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RESUMEN

Introduccion. En México, entre las mujeres con cancer, el de mama ocupa el
primer lugar como causa de muerte. El 65% de las mujeres fallecidas por este
padecimiento forman parte del grupo productivo de 35 a 64 afios de edad. Ademas
el numero de mujeres menores de 40 afos afectadas se ha incrementado durante
el ultimo quinquenio. Debido a esta problematica, el cancer de mama representa
un grave problema en la Salud Publica del pais, por ello y a la urgente necesidad
de contar con meétodos alternativos preventivos y de tamizaje, en el presente
proyecto se analizd el polimorfismo de cinco genes involucrados en la
carcinogénesis del estrogeno (COMPT, CYP17, CYP1A1, CYP19 y receptor de
estrégeno), y su asociacion con el cancer de mama en mujeres mexicanas.
Objetivo. Generar un modelo multigénico de identificacién de mujeres de alto
riesgo a desarrollar cancer de mama.

Metodologia. Se realizo un estudio de casos y controles donde se seleccionaron
100 mujeres mexicanas con cancer de mama confirmado por biopsia y 100
mujeres controles sin cancer de mama confirmado por mastografia. A partir de
sangre periférica se obtuvo el DNA. La genotipificacion se realizé mediante PCR-
RFLP para los genes COMT, CYP17, CYP1A1 y receptor de estréogeno; y por
electroforesis capilar para el gen CYP19.

Los analisis estadisticos incluyeron la obtencidén de la razén de momios y sus
correspondientes intervalos de confianza. Se realizé un analisis estratificado entre

los genotipos y los factores epidemiolédgicos de riesgo. El valor de “p” se obtuvo
por X? o por la prueba de Fisher exacta. Los programas estadisticos utilizados

fueron el SPSS version 14 y Epi-Info 3.5.1.



Resultados. Encontramos que las mujeres portadoras del genotipo CYP1A1
m2/m2 presentaron mayor riesgo a desarrollar cancer de mama (RM=2.52;
95%Cl= 1.04/6.08), este riesgo se incremento en las mujeres post menopausicas
(RM=3.38; 95%CI=1.05-6.08). Finalmente, reportamos al gen CYP19 genotipo
A1/A2 como de alto riesgo (RM = 2.03; 95%CIl= 0.96-4.26).

Conclusion. Logramos la identificacion de al menos un gen y un factor
epidemioldgico de alto riesgo. Con estos datos proponemos un modelo de riego,

mismo que esta listo para validarse.
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ABSTRACT

Background. In Mexico, between women with cancer, the breast cancer is in first
place like the cause of death. 65% of this women belong to the productive group
between 35 to 64 years of age. Furthermore, the number of women below 40 years
old affected with this kind of cancer is increased during the last five years. The
breast cancer represent an important problem in public health, that is the reason
because an urgent need to have a preventive alternative methods and secreening.
The present proposal analyze five genes polymorphism, related to the estrogen
carcinogenesis (COMPT, CYP17, CYP1A1, CYP19 and estrogen receptor), and
their breast cancer association in Mexican women.

Objective. To develop an identification of high risk women by a multigenetic model
for breast cancer.

Methods. We develop a cases and controls clinical study, where we select 100
breast cancer mexican women and 100 negative controls. We obtain DNA from
peripheral blood for genotyping COMT, CYP17, CYP1A1 and estrogen receptor by
PCR-RFLP, and by electrophoresis to CYP19. Genotype frequencies were
estimated for all participants in the study. The association between genotypes and
breast cancer risk was measured using a logistic regression likewise method to
obtain the Odds Ratio (OR) and its corresponding 95% Confidence Intervals (95%
Cl) and adjusted for age. “p” values for chi-squared or Fisher exact tests were also
calculated. The statistic programs utilized was SPSS version 14 y Epi-Info 3.5.1.
Results. The epidemiological factors independent analysis never show any breast
cancer significant association. The results showed a high risk of breast cancer in

women carrying the CYP1Al (3801 T>C) m2/m2 genotype (OR=2.52;

Xl



95%CI1=1.04-6.08). This risk was higher in postmenopausal women (OR=3.38;
95%CI1=1.05-10.87). No association between COMT 1947 G>A CYP1ATm2,
CYP17, ER and breast cancer was found. Finally, we show gene CYP19 genotype
A21/A2 as a high risk to develop breast cancer (OR = 2.03; 95%CI= 0.96-4.26).

Conclusions. This study suggests that the CYP1A1 (3801 T>C) m2/m2 genotype
may contribute to breast cancer susceptibility in Mexican women. With this data

we proposed a risk model ready for validation.
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| INTRODUCCION

Los tumores de la glandula mamaria se pueden manifestar desde un desorden
mamario benigno, hasta los que pasan por condiciones pre malignas a
microinvasion, extensién local y dispersion nodal, o bien presentar diseminacién
de las células cancerosas a otras partes del cuerpo como pulmén, rifidn, aparato
digestivo etc, y finalmente a causar la muerte.

Actualmente, esta enfermedad constituye un desafio para la salud publica a nivel
internacional, ya que ocupa el primer lugar en el mundo como causa de muerte
entre las mujeres hispanas y el segundo lugar entre las mujeres blancas, las
negras, las de origen asiatico de las islas del Pacifico, las indoamericanas y
nativas de Alaska. En el afio 2008 se reportaron 1,383,000 nuevos casos y 458
000 defunciones por esta enfermedad.’

En México, a partir del afio 2006 el cancer de mama, desplazé al cérvico uterino y
paso de ser la segunda a la primera causa de mortalidad por cancer en mujeres.
Para el afio 2008 se reportaron13,939 casos nuevos y 5,217 defunciones por este
padecimiento.

Los procedimientos para la deteccién temprana de tumores mamarios y que se
utilizan como métodos en las campafas masivas de prevencion de cancer de
mama, incluyen la autoexploracion mamaria, exploracion clinica, ultrasonido vy
mastografia; siendo este ultimo el mas controversial, principalmente en cuanto a la
edad que se debe iniciar a utilizar la prueba, asi como su frecuencia. Esta
discusidon se debe a que en las mujeres menores de 40 afos la densidad de la
mama no permite un buen andlisis de la mastografia y al riesgo de utilizar
mastografos que emiten radiacion. Es por ello que surge la necesidad de fortalecer
la prevencion de esta enfermedad mediante el desarrollo de procedimientos
alternativos que orienten a un diagndstico oportuno y que pueda aplicarse a
mujeres de cualquier edad, permitiendo identificar aquellas de alto riesgo, y asi
dirigir los recursos disponibles, e incluso desarrollar investigaciones en el uso de
tratamientos preventivos de estas mujeres.

Hay evidencia epidemiologica, genética y experimental que involucra al estrogeno

y sus productos enzimaticos como factores para el desarrollo y predisposicion al



cancer de mama. La carcinogénesis del estrogeno tiene efectos no-genotoxicos
(proliferacion celular) y genotdxicos (dafio directo al DNA), cuyos mecanismos
moleculares estan regulados por diversos genes, y sus productos, involucrados en
el metabolismo del estrégeno, como es el caso del receptor de estrogeno (ER)
primordial inductor de sefales intracelulares para la regulacién de la biosintesis y
metabolismo de estrégeno; las hidrolasas (CYP17, CYP1A1) formadoras de
catecoles de estrogeno (CE) precursores de metabolitos carcinbgenos;
metiltransferasas (COMPT) encargadas de inactivar los catecoles de estrogeno; y
las aromatasas (CYP19) responsables de la sintesis de estrona y del 17 beta
estradiol que se produce a partir de androstenediona y testosterona. En estos
genes se han reportado asociaciones polimorficas con el riesgo de desarrollar
cancer mamario; ya que existe relacién directa entre algunos polimorfismos con la
mayor (CYP17) o menor (COMPT)) actividad enzimatica como parte de la génesis
del padecimiento.?>*

Debido a la necesidad de contar con métodos alternativos preventivos y de
tamizaje, en el presente proyecto se analiz6 el polimorfismo de cinco genes
involucrados en la sintesis y metabolismo de estrégeno (COMT, CYP17, CYP1A1,
CYP19, y receptor de estrégeno), en mujeres sanas y con cancer de mama. Los
resultados aqui presentados seran la base para la creacidon de un modelo

multigénico de identificacion de mujeres de alto riesgo.



