 10 y 11) de muestras heterocigotas, 7) de muestra homocigotas
normales y 5, 6, 9 y 12) de muestra homocigoto variante.

s Gen MMP7: SNP rs1943779, enzima utilizada HpyCH41V, fragmentos
generados del alelo normal: 328 y 184pb; del alelo variante: no existe corte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TR e W W T
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B s <184pb
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Figura 26. Digestion del SNP rs1943779, 1) marcador de peso molecular en escalera de 100pb hasta llegar

a 1000p, 2, 4, 6 y 7) de muestra homocigoto variante, 5, 9 y 10) de muestras heterocigotas y 3 y 8) de
muestra homocigotas normales.
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s Gen TOX3: SNP rs3803662, enzima utilizada Bpul0l, fragmentos generados del
alelo normal: 298 y 167pb; del alelo variante: no existe corte.
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Figura 27. Digestion del SNP rs3803662, 1) marcador de peso molecular en escalera de 100pb hasta llegar
a 1000p, 2, 4, 5, 6 y 9) de muestras heterocigotas, 3, 7, 10 y 11) de muestras homocigotas variantes y 8)
muestra homocigota normal.

3.10.5 Genotipificacion por PCR tiempo real.

Debido a que los SNPs en el gen FGFR2 (rs1219648 y rs11200014) no son posibles
de detectar por la metodologia de RFLPs ya que la variante no altera patrones de corte
enzimaticos. La deteccion dicchos polimorfismos se realizé6 por la metodologia
TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assays [36]. Esta tecnologia se eligié por ser
altamente sensible y especifica, ademas de obtener los resultados en cortos periodos de
tiempo. El disefio para detectar los SNPs de interés (rs1219648 y rs11200014) se
encuentran disponibles comercialmente por Applied Biosystem bajo los nimeros de
identificacion: C_29171314 20, C 2917305 10, respectivamente.

La deteccion de los genotipos se realizo utilizando el software del equipo, el cual
permite detectar mujeres homocigotas para la ausencia, heterocigotas y homocigotas
para la presencia del alelo variante de cada uno de los SNPs de interés (Figura 28). La
discriminacion entre estos grupos es posible debido a que la reaccion de PCR se lleva a
cabo en presencia de dos sondas la primera para el alelo normal marcado con el
fluorocromo VIC y la segunda para el alelo variante marcada con el fluorocromo FAM,
al realizarse la sintesis de cada fragmento de ADN vya sea del alelo normal o variante se
libera la fluorescencia de la sonda correspondiente a cada alelo.
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Dicha fluorescencia es detectada por equipo, y el software de este agrupa a las
muestras segun la fluorescencia que emiten, ya sea solo por un fluorocromo indicando
homocigocidad, o ambos indicando que la muestra es heterocigota para este SNP. La
imagen a continuacion nos muestra la ventana de resultados arrojada por el quipo
7900HT Fast, (marca Applied biosystems).

Expe... rs12indira_14s ... Genotypi Reagq... TagMan® Reagen [GEEIEIES

‘ Analysis Settings t_)/:

Allelic Discrimination Plot < | View Plate Layout ] View well Table ]
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Figura 28. Genotipificacion por PCR-Tiempo real. Vista de los resultados arrojados por el equipo de PCR-tiempo
real, observando la agrupacion de lo tres genotipos posibles: homocigotos alelo 1 (Normales), homocigotos alelo 2
(variantes) y heterocigotos.
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Capitulo IV. Resultados
4.1 Prueba piloto para célculo de tamafio de muestra

Para llevar a cabo el calculo del tamafio de muestra de nuestro estudio, se realizo
una prueba piloto en la que se incluyeron 113 estudiantes de la Facultad de Enfermeria
de la UANL a los cuales se les genotipificaron los SNPs a analizar por RFLPs. Se
decidi6 analizar en este paso Unicamente los SNPs por esta técnica dado que el costo es
menor Y las frecuencias alélicas de los SNPs a analizar por gPCR estan dentro del rango
que cubren estos polimorfismos. Esto con la finalidad de conocer la frecuencia de los
polimorfismos en poblacién general, dato que es necesario para poder llevar a cabo un
estudio de asociacidn entre variantes genéticas y el desarrollo de cierta enfermedad, en

nuestro caso el CM. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Cuadro 6: Frecuencias alélicas (%) prueba piloto.