Il ANTECEDENTES

ANATOMIA DE LA MAMA

Las glandulas mamarias se encuentran situadas en la parte anterior de cada
hemitorax, el origen embriolégico en el hombre y la mujer es el mismo, sin
embargo en la pubertad las glandulas del hombre detienen su transformaciéon y
permanecen en una forma rudimentaria, mientras que en la mujer continian su
desarrollo. La glandula mamaria desarrollada, esta formada de 15 a 20 unidades
lobulares, cada unidad esta compuesta por lobulillos (donde se produce la leche) y
conductos (ductos) por donde circulan las secreciones. Cada I6bulo tiene un
orificio ductal que conecta directamente con el pezon (Figura 1).°

El vértice de la mama esta constituida por una region redondeada y pigmentada
de 15-25 mm de diametro denominada como zona areolar que incluye al pezény a
los Tubérculos de Morganni, éstos son 15 a 20 pequefias elevaciones en la
superficie de la areola. El pezén se encuentra en el centro de la areola, es
cilindrico de 10-12mm de diametro y sobresale de la zona areolar.’

El pezon contiene multiples ductos lactiferos que van de 2 a 4 mm de didametro.
Estos ductos comunmente crean una especie de bolsa o vestibulo que se le
conoce como “lactiferous sinus”, que se situan en la base del pezén. Los ductos se
ramifican en el fondo del parénquima del seno, formando asi las unidades ductales
La unidad basica de lactancia y hormonalmente sensible de la mama, es la unidad
terminal ductal-lobular, la cual varia de 0.3 a 0.6 mm de didmetro y estan
interconectadas por un laberinto de ductos extralobulares. Estos son

hormonalmente sensibles y quizas son el sitio de hiperplasia intraductal.

CANCER DE MAMA

El cancer de mama se considera una enfermedad multifactorial que se inicia de

forma localizada, manifestada generalmente por una tumoracion que las pacientes
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Figura 1. Anatomia de la mama

Tomado del Manual de Salud Publica °

la reportan como la presencia de una bolita o dolor que puede cambiar de acuerdo
a la localizacion y los posibles sitios de invasién. Otros signos reportados son la
umbilicacion del pezén (se encuentra en el interior de la glandula), o bien éste se
encuentra retraido o desviado. También se ha mencionado la piel de naranja o
retraccidon de la misma, enrojecimiento, ulceracion o edema de piel, salida
espontanea o provocada de secrecion por el pezdbn como sangre y aumento de la
red venosa superficial (Figura 2, 3).”

Todos los tejidos de la glandula mamaria son capaces de desarrollar un tumor ya
sea benigno o maligno. Habitualmente a los tumores derivados del epitelio se les
denomina genéricamente carcinomas y a los del mesénquima, sarcomas. Los
carcinomas son tumores malignos de la mama y se dividen en carcinoma

canalicular o ductal, cuando se origina en los conductos mamarios y el carcinoma

4



lobulillar que tiene su punto de partida en los lobulillos; ambas variedades pueden

presentarse in situ o infiltrante. El tipo morfolégico predominante en México es el

carcinoma ductal infiltrante (17.1% de todos los canceres).®

Figura 2. Piel de naranja
Tomada de: www.blogcharm.com

Figura 3. Pezdén con descarga de sangre
Tomada de: www.blogcharm.com



CLASIFICACION

Existen varias clasificaciones y estadios del cancer de mama basados en el
desarrollo de la enfermedad incluyendo el tamafo del tumor y su diseminacion,
por el estadio de la misma, y la clasificacién internacional que toma en cuenta la
descripcion del tumor primario (T), los nédulos linfaticos regionales (N) y las
metastasis (M); (clasificacion TNM). °

La primera clasificacion es de acuerdo a las fases de desarrollo de la enfermedad

y estas son:

Primario

El cual se encuentra comunmente confinado a los conductos, o a los I6bulos. Es
un cancer no invasivo. Si se localiza en los conductos, se le conoce como
“carcinoma ductal in situ”, y si se encuentra en los Iébulos, como “cancer lobular
in situ”. En este estadio, el cancer no puede ser detectado como un bulto o masa
mediante la exploracion manual, aunque en algunos casos y de acuerdo al tamafio

del tumor, el carcinoma ductal puede ser detectado por mastografia.

Invasivo
Esta fase se caracteriza porque las células malignas se dispersan de los ductos o
l6bulos hacia otras areas del tejido mamario. Aqui el cancer ya puede ser

detectado por auto-exploracion, por la exploracién clinica y por mastografia.

Metastasico

En esta fase, el cancer ya se ha dispersado a otras partes del cuerpo, a través de
los vasos sanguineos o mediante los vasos linfaticos. Este cancer es detectado
por auto-exploracién, exploracién clinica, tecnologia de gabinete e incluso por la

sintomatologia. Se requiere de inmediato la intervencion o referencia del paciente.

La siguiente clasificacion es por estadios, que dependen de la etapa de desarrollo
en que se encuentra el cancer, asi como los factores de riesgo a los que esta

expuesto, por lo que son utiles principalmente para establecer el prondstico y



tratamiento del paciente. Su clasificacion se basa en el tamafo del tumor, si éste
se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos a la mama, si estan adheridos
a otras estructuras, y si el cancer se ha extendido a otros organos distantes del

cuerpo. Los estadios son cuatro con las siguientes caracteristicas:

Estadio |
Indica que el tumor es menor de 2cm. Sin diseminacion
Estadio Il
Comprende las situaciones:
* El tumor no mide mas de 2 cm, pero los ganglios de la axila estan
afectados.
* El tumor mide entre 2 y 5 cm y puede o no haberse extendido.
* El tumor mide mas de 5 cm pero los ganglios linfaticos axilares no
estan afectados.
Estadio Il
* Estadio Il A
Se puede presentar con cualquiera de las siguientes situaciones:
» EIl tumor mide menos de 5 cm y se ha diseminado a los ganglios
linfaticos axilares, y éstos estan unidos entre si o a otras estructuras.
» EIl tumor mide mas de 5 cm y los ganglios linfaticos también estan
afectados
* Estadio Il B
Se puede presentar con cualquiera de las siguientes situaciones:
» EIl tumor se ha extendido a otros tejidos cerca de la mama (piel,
pared toracica, incluyendo costillas y musculos del torax).
» El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos dentro e la pared
toracica cerca del esternon
Estadio IV
Se produce cuando el cancer se ha diseminado a otras estructuras del cuerpo. Los
organos en los que suele aparecer metastasis con mayor frecuencia son los

huesos, los pulmones, el higado o el cerebro. También puede ser que el tumor
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haya afectado localmente a la piel y a los ganglios linfaticos dentro del cuello,

cercanos a la clavicula.

Finalmente, la clasificacion “TNM”. En ella se toma en cuenta la descripcion del

tumor primario (T), los nddulos linfaticos regionales (N) y las metastasis (M)

(Apéndice 1).

La relacion entre la clasificacion por estadios y la TNM se muestran en el cuadro 1

y Figura 4.

Cuadro 1. Estadio de cancer de mama de acuerdo a la clasificacion.

A
o e
ESTADIO ESTADIO [FESTABIO-{ ESTADIO
A A ]
N O 0 \\\\\\\1t\&\\\\\\\\ | | B
]
A
A A AW AW ] ESTA D I O
A A A W 0]
\\\\\\\\\\\\\\\\E\S{E\A:D @\\\\\\\\\\\\ EST A D | O B
N 1 A A T A T W]
AR ] 'R
A A 7
A A
N2 A
N 3 .......................................... I.I. I‘ . .). .............

Tomado del Manual de Salud Publica®



Figura 4. Estadios del cancer de mamay su relacion con la clasificacion TNM.

Tomado del Manual de Salud Publica °

FACTORES DE RIESGO

A través de los afios se han definido algunos de los factores de riesgo ° para

desarrollar cancer de mama y estos incluyen:

e Ser mujer
El cancer de mama se presenta principalmente en mujeres (99.54 %). La
incidencia en hombres es muy baja y se estima de 1 hombre por cada 3.1
millones de mujeres.

o Edad.
A mayor edad aumenta la probabilidad de desarrollar el cancer de mama
(Cuadro 2).

¢ Antecedentes Familiares.
Los antecedentes de cancer de mama en un familiar de primer grado

(madre, hija, hermana) duplican o triplican el riesgo, el cual aumenta

9



cuando el familiar desarrollé cancer bilateral o que fueron diagnosticados
antes de la menopausia. Del 5 al 7% de las mujeres con cancer de mama
son portadoras de alguno de los genes BRCA1 y BRCAZ2. Estos genes son

utiles como marcadores sélo en familias con varios miembros afectados.’

Cuadro 2. Probabilidad de desarrollar cancer de mama, de acuerdo a la edad

EDAD (ANOS) PROBABILIDAD DEL RIESGO

Menor de 20 1 en 20 490
De 21 a 30 1en 2145
De 31 a40 len 213
De 41 a 50 len55
De 51 a 60 len 24
De 61 a70 len 16
De 71 a 80 len12

De 81 85 lenll

Tomado de Kildford J. °

Antecedentes de cancer de mama in situ o invasivo.

En estas mujeres existe un riesgo de 0.5 a 1.0% por afo de desarrollar el
cancer en la mama contralateral.

Primer embarazo a término después de los 30 afos o nuligestas.

Un primer embarazo antes de los 30 afnos de edad disminuye de dos a tres
veces el riesgo a desarrollar la enfermedad cuando se compara con
aquellas mujeres que tienen su primer embarazo a término después de los

30 afos o bien las que son nuligestas. Esto es debido a que la disminucion

10



de los niveles de estradiol y el aumento de prolactina durante el embarazo,
protegen a la mama del efecto carcinogénico del estradiol.

Lactancia

La lactancia materna se postula como proteccion contra el cancer mamario
al retardar el retorno de los ciclos ovulatorios. No esta claro, sin embargo,
cuanto tiempo necesita amamantar la mujer para que se reduzca el riesgo
de neoplasia maligna.'?

Menarca temprana (antes de los 12 afios) y Menopausia tardia (después
de los 52 afnos).

Cuanto mas joven es la mujer al comenzar a menstruar, mayor es el riesgo
posterior de contraer una neoplasia mamaria maligna.13 El riesgo
disminuye alrededor del 10 % por cada periodo de 2 afios en que se retarda
la menarquia.

Cuanto mas tardia es la aparicién de la menopausia, mayor es el riesgo de
carcinoma mamario.' El riesgo de este mismo, se duplican en las mujeres
que presentaron la menopausia después de los 54 afos, en comparacion
con las que la experimentaron antes de los 45 afios.'

Exposicién a estrogenos exégenos a dosis altas y / por largo tiempo.

La exposicion exdgena a estréogenos es generalmente por la terapia de
reemplazo hormonal (THR) y los anticonceptivos hormonales; a pesar de
que aun sigue la discusién de dicha exposicion como factor causal del
cancer, existe el consenso de que para elevar el supuesto riesgo es
necesario estar expuesto por mas de 5 afos.

Ingesta de alcohol.

Se ha estimado que las mujeres que sobrepasan ocho copas de vino o su
equivalente por semana, presentan niveles circulantes de estradiol mas
elevado que el de las mujeres con ingestion de alcohol nula o moderada.
Uso de tabaco.

Las mujeres que han fumado por mas de 30 afos, pueden apresurar el

desarrollo de cancer hasta ocho afios antes. '’
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e Obesidad.
La obesidad y su relacion con el cancer de mama, parece deberse al estado
de la menopausia, en mujeres postmenopdausicas se relaciona con el
incremento de estrogenos endoégenos provenientes de la actividad de la
aromatasa en el tejido adiposo de la mama.”®'™ En la mujeres
premenopausicas, la obesidad se ha asociado con una disminucion del

riesgo, el mecanismo de esta disminucion se desconoce.?%!

EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es el mas frecuente entre las mujeres de todo el mundo, para
el afio 2008 se reportaron 1,383,000 de casos nuevos (23.0 % de todos los
canceres) con una mortalidad de 458 000 mujeres, por lo que es la primer causa
de muerte por cancer entre las mujeres (12.7 % del total de fallecimientos por
tumores malignos).Se estima una incidencia de 19.3 /100 000 mujeres en Africa.
En América los 3 paises con mayor incidencia incluyen Uruguay, Canada y
Estados Unidos de América (Figura 5).

En México, el carcinoma mamario es la primera causa de muerte por cancer en la
mujer a partir del ano 2006. En el afio 2008 se reportaron 13,939 nuevos casos
con una incidencia de 27.2/100 000 mujeres; lo que representa el 10.9% de todos
los canceres y el 21.2 % de los canceres en mujeres. El mayor numero de casos
se observa en mujeres de 40 a 49 anos seguidas por aquellas entre 50 a 59 afos
(Cuadro 3). Los estados de la Republica Mexicana con mayor incidencia son:

Distrito Federal, Nuevo Leén y Coahuila (Figura 6) .2
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Figura 5. Paises de América con mayor incidencia de cancer de mama.
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Cuadro 3. Incidencia acumulada de cancer de mama por grupos de edad,

México 2006.

EDAD (ANOS) Casos Tasa*
30-39 1,469 17.9
40-49 3,552 57.2
50-59 3,126 78.9
60-69 2,092 85.7

70 y mas 1,545 76.9
Total 13,743 50.2

*Tasa por 100 mil mujeres de 25 y mas anos de edad
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Figura 6. Incidencia de cancer de mama por entidad Federativa 2006.
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En el afo 2008 se registraron 5,217 defunciones, lo que indica que en nuestro
pais mueren 14 mujeres diarias a causa de este padecimiento. ' Siendo la
mayoria de las defunciones en aquellas mujeres entre los 50-59 afios de edad
(Figura 7). Los estados con mayor mortalidad reportada incluyen a Sonora,

Chihuahua y Baja California Sur.??

m<30afos m30a 39anos m40a 49anos

m50a 59alos mg0a 69anos = =70 anos

Figura 7. Distribucién de defunciones por grupos de edad, 2008.
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DETECCION Y DIAGNOSTICO

El diagndstico del cancer de mama se basa en la interpretacion de cortes
histologicos de la glandula mamaria. El diagndstico sospechoso puede ser por la
historia médica, examen fisico, mamografia, y ultrasonografia entre otras, pero la

confirmacion se realiza por analisis histolégico del area afectada.

Examen fisico

Incluye la inspeccion y palpacion de la mama, de la axila, nédulos linfaticos
supraclaviculares y examen de los pezones.
Se utiliza como método preventivo, ayudando a detectar posibles canceres de

manera temprana.

Mamografia
La mamografia es una radiografia de la mama, esta se utiliza como prueba de

diagnodstico en mujeres adultas con sintomas de cancer de mama y como una
prueba de tamiz en mujeres asintomaticas mayores de 40 afos.

Dentro del diagnostico se utiliza para evaluaciones futuras o para precisar y
localizar una lesion.

La interpretacion internacional radioldgica que se utiliza para el analisis de la
mastografia se denomina BIRADS (del inglés Breast Imaging Reporting and Data
System). La clasificacién BIRADS de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana PROY-
NOM-041-SSA2-2009, se muestra en el cuadro 4.2

Esta prueba no se recomienda en mujeres menores de 40 afos ya que en esa
edad la densidad de la mama no permite una buena radiografia y por lo tanto
alguna informacion util. Ademas del riesgo de exposicion a la radiacion ionizante

cuando se utiliza un mamografo analogo.

Ultrasonido.
El ultrasonido no se utiliza normalmente como prueba de tamiz, o para la
evaluacion de microcalcificaciones. Esta prueba se utiliza como apoyo integral

para evaluar masas palpables y poder diferenciar masa benigna y maligna.
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Esto se aplica principalmente en pacientes con mastografia negativa o en

mujeres menores de 30 afios.?*

Cuadro 4. Clasificacion BIRADS

Hallazgos Clasificacion Comentarios

Estudio insuficiente o técnicamente| BIRADS O [Repetir el estudio

deficiente

Mama normal BIRADS 1

Hallazgos benignos BIRADS 2

Hallazgos probablemente benignos BIRADS 3 |Es conveniente el seguimiento radiologico cada
6 meses durante 2 afios o biopsia con aguja de
corte.

Hallazgos probablemente malignos en| BIRADS 4 |[Se sugiere biopsia excisional o con previo

lesion no palpable marcaje.

Hallazgo maligno BIRADS 5 |Se sugiere biopsia.