Frecuencia Alélica

rs1943779 [ rs889312 (rs2228480(rs3798577 [rs3803662
Alelo Silvestre 25.66 52.21 69.47 46.46 46.90
Alelo Variante 74.34 47.79 30.53 53.54 53.10
60
55
— 53
50 48~ 46
43 43
40 39

30

g
8
o 30 s
3 26 O Homocigoto Normal
3 25 24
2 21 — O Homocigoto de Riesgo

20 [ Heterocigoto

9
10 6
0 cc 11T CT CC AA CA AA CC AC TT CC TC GG AA GA
rs1943779 rs3803662 rs889312 rs3798577 rs2228480

SNP

Figura 30. Frecuencia de los SNPs de riesgo para CM revelados por la prueba piloto en los voluntarios.

Basados en los resultados anteriores y con ayuda del programa estadistico Quanto,

el cual considera variables genéticas y epidemioldgicas de la enfermedad, se llevo a
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cabo el calculo de la N, el cual oscilé para todos los polimorfismos entre 200 y 280

muestras, por lo que el nimero designado fue de 300 pacientes.

4.2 Resultados epidemioldgicos

Se realizaron analisis de los datos epidemioldgicos recolectados tanto de las
pacientes, como de los controles, asi como las comparaciones entre ambos grupos.
La edad de las pacientes estuvo en un rango de entre 20 a 90 afios, con una media de
52.3. Mientras que las de los controles oscilaron entre los 18 y 86 afios, con una media
de 46.8. La procedencia de ambos grupos fue principalmente de los estados de Nuevo
Ledn, Coahuila, Durango, San Luis Potosi y Tamaulipas, con poca participacion de

otros estados aledafios (Cuadro 7).

Cuadro 7. Procedencia de las mujeres que participaron en el estudio

Estado | Frecuencia
Nuevo Lebn 146 (48.77%)
Coahuila 65 (21.75%)
Tamaulipas 25 (8.42%)
San Luis Potosi 23 (7.72%)
Veracruz 11(3.51%)
Pacientes DF 8 (2.8%)
Durango 6 (2.11%)
Zacatecas 6 (2.11%)
Jalisco 5 (1.75%)
Querétaro 1 (0.35%)
Michoacan 1 (0.35%)
Texas 1 (0.35%)
Procedencia Nuevo Ledn 105 (52.69%)
Durango 17 (8.6%)
Coahuila 16 (8.06%)
San Luis Potosi 17 (8.6%)
Tamaulipas 12 (5.91%)
DF 6 (2.69%)
Zacatecas 4 (2.15%)
Controles i~ ihuahua 2 (1.08%)
\Veracruz 1 (0.54%)
Puebla 1 (0.54%)
Querétaro 1 (0.54%)
Michoacén 1 (0.54%)
Sonora 1 (0.54%)
Guanajuato 1 (0.54%)
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El indice de masa corporal (IMC) fue uno de los factores de riesgo que resultaron
mayormente asociados con riesgo para CM, ya que se obtuvo que las mujeres que
padecen este tipo de neoplasias también tienen un IMC mas alto con relacion a los
controles (Figura 30), lo que se traduce en un riesgo incrementado para CM. Las
mujeres con sobrepeso, obesidad grado 1 y obesidad grado 2, tienen un riesgo
incrementado con respecto a mujeres con peso normal de 1.1, 2.87 y 3.81veces,
respectivamente [p=0.01].

50

40

30 i
3 29|
20 2 | Pacientes
H Controles
10 |
e ST
O — |

Bajo peso Peso Sobrepeso Obesidad Obesidad Obesidad
Normal Grado 1 Grado 2 Grado 3

Frecuencia (%)

Figura 30. Frecuencia de problemas de sobrepeso entre las mujeres del estudio. Se muestran los diferentes
grados de exceso de peso tanto en las pacientes como en los controles.