Biopsia
El diagndstico histologico es el

Tomado de NOM 2009%

unico método confirmatorio para el cancer de

mama. Este se basa en el analisis de las caracteristicas estructurales y celulares

de los tejidos de la mama. La toma de muestra se puede realizar por diferentes

técnicas, estas incluyen; la biopsia por aspiracion con aguja fina, biopsia con

aguja de Tru-cut, biopsia incisional y biopsia excisional.

El reporte de los resultados de la biopsia, deberan darse de acuerdo a la

descripcion macroscopica indicando el tamafio de la lesion, los limites, el estado

de los bordes quirurgicos; asi como una descripcidn microscopica que abarca el

grado nuclear, el indice mitotico, el tipo histolégico del tumor, el grado de
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diferenciacion, invasion vascular y/o linfatica, invasion extracapsular, potencial

metastasico entre otras caracteristicas.?®

Cuando se detecta una “masa” palpable, durante el examen fisico, es necesario
diferenciar si se trata de un quiste o de un tumor sdlido, por lo que se recomienda
obtener una muestra citolégica, que se obtiene mediante una aspiracion del sitio
afectado; de igual manera, cuando existen secreciones del pezén, se debe tomar
una muestra para analisis citologico. Ademas es necesario aplicar otras pruebas
complementarias como la mastografia, el ultrasonido, y finalmente una biopsia
como prueba confirmatoria. De hecho algunos estudios refieren que cuando se
utiliza el examen fisico, la mastografia y el analisis de la aspiracion, aumentan la
sensibilidad de deteccién de cancer hasta en un 92%, reportandose que cuando

las tres pruebas indican cancer, la biopsia confirma el cancer en un 99.4%. °

ESTROGENO

CARCINOGENESIS DEL ESTROGENO

Aun cuando el cancer de mama es de naturaleza multifactorial, la mayoria de los
casos son ‘“estrogeno dependiente”, es decir, que estan involucrados con la
evolucion y aberracion propia del organismo influenciada por factores ambientales,
genéticos y a la exposicidn constante a los estrégenos durante la vida.

El estrégeno enddégeno y exogen dirigen la proliferacion celular, y asi la
oportunidad para acumular errores genéticos al azar. El surgimiento de una célula
maligna depende de una serie de mutaciones somaticas que ocurren durante la
divisién celular, pero los genes especificos involucrados en la progresion del
cancer son aun desconocidos. %

Asi mismo, se ha analizado de manera prospectiva la asociacion entre los niveles
de estrégenos circulantes con el cancer de mama, donde se observd que existe
mayor nivel de estrogeno y estradiol (16%) en pacientes con cancer de mama al

compararla con mujeres sanas.?’
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En la figura 8, se muestra el modelo de carcinogénesis hormonal; donde el
estradiol y otras hormonas esteroideas estimulan la proliferacion de las células,
facilitando las mutaciones al azar que pueden afectar la reparacién del DNA y/o
alterar genes supresores de tumores como p53 y BRCA1, estas mutaciones se
pueden acumular y permanecer durante la division celular, desarrollando asi, el
fenotipo maligno y el comienzo de un proceso carcinégeno.?®

Los mecanismos de la carcinogénesis del estrégeno son complejos y estan
relacionados con la biosintesis y metabolismo del estrogeno, donde se liberan
metabolitos que tiene efectos no genotdxicos (proliferacion celular) y genotéxicos

(dafio directo o indirecto al DNA).? 3031

G
(@)
DS

U

Estradiol y otras hormonas esteroides

me——- - —

Mutacion enla Errores genéticos
Célula epitelial lineagerminal acumulados Fenotipo maligno
norm al durante la division
celular

Figura 8. Modelo de carcinogénesis hormonal.

Sintesis de estrogeno.

Los estrogenos son derivados del colesterol y de forma natural se encuentran
como 17B-estradiol (E2) estrona (E1) y estriol (E3) (Figura 9).
La sintesis comienza cuando el colesterol es capturado por las células

esteroidogénicas, almacenado y llevado al sitio de la sintesis de esteroides.
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Figura 9. Estructura de los estrégenos

La biosintesis del estrogeno (Figura 10) comprende fundamentalmente 5 pasos:

1.

La formacién de colesterol a pregnolona
El primer paso de la biosintesis de las hormonas esteroides es la
conversion del colesterol a pregnolona, esta reaccion es catalizada por la

enzima colesterol liasa o CYP11A.

Conversion de pregnolona a progesterona

La pregnolona es convertida a progesterona o 17a hydroxypregnolona
mediante la enzima 3p-hidroxiesteroide oxidoreductasa (3B-HSD), esta
enzima se expresa en las gonadas, glandulas adrenales, placenta, higado y

rinon.?

Formacion de 17a-hidroxypregnolona, 17a-hidroxiprogesterona,
dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona.

Después de la formaciéon de la pregnolona y progesterona, cada uno de
estos componentes puede sufrir hidroxilacion en el carbono 17 y después
su rompimiento para formar la dehidroepiandrosterona y androsteneidona,
respectivamente, tanto la hidroxilacion como el rompimiento es llevado a
cabo por la enzima P450c17 o CYP17.%3
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4. Formacion de 5-androstenodiol, y testosterona.
La DHEA y la androsteneidona, son el substrato para la enzima 17p-
hidroxiesteroide oxidoreductasa (17p3-HSD), que cataliza la formacion del 5-
androsteno-3p, y la testosterona. La reaccion de esta enzima es reversible.
5. La formacion de estrogenos
La biosintesis de la estrona y el estradiol es a partir de la androstenediona y
la testosterona. Esta reaccion se realiza mediante la accion del complejo
microsomal aromatasa citocromo P450 (P450arom), codificada por el gen
CYP19. A este paso también se le conoce como aromatizacién ya que
comprende la conversion del anillo “A” de los andrégenos por un anillo
aromatico.?
La enzima 17B-HSD esta involucrada en las reacciones reversibles de

androstenediona a tetosterona, y de estrona a estradiol.

COLESTEROL
1 CYP11A
CYP17 CYP17 17 -HSD

PREGNOLONA mmp 17 -HIDROXIPREGNOLONA mmmp DEHIDROEPIANDROSTERONA”5-ANDROSTENEDIOL

3 -HSD l 3 -HSD 1 3 -HSD 1 3 -HSD l

PROGESTERONA == 17 -HIDROXIPROGESTERONAmm) ANDROSTENEDIONA h TETOSTERONA

CYP17 CYP17 17 HSD
CYP19
CYP19
ESTRONA ” ESTRADIOL

17 -HSD

Figura 10. Sintesis del estrogeno
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Metabolismo del estrégeno

El metabolismo del estrégeno se lleva a cabo principalmente en el higado, sin
embargo, también se realiza en rifion, prostata, mama y adipocitos.

El metabolismo del estradiol y la estrona comienza con la hidroxilacion en los
carbonos 1,2 4, 6, 7, 11, 14,1516 y 18, formando asi varios metabolitos. La
hidroxilacion en la posicién del carbono-2 (C-2) y C-4 forma los compuestos 2-
hidroxiestrogeno (2-OH-E), 4-hidroxiestrogeno (4-OH-E); en el C17 formando la
estrona (E1) ; y en el C-16 para formar la 16a-hydroxy (OH) E1. EI catecol
estrégeno E2 y E1 son formas intermediarias en la generacién de quinonas y
semiquinonas reactivas, las cuales a su vez son substrato para el ciclo redox que
genera oxigeno reactivo. El estrogeno catecol se inactiva por la metilacion
mediada por la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) asi como por
glucuronidacién y sulfatacién. La enzimas involucradas en la hidroxilacion
incluyen a la enzima 17B-HSD, a la P450 3A, CYP1A1, CYP1A2. 3> * En la figura
11 se muestran un resumen del metabolismo del estrogeno (Figura 11), que
incluye la hidroxilacion de la estrona y estradiol por las enzimas CYP17 y CYP1A1;
los CE formados pueden unirse de manera directa al DNA y/o de manera indirecta
al receptor de estrogeno induciendo mutaciones y crecimiento celular
respectivamente, finalmente mediante metilacion, la enzima COMPT inactiva los

CE, mismos que son eliminados en la orina.