Se analizaron otros factores de riesgo previamente reportados, como son el uso de
anticonceptivos orales (ACO), observandose que las pacientes tienen una mayor
frecuencia en su uso con un 38.73%, mientras que en los controles este valor result6 de
16.13%. Con estos datos se dedujo que las mujeres que consumen ACO incrementan el
riesgo de CM en un 331%, con respecto a las mujeres que no los usan. Por el contrario,
se observé un mayor consumo de terapia de remplazo hormonal en controles que en
pacientes con un 9.6 contra un 6.7%. El no tener hijos fue mas frecuente en los
controles con un 16.66%, mientras que las pacientes mostraron un 8.42%; sin embargo,
las pacientes tuvieron su primer hijo después de los 30 afios con mayor frecuencia
(13.04%) y las controles con menor frecuencia (10.93%). En el amamantamiento el
comportamiento de ambos grupos fue muy similar, con un 78.26% para pacientes y un
81.25% para controles. Esto mismo se observé en la edad de la menarquia, ya que el
17.26% vy el 18.34% de pacientes y controles, respectivamente, tuvieron una menarquia
temprana (antes de los 12 afios). En el estado menopausico se observd una gran brecha,
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ya que el 82.5% de los controles no habian pasado por esta etapa, mientras que so6lo
23.84% de las pacientes no la habian experimentado. En ambos grupos, de las mujeres
que ya habian pasado la menopausia, el 25.8% de los controles y el 23.07% de las
pacientes lo hicieron antes de los 50 afios. Los controles consumian mas alcohol con un
19.55% contra un 12.05% de las pacientes. En el consumo de tabaco el comportamiento
fue muy similar entre ambos grupos, con un 18.18% para controles contra un 19.71%
de las pacientes. Estas comparaciones se ilustran en la figura 31.

e despjues el Lactancia Menarquia Menopausia BB
30afios de alcohol  de tabaco
Pacientes 116 (38.73%)| 25(8.42%) 36(13.04%) 216 (78.26%)| 35 (17.26%) (152 (76.16%)| 39 (19.55%) | 39 (19.71%)

Controles | 32(16.13%) | 33(16.66%) | 14(10.93%) [128(81.25%)| 55(18.34%) | 35(17.5%) | 24 (12.05%) | 36 (18.18%)

Parametro: Usode ACO  No Hijos

100

90

80

70
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60 H Controles

50

Frecuencia (%)

40

30 -

20
20 | 18
0
UsodeACO  No Tuvieron 1erhijo> 30 Lactancia Menarquia  Menopausia Consumode Consumode
Hijos afios alcohol tabaco

Figura 31. Comparacion de variables epidemioldgicas entre pacientes y controles. Se observa una tendencia
superior en los casos al uso de ACO y al haber pasado la menopausia, mientras el resto de los parametros estudiados
no muestran tendencia preferencial para ninguno de ambos grupos.

4.3 Comportamiento de la enfermedad

El CM en las pacientes aparecio principalmente en el seno izquierdo (52.44%),
seguido por el derecho (44.75%) y en mucho menor proporcion bilateralmente (2.79%).
El tipo histoldgico mas frecuente resulto ser el adenocarcinoma ductal infiltrante con el
67% del total. El cancer se distribuyd mayormente en los estadios Il y Il (Figura 32).
Un 21.33% de las pacientes habian sufrido metastasis al momento de aceptar participar
en nuestro estudio. EI 97% de las pacientes fueron sometidas a algun tipo de cirugia,
siendo la mas comdn la mastectomia radical modificada que se les practico al 69.49%
de estas pacientes, seguida par la cuadrantectomia que se les realiz6 al 13.89% de estas

mujeres.
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Figura 32. Estadio clinico de las pacientes. Se muestra la distribucion del estadio clinico de las pacientes en el cual se
observa que Unicamente el 6% se encuentra en el primer estadio, mientras que el 35% en el estadio |1, el 44% en el
estadio 111y un 15%, en el estadio IV.

En lo que respecta al estado hormonal de las pacientes, un 67.33% resultaron ser
postmenopausicas, de las cuales un 19.7% tuvieron CM triple negativo, mientras que un
25.77% de las pacientes premenopausicas tuvo este mismo tipo de CM. Es importante
mencionar que los resultados para los anélisis de estados de receptores hormonales sélo
se obtuvieron para 240 pacientes, debido a que no todas llevaron a cabo su tratamiento
desde el inicio en el Hospital Universitario, por lo que dichos resultados fueron
imposibles de localizar o en algunos casos ni siquiera existieron. Los resultados que se
pudieron obtener se resumen en el cuadro 8 de a continuacién:

Cuadro 8. Resultados de los receptores hormonales de las pacientes con CM.

:j:rizt:z:ﬁess (N=240) Positivos Negativos
Estrégenos (RE) 130(54%) | 110 (46%)
Progesterona (PR) 96 (40%) | 144 (60%)
Her2neu 89(37%) | 151(63%)
g'EpLeRT'::;‘lzr) 26(11%) | 52(22%)

Es importante definir que de las pacientes postmenopausicas, un 59.47% fueron

positivas positivas para RE, contra Unicamente un 34% de las premenopausicas.
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4.4 Resultados de la genotipificacion

A continuacién se muestran los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas y
genotipicas en los 7 SNPs en los cinco genes investigados. En el cuadro 9 se encuentran
las frecuencias encontradas en nuestro estudio, comparadas con las previamente
reportadas para poblacion caucésica, resaltando aquellos en los que dichas frecuencias

difieren entre si.

Cuadro 9. Frecuencias Alélicas encontradas.

Frecuencia alélica %

Pacientes Controles
NERT0[0) N=200
Silvestre C 46.39 (71%) 54 (74%)
TOX3 rs3803662
Variante A 53.61 (29%) 46 (26%*)
Silvestre G 67.49 (80%*) 75.5 (77%)
rs2228480
. Variante A 32.51 (20%*) 24.5 (23%)
Silvestre T 48.29 (51%) 56 (53%)
rs3798577
Variante C 51.71 (49%) 44 (47%)
Silvestre C 30.99 (29%) 34 (30%)
MMP7 rs1943779
Variante T 69.01 (71%) 66 (70%)
Silvestre A 46.39 (69*) 45.5 (66%)
MAP3K1 rs889312
Variante C 53.61 (31%) 54.5 (34%)
Silvestre G 59.13 (52%*) 67 (57%)
rs11200014
Variante A 40.87 (48%*) 33 (43%)
FGFR2
Silvestre A 56.27 (51%) 31 (54%)
rs1219248
Variante G 43.73 (49%) 69 (46%*)

*Frecuencias reportadas por Tapper, et al. [53], para poblacién caucasica.

En cuanto a las frecuencias genotipicas, estas se muestran en el cuadro 10, resaltando en

amarillo aquellas que resultaron significativas para el incremento del riesgo para CM.
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Frecuencia Genotipica %

Genotipo \Pacientes Controles
INER]0]0) N=200

Silvestre C Homocigoto C 31.55 38.50 1
TOX3  [rs3803662  |Variante A Homocigoto A 19.33 16.00 0.07 1.46
Heterocigoto C/A 59.32 44,50 1.08
Silvestre G Homocigoto G 13.66) 21 1
rs2228480  |Variante A Homocigoto A 23.66 21.5 0.47 1.68
ESR1 Heterocigoto G/A 38.40 58.00 1.69
Silvestre T Homocigoto T 21.29 31.00 1
rs3798577  |Variante C Homocigoto C 24.71 19.00/ 0.000015 2.82
Heterocigoto T/C 53.99 50.00 2.80
Silvestre C Homocigoto C 20.00 21.5 1
MMP7  [rs1943779  |Variante T Homocigoto T 29.00 29.5 0.87 112
Heterocigoto C/T 51.66 49,5 1.06
Silvestre A Homocigoto A 22.33 275 1
MAP3K1 [rs889312  |Variante C Homocigoto C 25.00 25.0 0.19 1.33
Heterocigoto A/C 53.33 49.5 1.23
Silvestre G Homocigoto G 15.66) 34.00 1
rs11200014 |Variante A Homocigoto A 39.33 34.00 0.002 2,51
FGER2 Heterocigoto G/A 48.66 43.00 2.46
Silvestre A Homocigoto A 20.66 23.00 1
rs1219248  |Variante G Homocigoto G 24.66 22.00 0.76 112
Heterocigoto A/G 55.33 55.00 1.22