Asociacion de metabolitos de estrégeno con cancer de mama

Los metabolitos liberados del metabolismo del estrégeno participan en el proceso

de la carcinogénesis del estrogeno. Dentro de los mas estudiados se encuentran:

e 16a-OH E1, 16a-OH E2. Este se une de manera no covalente al receptor
estrogénico lo que provoca sefiales de proliferacion celular descontrolada,
ademas tiene un efecto directo de dafio al DNA estos dos efectos pueden

provocar mutaciones en genes reguladores y provocar células cancerigenas.
29,37
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* 2-OH-E1, 2-OH-E2, 4-OH-E1, 4-OH-E2. Todos los metabolitos pueden ser
metabolizados vy liberar radicales libres que se unen directamente al ADN
provocando “huecos” en éste y en consecuencia mutaciones. Al 4-OH-E2 se le
considera mas carcinogénico ya que ademas de su efecto genotdxico, también
inhibe la metilacién por COMPT, aumenta los niveles del metabolito en el tejido,

y se une al receptor de estradiol, estimulando el crecimiento celular.?®

2/4-methoxy E2

ESTRADIOL

METABOLITOS INACTIVOS

'H " od®
1 } m
'
R

ORINA

EXPRESION GENETICA

CRECIMIENTO CELULAR

Figura 11. Metabolismo del estrégeno

Actualmente, es ya muy clara la evidencia de los mecanismos carcinogénicos del
estrégeno en los que se incluye los efectos epigenéticos como la estimulacion de
la proliferacion celular y los efectos genotdxicos producidos por los catecoles de
estrogeno. En dichos mecanismos estan involucrados los componentes

enzimaticos de la biosintesis y metabolismo del estrégeno. Es por ello que
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diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de buscar algunos
polimorfismos de los genes que codifican para las enzimas involucradas en la
biosintesis y metabolismo del estrogeno, asi como su relacién con algunas
patologias como el cancer de mama, reportando una asociacién o falta de ella

dependiendo del disefo del trabajo y del grupo étnico estudiado.

Algunos de las principales enzimas de la biosintesis y metabolismo del estrégeno,
se describen a continuacion.

COMT (COMPT)

La enzima que catalizaba la O-metilacién de las catecolaminas y otros catecoles
fue descrita a finales de los afos 50°s; esta enzima se le llamo6 catecol-O-
metiltransferasa (COMT; EC 2.1.1.6)."°

COMPT es una enzima intracelular que se presenta en forma soluble (S-COMT) y
membranal (MB-COMT), ambas se pueden encontrar en diferentes tejidos, pero la
forma predominante es S-COMPT (3:1).%°

La proteina de COMT esta formada por un solo dominio compuesto por 8 o-
hélices que se encuentran alrededor de una cadena B-plegada (Figura 12). El
sitio activo de la proteina esta formado por un dominio de unién S-adenosil-L-
metionina y el sitio catalitico.**’

La estructura genética de COMT involucra a un solo gen que codifica para las dos
isoformas. Este se localiza en el cromosoma 22g11.1 y esta formado por seis
exones.*

La expresion de COMT se regula por dos promotores que se encuentran en el
exon 3. El promotor 2 se localiza en la region 5° y regula la sintesis de un RNA
mensajero (MRNA) de 1.5 Kb, el cual codifica para MB-COMT y S-COMT. El
promotor 1 se encuentra localizado entre el codén de inicio (AUG) de S-COMT y
MB-COMT su activacién produce un transcrito de 1.3Kb que solo codifica para la
isoforma S-COMT (Figura 13 ).***4

COMT tiene un polimorfismo en la posicion 108 de guanina por adenina, lo que

provoca un cambio del aminoacido de valina a metionina. Este polimorfismo crea
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un sitio de restriccion para la enzima Nla lll, identificando asi 2 alelos, el COMT-H

y COMT-L.

Cadena a hélice (rojo)
cadena B plegada (azul) sitio
catalitico (linea tridimensional
con puntos)

Tomado de Bonifacio MJ*'

Figura 12. Estructura tridimensional de la proteina COMPT.
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Figura 13. Mapa genético de COMT

+814 +1082
TGA AATTAA
3
400 pb 4900 pb
Exén 5 Ex6n 6

. Exé6n no codificante

Ex6n codificante

Sonda COMPT

Intron

Tomado de Tenhunen J #

25



Este polimorfismo esta relacionada con la actividad enzimatica de COMT, teniendo
3 tipos de actividad: la baja (COMT- LL), la intermedia (COMT-HL), y la alta
(COMT-HH). Siendo COMT-LL la mas susceptible a cambios de temperatura.***°

COMT participa en el metabolismo de estrégenos, y su funcion radica en inactivar
los metabolitos del estrogeno (2-OH-E y 4-OH) por lo que se ha sugerido que una
disminucién de su actividad enzimatica se relaciona con un aumento de riesgo de
desarrollar cancer de mama. Asi el genotipo con mayor actividad enzimatica es el
COMT-H/H, con actividad intermedia COMT-H/L y baja actividad (mayor riesgo
para cancer) COMT-L/L.*"*® De hecho, se ha reportado menor actividad de
metilacion en la linea celular de cancer de mama con genotipo COMT-L/L al
comparase con una de genotipo COMT-H/H. Los genotipos de COMT con cancer
de mama han sido ampliamente relacionados, en mujeres coreanas se reportd que
aquellas que tuvieran al menos un alelo de baja actividad (COMT-L) tienen mas
riesgo de desarrollar cancer de mama cuando se les compara con las que tienen
el genotipo homocigoto COMT-H/H (RM=1.7, ICgs¢,= 1.04-2.78), confirmando asi,
que el genotipo con el COMT-L esta relacionado con el incremento en el riesgo de

4y sobre todo cuando estan en etapa post-

desarrollar cancer de mama
menopausica y con un indice de masa corporal mayor a 24.47 Kg/m2, pero con un
efecto contrario en mujeres pre-menopausicas, sugiriendo que COMT esta

también relacionado con las etapas reproductivas.’®*"

CYP17.

La enzima P450c17a. ( 17a- hidrolasa / 17-20 liasa), es una enzima microsomal en
la biosintesis de androgenos y estrogenos. Sus sustratos son la pregnonolona y
progesterona. Cataliza la formacién de pregnolona a androstenediona dentro del
ciclo de estradiol para producir estrogeno.

La proteina de CYP17 contiene un sitio de union al sustrato formado por un grupo
‘hemo”, el cual se encuentra rodeado por la cadena o hélice y las cadenas 4y 5
de la B-plegada (Figura 14 ).%?

El gen que codifica para esta enzima se encuentran en el cromosoma 10, y ocupa

6569pb el cual contiene ocho exones y siete intrones. Presenta un polimorfismo
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Grupo hemo (rojo).

(Proteina (amarillo)

Cadena a hélice a la izquierda del
grupo hemo, cadena f a la derecha
del grupo hemo).

Tomado de Auchus RJ **

Figura 14. Cristalografia de la enzima CYP17

de una sola base Timina / Citosina (T/C), identificando asi 2 alelos, el A1y el A2;
el primero de ellos, se considera como el “silvestre” y al A2 como la variante. La
transicion de T/C crea una secuencia de promotor tipo SP1, por lo que se sugiere
que el alelo A2 puede incrementar la expresidn enzimatica y sintesis de estradiol.
Hipotesis reforzada por encontrar altos niveles de estradiol circulantes en mujeres

con genotipo A2.

Los reportes entre el genotipo y la asociaciéon con cancer de mama, son variados,
pues mientras algunos estudios en poblacién multiétnica, se demostré en mujeres
portadoras del alelo A2 un incremento de riesgo de 2.5 veces mas, por otro lado,
se han reportado estudios de poblacion inglesa donde no encuentra asociacion
entre la enfermedad, edad de la menarca y el polimorfismo de CYP17, lo que
puede indicar que la diferencia étnica es un factor importante que se debe tomar
en cuenta en este tipo de estudios. Por otro lado, las mujeres con genotipo A1/A1
y menarca tardia tienen menor riesgo de desarrollar cancer de mama, sin
embargo, éste se incrementa con el uso de anticonceptivos orales y /o tener el
primer embarazo después de los 25 afos de edad, lo que sugiere que los alelos
de CYP 17 se encuentran relacionados con el cancer de mama y a la etapa

reproductiva.’®
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CYP1Al.

La aril hydrocarbon hydroxilasa es una enzima que pertenece a la superfamilia de
los citocromos P450. Las proteinas del citocromo P450 son monoxigenasas que
catalizan reacciones que incluyen al metabolismo de farmacos, sintesis del
colesterol, esteroides y otros lipidos. Esta proteina se localiza en el reticulo
endoplasmico y su activacion es inducida por la presencia de algunos
hidrocarburos aromatico poli ciclicos (PAH), algunos de los cuales se encuentran
en el humo de cigarro. El sustrato enddégeno de la enzima es desconocido, si
embargo es capaz de metabolizar algunos PHAs a carcinbgenos.

CYP1A1 cataliza la hidroxilacion de estradiol en el C-2, C-15a y C-16a en varios
tejidos extrahepaticos incluyendo células epiteliales.

Esta enzima es codificada por el gen P4501A1 (CYP1A1) localizado en el
cromosoma 15q 22-q24, con una longitud de 5810 pb, que incluye 7 exones y 6
intrones (Figura 15).>

Se han identificado cuatro variantes del gen: la “m1”, producida por un cambio de
Timina a Citocina en la posicion 6235 en la region 3" no codificante; la “m2”
resultante de un cambio de Adenina a Guanina en la posicién 4884 produciendo
el cambio de aminoacido de Isoleucina a Valina; el “m3” es el cambio de una
Timina por una Citosina en la posicion 5639 en la region 3" no codificante; y el
“‘m4” producido por un cambio de Citosina a Adenina en la posicion 4887
substituyendo a la Treonina por Asparagina. A nivel funcional, el genotipo m2
incrementa la actividad enzimatica, por lo que pudiesen tener implicaciones en la
produccidn de catecoles de estrégeno. %657

Los reportes de este gen y su impacto en el cancer de mama difieren dependiendo
del grupo étnico estudiado, como ejemplo de ello se encontré que el genotipo m1
No se asocia a cancer en mujeres caucasicas, pero si tiene impacto en mujeres
japonesas (RM=-; p=0.005, RM=3.0), Africo-Americanas, Europeo-Americanas
(RM=9.7; ICgs0,= 2.0-47.9) y Japonesas (RM=1.07; ICgs,= 0.64-1.78).%%°° Estos
resultados indican claramente que se debe analizar e identificar los alelos de
riesgo a cada poblacion antes de seleccionar a las mujeres que pueden ser

candidatas para quimio-prevencion.
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Figura 15. Localizacion del gen CYPA1

CYP 19 (Aromatasa)

La aromatasa es una enzima de la superfamilia de citocromos P450, denominado
citocromo P450 aromatasa y se localiza en el reticulo endoplasmico, su funcion es
la conversién de androstenediona a estrona y de testosterona a estradiol y asi,
finalizar la biosintesis de estrégeno a partir de colesterol. ElI complejo
cataliticamente activo esta compuesto por una aromatasa citdcromo P450
(P450arom), que se une al sustrato, y acoplada a ella una flavoproteina, la
adenina dinucledtido fosfato (NADPH)-citocromo, P450 reductasa (reductasa), que
facilita el flujo de electrones necesarios para la oxidacion del sustrato.®°

La enzima aromatasa P450, es codificada por el gen CYP19; el cual se localiza en
el cromosoma 15q921.2 tiene mas de 70 kb, y es el mas largo de la familia de los
P450 que participan en la esteroidogénesis. El gen esta constituido por 10 exones

separados por intrones de longitud variable (Figura 16), que dan lugar a un cDNA
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de 3,4 kb y codifican una proteina de 503 aa (pm 55 kDa). De estos exones del 2
al 10 se traducen de manera constante en 6rganos y tejidos como gonadas, tejido
adiposo, cerebro, lechos vasculares, hueso e higado fetal, sin embargo el exén 1,
sufre un proceso de organizacién conocido como splicing, al formar el RNAm. Este
reordenamiento, da origen a la formacién de transcritos derivados del exén 1, que
se expresan de forma tejido especifica; dichos transcritos se conocen como: 1a
especifico de placenta, 1b especifico de fibroblastos de piel, 1¢c especifico de

ovario y 1e especifico de prostata.®’2

Cromosoma 15
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Figura 16. Mapa del gen CYP19

El polimorfismo mas estudiado es el tetranucledtido repetido (TTTA). Se ha
reportado que las mujeres con el alelo de siete repeticiones, tienen menor
concentracion del radio estrona a androsteneidona asi como de estrona y estradiol

en plasma cuando se les compara con aquellas no portadoras de dicho alelo.
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La asociacion polimérfica de CYP19 con el cancer de mama se ha reportado en
mujeres portadoras del alelo de 12 repeticiones, alelos de ocho y diez
repeticiones. 3 Ademas se ha reportado que en mujeres premenopausicas con
cancer de mama portadoras del alelo de 7 o mas repeticiones tienen mayor
sobrevida a 8 afios, que aquellas que presentaron cancer en la postmenopausia.®
En la mayoria de los alelos no se ha podido establecer una relacion con la funcién
enzimatica; sin embargo, el analisis de su polimorfismo junto con otros
marcadores, es de utilidad para identificar a mujeres de alto riesgo y candidatas a

terapias preventiva.®

RECEPTOR DE ESTROGENO (ER).

De entre todo el complejo hormonal que influye en el cancer de mama, los
estrégenos son considerados a tener una participacion primordial en promover la
proliferacion tanto en células normales como células neoplasicas del epitelio de la
mama."’

Actualmente se reconocen dos tipos de accion del estrogeno (Figura 17), el
primero se conoce como via clasica o gendmica y el segundo como via no
gendmica.

En la via clasica, el estrogeno se difunde dentro de la célula y se une al receptor
de estrogeno (ER) que se encuentra en el nucleo, este complejo estrogeno/ER se
une directamente a la secuencia de DNA conocida como “elemento de respuesta
al estrogeno” (ERE) induciendo asi la sintesis de RNAm y proteinas. EI complejo
estrogeno/ER, también se une a la secuencia ERE de manera indirecta al unirse
con la proteina activadora 1 (AP1) y/o al promotor de los genes de ERE; esto
provoca el reclutamiento de proteinas co-reguladoras (activadoras y supresoras),
dando como resultado final el aumento o disminucién de la sintesis de DNA y
proteinas asociadas a las repuestas fisiolc’)gicas.66

La via no genomica incluye la participacion de ER en la membrana plasmatica y a
otras proteinas de unién que no son ER pero que tienen la capacidad de unirse a
éste. La union del estrégeno con estas proteinas aumenta los niveles de Ca, NO y

cinasas y por lo tanto induce la activacion celular.
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Figura 17. Sefiales de accidén del estrégeno.

Se han identificado varios tipos de ER, entre ellos, el alfa (ERa) y el beta (ERp).

El ERa se encuentra en células luminales epiteliales de las células cancerosas y
normales. La mayoria de los carcinomas mamarios son inicialmente positivos
para el receptor alfa, y su crecimiento puede ser estimulado por estrégenos e
inhibido por antiestrogenos. o7

El estudio de la participacion del ER beta en la etiologia y manejo clinico del
cancer de mama, han vertido resultados contradictorios y no concluyentes, razon
por la cual se sigue considerando al ER alfa como e mayor importancia clinica,
mientras aun continua en investigacion el ER beta®®

El gen de ER alfa se localiza en el cromosoma 6g25.1. y codifica para una
proteina de 595 aminodacidos con una estructura de 6 dominios.®
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Debido a la importancia y participacién del ER en el desarrollo del cancer de
mama, se ha estudiado su asociacion a nivel genético con la enfermedad,
logrando identificar un alelo “xx” presente 1.4 veces mas en pacientes que en
controles. En un estudio con 1459 casos y 1556 controles de poblacion oriental, se
encontré asociacién del polimorfismo “Pp” y “pp”, producido por la digestion con
Pvull, con el riesgo de desarrollar cancer de mama, confirmando asi, que el
polimorfismo genético del ER esta involucrado con la etiologia de la

enfermedad.’%""

En el presente proyecto, se eligieron los 5 genes reportados como los mas
relevantes y relacionados al cancer de mama, ademas que se conoce su funcion y
polimorfismo. Estos son: las metiltransferasas (COMT) encargadas de inactivar los
catecoles de estrogeno; las hidrolasas (CYP17, CYP1A1) formadoras de catecoles
de estrégeno precursores de metabolitos carcindgenos; el receptor de estrégeno
(ER) primordial inductor de sefiales intracelulares para la regulacion de la
biosintesis y metabolismo de estrogeno; y la aromatasa (CYP19) responsable de
la sintesis de estrona y del 173 estradiol que se produce a partir de

androstenediona y tetosterona.
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1l JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud publica mundial al ser la primera
causa de muerte por neoplasias malignas en mujeres y tener un comportamiento
disperso, ya que ataca a cualquier persona sin importar el nivel socioeconémico.
En 1994 eran 3026 las muertes anuales por cancer de mama, y para el afio 2008
se reportaron mas de 5,217 fallecimientos lo que representa un incremento del
72% en 14 afios.