Cuadro 10. Frecuencias y genotipicas encontradas
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CAPITULO V. DISCUSION

El incremento de los casos de CM a nivel mundial ha generado un vuelco de la
investigacion hacia esta enfermedad, principalmente para tratar de entender el origen de
la misma. Conjuntado esto con el creciente auge de la investigacion gendémica, se ha
buscado identificar las causas genéticas que predisponen a las mujeres al padecimiento
de esta neoplasia, por lo que mdaltiples estudios genémicos se han llevado a cabo con el
fin de ubicar los genes que juegan un papel importante en esta enfermedad.

Con este mismo fin, Tapper, et al., [53] realizaron un estudio GWAS, en el cual
investigaron 30 posibles genes blanco que podrian asociarse a la enfermedad incluyendo
a una poblacion de 899 casos contra 2980 controles, encontrando a los genes TOX3 y
ERS1 significativamente asociados a CM. Basados en este resultado previo, para el
presente trabajo se tomo la decisidn de incluir estos genes [53].

Sin embargo, contrastando con el resultado previo, no se encontrd asociacion entre
el alelo A del SNP rs3803662 y el riesgo de CM. Este hallazgo coincide con lo
reportado por Zheng et al., quienes analizaron un grupo de siete SNPs del gen TOX3 en
mujeres europeas y mujeres africanas. Otro grupo de estas ultimas mujeres tambiéen fue
estudiado por Ruiz-Narvaez, et al. Siendo que los resultados encontrados en estos dos
ultimos estudios tampoco confirman una asociacion entre este gen y el riesgo de
padecer CM [54-55].

El gen MAP3K1 incluido en este trabajo y que no resultd estar asociado a CM, ha
sido previamente estudiado en distintas poblaciones como en mujeres caucasicas, rusas,
europeas, asiaticas, australianas y norteaméricanas [56-58]. Sin embargo, los resultados
de los estudios son discordantes entre si, ya que inclusive los realizados entre las
mismas poblaciones no reportan los mismos resultados. Por ejemplo, Rebbeck, et al.,
reporta una asociacion positiva, mientras que Barhnholtz-Sloan, et al., no encontraron
asociacion ambos estudios en mujeres blancas y afroamericanas [59-60]. Con el fin de
aclarar los resultados de dichos estudios, Lu PH, et al., realizaron meta-analisis
incluyendo los resultados de seis estudios previos [42, 56-58, 60-61] sobre los
polimorfismos de este gen, logrando captar la informacion de 26,015 casos y 33,962
controles. Con toda esta vasta informacion, se encontr6 que el alelo C del SNP
rs889312 del gen MAP3K1, es un factor de riesgo de baja penetrancia para el desarrollo

de CM [62]. Dado que esto contrasta con los resultados obtenidos en este trabajo, se
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deduce que es necesario incrementar la poblacion estudiada para poder afirmar o
descartar a este gen como de riesgo para esta neoplasia.

En el gen ESR1 se encontrd un asociacion positiva con el alelo C del rs3798577, ya
que la presencia de este alelo incrementa el riesgo de padecer CM 2.8 veces, en
comparacion con la ausencia de dicho alelo. Este resultado concuerda con lo reportado
por Tapper, et al., [53] aunque el incremento del riesgo reportado por este grupo fue de
solo 1.11veces.

En el gen FGFR2, que recientemente ha sido ampliamente estudiado por su relacién
con el CM, se han reportado SNPs dentro del segundo intron como asociados al
desarrollo de esta enfermedad [32]. En este estudio se incluyeron dos de estos:
rs11200014 y rs1219648, de los cuales Unicamente el alelo A del SNP rs11200014 se
asocio positivamente a la enfermedad, incrementando el riesgo 2.5 veces.