En México a partir del afo 2006 paso de ser el segundo lugar al primer como
causa de muerte en la poblacion femenina. Actualmente, los métodos diagndsticos
tradicionalmente disponibles no han sido lo suficientemente sensibles o bien de
dificil acceso para la poblacion; como la exploracién clinica y autoexploracién cuya
principal limitacion es la identificacion del cancer mamario en estadios tempranos,
ademas de la destreza necesaria para su deteccion. Estos aun cuando han sido
recomendados ampliamente en varios paises, incluyendo Meéxico,
desafortunadamente no ha logrado impactar en las tasas de morbilidad y
mortalidad. Otros métodos se basan en la imagenologia, como son la ecografia,
tomografia, termografia, ultrasonido y mastografia, los cuales también tienen sus
limitaciones. Esta ultima se ha reportado con una sensibilidad de 85 a 90% en
mujeres mayores de 50 afos, especificidad del 30 a 40% en anomalias no
palpables (estadios 1 y 2 del cancer mamario), aumentando hasta el 85 a 90%
para tumores malignos clinicamente evidentes. Aunque su utilizacion como
método de tamiz en poblacidén abierta es controversial, su aplicacion sigue siendo
recomendada a nivel internacional.

Es una realidad que la mejor alternativa para disminuir y controlar este problema
de salud publica es la prevencion y deteccion temprana por lo que es imperante
contar con métodos alternativos que se puedan utilizar como pruebas de tamizaje
a todas las mujeres de cualquier edad; y asi identificar a las de alto riesgo,
permitiendo focalizar debidamente los recursos econdmicos, la planeacién de
prevencion y la atencién clinica, lo que conllevara a la disminucién de la incidencia

y mortalidad de mujeres en México por cancer de mama.
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Es ya reconocido en el ambito cientifico la participacion del propio estrégeno en la
carcinogénesis, tanto por la induccién de la proliferacién celular aumentando la
probabilidad de errores al azar, como por la formacion de catecoles de estrogeno y
derivados de quinonas que reaccionan con el DNA dando como resultado la
despurinizacion y asi el dafo genético. Por lo que se ha realizado la
caracterizacion genética de algunas enzimas esenciales en la formacién de
estrogeno y sus catecoles, como son las hidrolasas, aromatasas, y metilasas.
Algunos de estos genes han sido fuertemente asociados con el cancer de mama
en varios grupos étnicos como es el caso del COMT, sin embargo la asociacién de
otros genes (CYP1A1, CYP19) ha diferido entre algunas poblaciones, por lo que
vale la pena conocer el polimorfismo y asociacion de los genes estrogénicos y su
asociacién con el cancer de mama en la poblacién mexicana, cuyos resultados
podran ser incluidos para apoyar la prevencion.

Debido a la urgente necesidad del pais en contar con métodos alternativos
preventivos y de tamizaje, el presente proyecto, investigara el polimorfismo de
cinco genes involucrados en la sintesis y metabolismo de estrogeno (COMT,
CYP17, CYP1A1, CYP19, y receptor de estrégeno), en mujeres sanas y con
cancer de mama, cuyos resultados se aplicaran en la creacion de un modelo
mutigénico de identificacion de mujeres de alto riesgo. Cabe mencionar que la
metodologia molecular para esta prueba es sencilla y no se requieren equipos
caros y sofisticados, que se encuentran en la mayoria de los laboratorios
regionales que cubre al pais.

Los resultados de la presente investigacion aunados a las técnicas actuales,
fortalecera los programas de salud de la mujer, diminuyendo en un futuro la

incidencia de cancer de mama en México.
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IV PREGUNTA DE INVESTIGACION

Basandose en las diferencias genéticas entre mujeres sanas y enfermas con
cancer de mama. ¢Es posible obtener un “modelo” multigénico de alto riesgo a

desarrollar cancer de mama?

V HIPOTESIS

Existe asociacion significativa entre el polimorfismo de COMT, CYP17, CYP1A(1,

CYP19 y receptor de estrégeno con el cancer de mama.

VI OBJETIVO GENERAL

Generar un modelo multigénico de identificacion de riesgo al desarrollo del cancer

de mama

VIl OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar el polimorfismo de COMT, CYP1A1, CYP17, CYP19 y ER en
mujeres sanas y con cancer de mama estrogeno dependiente

e Comparar y asociar el perfil genético de las mujeres con los factores de
riesgo epidemiologicos incluyendo estilo de vida y exposicion a estrogenos
enddgenos y exdgenos.

e Establecer el modelo de riesgo genético y epidemioldgico
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VIl METODOLOGIA

ESTRATEGIA GENERAL

De acuerdo al calculo de tamafo de muestra, criterios de inclusidn y exclusion, se
obtuvieron 100 mujeres diagnosticadas con cancer de mama (grupo de los casos)
del Hospital Regional 1° de Octubre, y 100 mujeres sanas (grupo control). A cada
una de ellas se le aplicoé un cuestionario clinico/epidemioldgico y se les realizdé una
toma sanguinea de 5 mL. Al mismo tiempo se estandarizaron las condiciones
metodoldgicas para el analisis genético. De cada muestra sanguinea se obtuvo el
DNA y genaotipificaron los genes de COMT, CYP17, CYP1A1, y receptor de
estrégeno mediante PCR/RFLP; y CYP19 por electroforesis capilar. Los resultados
genéticos y epidemiologicos se analizaron para generar el modelo de riesgo
(Figura 17).

Mujeres sanas {8\ Mujeres con
>40 ANOS W \ cancer de mama
100 >40 ANOS D

100

SANGRE PERIFERICA DATOS EPIDEMIOLOGICOS
\ l EDAD DE MENARCA

ANTECEDENTES FAMILIARES
BTENCION DE DNA ESTILO DE VIDA

l

PCR-RFLP
COMPT
CYP 1A1
CYP17

_ ER ANALISIS DE RESULTADOS
CYP19

Figura 17. Estrategia general.
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DISENO

Estudio de casos y controles en poblacion femenina mexicana.

El grupo de los casos se obtuvieron del Hospital 1° de Octubre, y el de los
controles por invitacidén a mujeres sanas del mismo hospital y de la poblacién en

general.

UNIVERSO DEL ESTUDIO.

El tamafio de muestra de la poblacién, fue calculado con base en la formula para
casos y controles no pareados (Figura 18)"%, asumiendo un valor de confianza
(Za) de 95%; una precision (valor ZB) de 0.10; la frecuencia relativa de tener la
prueba positiva en los controles de la poblacién estudiada de 0.15 (po); para tener
un control por caso y la probabilidad de detectar de forma triplicada la asociacién
entre los casos de cancer de mama y el analisis genético (R=3). Es asi que se
requirio de la participacion en el estudio de un total de 200 mujeres (100 casos y
100 controles) para alcanzar un nivel de significancia estadistica en analisis

bivariado y estratificado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Previo a la inclusion en el estudio, las mujeres fueron debidamente informadas
sobre los objetivos, beneficios y posibles incomodidades que conllevaba su
participacion en este estudio, posteriormente se les solicitdé su consentimiento libre
y voluntario para participar en el mismo.

El consentimiento informado de las participantes incluy6 su firma, la firma del

investigador, asi como la de dos testigos (Apéndice 2).

CRITERIOS DE INCLUSION
Casos:
e Mujeres mayores de 40 afos
e Tumoracién mamaria confirmada por biopsia.

e Firma de consentimiento para participar en la presente investigacion.
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[ 261298 +Zpl pg+pa )’

(pr-po)

n= Tamafio de muestra
Zo= 1.96 que equivale a una probabilidad de error tipo alfa de 5%.

ZB = 1.28 que equivale a una probabilidad de error tipo beta del 10%.
p= "2 (P1 +Po)

P1= Po R/ 1+po (R-1)

q+= 1-p4

po= Fecuencia relativa esperada

Qo= 1-po

R= Razén de momios esperada de la asociacion.

Figura 18. Formula para obtener la “n” en estudios casos-controles.

Controles:

Mujeres mayores de 40 afos.