El no haber encontrado asociacion en el SNP rs1219648 concuerda con lo reportado
por Rebbeck, et al., [35] pero contrasta con lo encontrado por Zheng, et al., y Liang, et
al., quienes reportan una asociacion entre el alelo G y esta neoplasia, con sus resultados
arrojando un riesgo incrementado 1.24 veces para las mujeres heterocigotas y 1.56
veces para mujeres homocigotas GG.

Los reportes en este tema alrededor del mundo difieren mucho entre si, lo que
puede explicarse debido a la disparidad en carga genética ancestral. Sin embargo, las
discrepancias entre la misma poblacion, pueden adjudicarse a la variabilidad en el
disefio de los experimentos. Por lo que es necesario llevar a acabo nuevos analisis
colaborativos en los cuales sea posible incluir nimeros de muestras cada vez mayores,

para evitar que los resultados se vean alterados por algun tipo de sesgo poblacional.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El uso de ACO incrementa 3.31 veces (p=1x10") el riesgo a cancer de mama (CM).

Se observé un aumento en el riesgo a CM conforme se incrementa el IMC, teniendo
las mujeres con sobrepeso, obesidad grado 1 y grado 2, un riesgo incrementado en 1.1,
2.87 y 3.81 (p=0.01) veces de desarrollar la enfermedad, respectivamente.

Las mujeres de nuestro analisis que tuvieron su primer hijo después de los 30 afios,
mostraron 1.81 (p=0.04) veces mayor riesgo a CM.

Por tanto, se confirmaron el uso de ACO, el incremento del peso y el tener el
primer hijo después de los 30 afios, como factores de riesgo para CM.

Se encontrd una frecuencia de 22% en CM Triple Negativo. Dado que lo reportado
internacionalmente oscila entre 15 y 24%, nuestra poblacion de ubica entre las que
presentan CM mas agresivo y con menos respuesta al tratamiento.

Contrariamente a lo reportado anteriormente en nuestro laboratorio por Calderdn-
Garciduefias et al., en nuestro caso no se encontré proteccion contra el CM en las
mujeres que amamantaron. Esto pudiera deberse al cambio de habitos reproductivos en
la poblacion, lo que podria anular factores protectores reportados previamente.

La presencia del alelo variante C en el SNP rs3798577 del gen ESR1 (presente en
237 de 300 pxs) mostré incremento en el riesgo a CM en 2.8 veces. Lo que es mayor a
lo reportado por Tapper et al., para poblacion caucésica, donde el incremento fue de
1.11 veces (p=0.0441).

De igual manera, el SNP rs11200014 del gen FGFR2 (presente en 267 de 300pxs)
aumento el riesgo a CM 2.46 veces para heterocigotos (AG) (p=0.002) y 2.51 veces
para homocigotos (AA) (p=0.002).

Contrariamente, los alelos de riesgo en los SNPs rs3803662 del gen TOX3,
rs2228480 del gen ERS1 y rs1219248 del gen FGFR2, reportados por Tapper et al., y
Hunter et al., no resultaron significativamente asociados al CM en nuestra poblacion.

El SNP rs11200014 del gen FGFR2 y el rs3798577 del ERS1, resultaron con valor
predictivo para el desarrollo de CM, lo que sera de utilidad para identificar a mujeres
gue tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad en nuestra poblacion.

Los SNPs en los genes MAP3K1, MMP7, TOX3 y ERS1, no resultaron utiles como
predictores de riesgo a CM en nuestra poblacion.

El conocer el riesgo incrementado por las variantes genéticas, combinado con la

exposicion a factores de riesgo ambientales, permitird ubicar a aquellas mujeres con
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mayor probabilidad de padecer la enfermedad y poder llevar a cabo medidas preventivas

que redundan en un mejor combate a la enfermedad.
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ANEXO 1
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ANEXO 2

Hoja de Recoleccion de Datos

Fecha:

DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Lugar de recoleccion de datos:

Nombre:

Procedencia: # expediente:
Sexo: MU F[J Fecha de Nacimiento:

Estado de Nacimiento: Edad:  Raza:

Peso Talla IMC

Domicilio:

Teléfono: Teléfono Opcional:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

Antecedente de cancer:

Mama: SI_NO__ Ovario: SI_NO___ Colon: SI_NO__ Otro: SI_ NO__
Cuantos familiares?

Tipo de cancer quien materno___paterno___ambos___edad

Tipo de cancer quien materno____paterno__ambos___edad

Antecedente de cancer de mama en hombres

Observaciones
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ANTECEDENTES PATOLOGICOS

Fecha de diagndstico de cancer de mama

Lado del cancer Tipo histoldgico Cancer contralateral: Sl NO
Si es afirmativo, ¢hace cuanto tiempo? Tratamiento recibido
Metéastasis

Tratamientos recibidos:

Qt Rt

Tiempo de tratamiento

Recaida: Sl NO jcual tratamiento?

¢cuanto tiempo llevaba de tratamiento?

¢Se le practicaron estudios de ER o PR?: Sl NO
Resultado
¢Se le realizo cirugia?: Sl NO

Tipo de cirugia:

Estadio clinico:

TNM

Bloom- Richardson.

ANTECEDENTES PREVENTIVOS

¢Se practicaba mamografias anuales? Sl NO
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FACTORES DE RIESGO

¢Usa anticonceptivos orales?: SI_ NO___ ¢;Por cuanto tiempo?

¢Y de reemplazo hormonal?: SI___ NO___ ¢Por cuanto tiempo?

¢Tiene hijos? SI___ NO___ ;Cuantos? __ ;a qué edad tuvo su primer hijo?
¢Amamanto? Sl NO jcuanto
tiempo?

Edad de menarquia

Edad de menopausia (si aplica)

¢Consume alcohol?: SI _ NO__ ;Cuéanto? ¢cada cuando?

¢Fuma o hafumado?: SI___ NO __ Edad deinicio ___ ¢Cuanto tiempo fumo?

¢Cuantos cigarros al dia?

Consume alguna otra droga: SI___ NO___ Cual?

Ha estado expuesta a radiacion: Sl NO ¢Por cuanto tiempo?

Cosanguineidad (comunidad cerrada)

GENEALOGIA

Procedencia del padre

Procedencia de la madre

Procedencia del abuelo paterno

Procedencia de la abuela paterna

Procedencia del abuelo materno

Procedencia de la abuela materna
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ANEXO 3
CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Proyecto de Investigacion
Bioanalisis genomicos de prediccidn de riesgo y respuesta al tratamiento en

pacientes con cancer de mama

Informacion general:

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un proyecto de investigacion en mujeres
con cancer de mama que se esta llevando a cabo en este centro y al que se le invita a
participar. Es importante que conozca que este proyecto de investigacién ha sido ya
revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina y el Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la UANL.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere 0 no participar en este estudio. Para ello lea esta
informacién con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir
después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere

oportuno.

Descripcion y objetivo del estudio:

El cancer de mama es el crecimiento acelerado, anormal y desorganizado de las células
que constituyen el tejido mamario. Actualmente el cancer de mama es el cancer mas
frecuente en mujeres mexicanas. El cancer de mama es el resultado de mdaltiples
factores que pueden ser genéticos y/o ambientales. Las investigaciones indican que hay
genes que se heredan y que pueden influir en el desarrollo del cancer y en la respuesta
de cada persona a diferentes tratamientos.

En este protocolo de investigacion se planea realizar analisis genéticos que permitan
identificar genes que hacen susceptibles a la personas a padecer el cancer de mama.
Ademas se realizaran estudios genéticos adicionales en las pacientes con cancer de
mama que reciban tratamiento con los medicamentos tamoxifeno o capecitabina con el

fin de analizar la respuesta al tratamiento.
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Procedimientos del estudio:

La duracion total esperada de la participacion en el estudio es una sola visita para toma
de su historia clinica y la toma de una muestra de sangre. Durante su visita de
valoracion se revisara su expediente clinico para determinar si es candidato a participar
en el estudio. Si usted acepta participar se le realizara una toma de sangre para realizar
estudios genéticos. Todas las muestras seran salvaguardadas en un almacén refrigerado
(Biobanco). Estas muestras podran utilizarse en investigaciones futuras en céncer de
mama. Toda informacidn recabada y los resultados de los estudios seran manejados con

estricta confidencialidad y solo para los fines ya descritos.

Riesgos asociados al estudio:
Los riesgos de esta prueba son muy raros y no ponen en peligro la vida del paciente. El

mayor riego podria ser algiin moretdn en el sitio de extraccion de la muestra de sangre.

Beneficios que aportara el estudio al paciente:

a) Inmediatos: Realizacion de pruebas diagnosticas de genes relacionados al cancer
de mama. Si usted va a recibir o esta recibiendo tratamiento con tamoxifeno o
capecitabina se le realizaran estudios adicionales para evaluar la respuesta al
tratamiento.

b) Mediatos: De acuerdo a los resultados, el médico tratante podria elegir los
medicamentos adecuados y asi, el paciente tiene mayores posibilidades de
mejorar. Se espera que se obtengan, por medio de este estudio, nuevos
conocimientos que me puedan beneficiar a usted y a otras mujeres con cancer de

mama.

Participacion voluntaria

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decisién y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
tratamiento.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion y obtener
informacion sobre la investigacion que solicite en cualquier momento del desarrollo de
la misma. Ademaés, entiendo que estoy en libertad de retirarme en el momento que lo

desee y si tomara esta decision no me afectara en futuros tratamientos que requiera en el
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Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez de la UANL.

Entiendo que la informacion obtenida de la investigacion serd manejada en forma
confidencial y que en ninglin momento se violara mi privacidad.

Ademas el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. estara
en disposicion de brindarme tratamiento médico o quirdrgico sin costo, en caso de que
resultara dafiado directamente por cualquiera de los procedimientos del proyecto de
investigacion, y en caso de dafio permanente, tendré derecho a ser indemnizado de

acuerdo al dafo sufrido.

Responsables de la investigacion:

Investigador Principal:

Dr. Hugo Alberto Barrera Saldafia, Depto. de Bioguimica y Medicina Molecular,
Facultad de Medicina de la UANL (Tel: 83294174 Ext 2591)

Investigadores asociados:
Dra. en C. Maria de Lourdes Garza Rodriguez (Tel.- 83294174 Ext 2824)

Fecha:

Paciente.

Nombre:

Direccion:

Firma
Testigo

Nombre y Firma

Investigador:

Firma
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ANEXO 4

Extraccion de ADN de alta calidad con TSNT a partir 3 ml de sangre.

19.
20.

21.

22.

23.

24,
25.
26.

27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

Coloque 3 ml de la sangre en un tubo conico de 15 ml.

Agregue 1.2ml de buffer de lisis TSNT y mezcle por inversion o en vortex a
velocidad baja o media durante 30 segundos.

Agregue 3 ml de fenol saturado y mezcle por inversion o en vortex a velocidad

baja 0 media durante 30 segundos.

Agregue 0.6 ml de sevag y mezcle en vortex a velocidad baja o media durante 1
minuto.
Agregue 2 ml de TE 1X y mezcle por inversion o en vértex a velocidad baja o

media durante 30 segundos.

Centrifugue 20 min a 10 000 rpm.

Transfiera la fase acuosa a un tubo conico de 15 ml.

Agregue 2 ml de fenol saturado y mezcle por inversion o en vortex a velocidad
baja 0 media durante 30 segundos.

Agregue 0.6 ml de sevag y mezcle en vortex a velocidad baja o media durante 1
minuto.

Centrifugue 20 min a 10 000 rpm.

Transfiera la fase acuosa a un tubo conico de 15 ml.

Agregue 1 volimen de isopropanol y mezcle gentilmente por inversion.
Transferir la hebra con 500  de sobrenadante a tubos eppendorf de 1.5ml.
Centrifugue 8 min a 14 000 rpm y decante el sobrenadante.

Lave la pastilla agregando 1ml de etanol al 70%.

Centrifugue 8 min a 14 000 rpm.

Secar la pastilla de ADN a temperatura ambiente de 20 min.

Resuspenda la pastilla en 200ul de TE 1X.
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