Ausencia de tumoracién mamaria confirmada por mastografia (BIRADS 1/2)
No tener ninguna otra neoplasia.

No tener ningun familiar de primer grado con cancer de mama

Firma de consentimiento para participar en la presente investigacion.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres menores de 40 afios
Mujeres embarazadas.
Mujeres en periodo de lactancia.

Diagnéstico de otros canceres.
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CRITERIOS DE ELIMINACION.
e Mujeres que no desean continuar participando en el estudio.
e Mujeres que durante el curso del estudio presenten alguna condicion
enlistada como criterio de exclusion.
e Mujeres que no hayan querido otorgar informacion completa.
e Mujeres del grupo control que durante el curso del estudio presenten cancer

de mama o alguna otra neoplasia.

OBTENCION DE INFORMACION

Cuestionario demografico, clinico v epidemioldgico.

Para la obtencion de informacién demografica, epidemioldgica y clinica, se aplico
un cuestionario a ambos grupos. Esta incluyo 7 rubros’: datos generales, historia
reproductiva (edad de la menarca, de la menopausia, numero de embarazos,
namero de hijos, lactancia y uso de hormonales), estilo de vida (tipo de
alimentacion, actividades fisicas, tabaquismo, alcoholismo), antecedentes
familiares y personales de la enfermedad, examen fisico, reporte de la mastografia
y finalmente, solo para los casos, la descripcion del padecimiento incluyendo el

diagndstico y descripcion de la biopsia entre otros datos clinicos (Apéndice 3).

ANALISIS GENETICO.

Extraccion de DNA.

El DNA se extrajo por el método de columna de acuerdo a las instrucciones de la
casa comercial (Quiagen, QlAamp DNA blood, midi kit) (Apéndice 4). En resumen,
a 2 mL de sangre se incuban con la solucion “ER” para lisar los eritrocitos, las
células obtenidas después de la lisis son incubadas en proteinasa K (200ug/uL).
Posteriormente se agrega volumen/volumen de etanol absoluto, este
homogeneizado se pasa a través de la columna, se realizan dos lavados con las
soluciones “AW1” y “AW2”. Finalmente se coloca la soluciéon de elusién en la

columna y por centrifugacion se obtiene el DNA.
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PCR-RFLP

El analisis de COMPT, CYP17, CYP1Al y receptor de estrogeno fue mediante
PCR-RFLP. Los iniciadores se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Secuencia de los iniciadores para COMPT,CYP17, CYP1A1lml1,
CYP1A1m2, CYP19y ER

NOMBRE SECUENCIA REFERENCIA

COMPT-A TCGTGG ACG CCG TGA TTC AGG 74
COMPT-B  AGG TCT GAC AAC GGG TCA GGC

CYP17-A CAT TCG CAC TCT GGA GTC 75
CYP17-B AGG CTCTTG GGG TAC TTG

CYPm1A TAGGAGTCT TGT CTC ATG CCT 55
CYPm1B CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT

CYPm2A  GAACTGCCACTTCAGCTGTCT 56
CYPm2 B GAA AGA CCT CCC AGC GGTCA

CYP19 A GCA GGT ACTTAG TTA GCT AC 76
CYP19 B TTA CAG TGA GCC AAG GTC GT

ER-A CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTC CTATTC TCC 71
ER-B TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG TCG ATT ATC TGA

41



COMPT . Las condiciones de amplificacién para este gen se muestran en el
cuadro 6. El producto de amplificacion es de 217 pb, su digestion se realizo con
7U de la enzima Nla Ill. Los fragmentos de cada digestion se analizaron en un gel
de agarosa al 3%. La designacion de alelos es de acuerdo al peso molecular
obtenido, asi, los fragmentos de 136 pb /81pb corresponde al genotipo “H”, y los

de 96pb /81pb, corresponden al genotipo “L”.

CYP1A1. Para CYP1Al se utilizaron dos juegos de iniciadores (cuadro 5), uno
para el polimorfismo ml y otro para el m2. Las condiciones de amplificacién para
ambos se muestran en el cuadro 6.

El producto de amplificacién de m1 es de 340 pb, su digestion fue con la enzima
Msp1. Los productos de la PCR/RFLP se analizaron en un gel de agarosa al 3% o
de acrilamida al 5%. EIl fragmento de 340pb corresponde al alelo “M1” y los de
200 pb y 140 pb corresponden al “M2”.

El producto de amplificacion de m2 es de 187 pb, su digestidon fue con la enzima
Hincll. Los productos de la PCR/RFLP se analizaron en un gel de agarosa al 3% o
de acrilamida al 5%. La digestion produce 2 fragmentos de 139pb y 48 pb para el
genotipo “ILE” , y dos fragmentos de 120 pb y 48 pb para el genotipo “Val” .

CYP 17. La amplificacion de la region 5" de CYP17 da un producto de 459pb
(Cuadro 7), este fue digerido con 5U de la enzima MspA1. Los fragmentos
obtenidos del PCR/RFLP se analizaron en un gel de agarosa al 3%.

El fragmento de 459pb corresponde al genotipo “A1” y los fragmentos de 335 y
124 pb al “A2”."

ER. El PCR para este gen se realiz6é con los iniciadores presentados en el cuadro
5, bajo las condiciones presentadas en el cuadro 6 y 7. El producto de la
amplificacion es de 1.3 Kb. Su analisis se realizd con dos digestiones por
separado con las enzimas de restriccion Pvull y Xbal. Los fragmentos de ambas

digestiones fueron analizados mediante el corrimiento electroforético en un gel de
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Cuadro 6. Condiciones de amplificacion para COMT, CYIP1A1m1,
CYP1A1m2.

NOMBRE COMPT CYP1A1m1 CYP1A1m2

°C TIEMPO °C TIEMPO °C TIEMPO
DESNATURALIZACION 94 30seqg 94 45seg 94 45seg

ALINEACION 65 30seg 55 45seg 58 45seg
EXTENSION 72 90seg 72 90seg 72 90seg
CICLOS 30 35 35
EXTENSION FINAL 7min 7 min 7min
PESO MOLECULAR 217 pb 340 pb 187 pb
ENZIMA DE DIGESTION Nlalll Msp1l Hincll

Cuadro 7. Condiciones de amplificacion para CYP17, CYP19y ER.

CYP17 CYP19 ER
°C TIEMPO °C TIEMPO °C TIEMPO

DESNATURALIZACION 94 30seqg 94 45seg 94 45seg
ALINEACION 60 60seg 55  45seg 60  45seg
EXTENSION 72 60seg 72 90seg 72 90seg
CICLOS 30 35 35
EXTENSION FINAL 7min 7 min 7min
PESO MOLECULAR 459 pb 175 pb 1.3Kb
ENZIMA DE DIGESTION MspAl - Pvull/ Xbal
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agarosa al 1.8%. De acuerdo a los productos de digestién se designa el genotipo,
PP y XX significa la ausencia del sitio de restriccion, y da un fragmento de 1.3Kb,
los sitios de restriccion en los dos alelos con Pvull da dos fragmentos (850pb y
450 pb) correspondientes al genotipo “pp”. El genotipo “xx” por la digestiéon con
Xbal produce dos fragmentos (900 pb y 400 pb).

PCR

CYP19. El estudio de las secuencias de tetranucleétidos repetidas de CYP19,
se realiz6 mediante PCR cuyos iniciadores y condiciones de amplificacion se
muestran en el cuadro 5 y 7, respectivamente. El producto de amplificaciéon
(175pb) se analizé mediante electroforesis capilar. Los alelos se asignaron de
acuerdo al peso molecular obtenido. En el cuadro 8 se muestra el peso molecular

de cada alelo y el nimero de repeticiones del tetranucleétido al que corresponde.’

Cuadro 8. Alelos de CYP19 tetranucle6tido

Alelo Repeticion Pares de bases
Al [TTTA],-TCT 168
A2 [TTTA]+TCT 171
A3 [TTTA]s 175
A4 [TTTA]o 179
A5 [TTTALo 183
A6 [TTTA]14 187
A7 [TTTA]12 191
A8 [TTTA]3 195

Tomado de Baxter SW "®
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ANALISIS ESTADISTICO

Se obtuvieron las frecuencias genéticas y se analizé el desequilibrio de enlace de
Hardy-Weinberg por Ji cuadrada.

Se realizd un analisis descriptivo univariado de las variables de estudio estimando
las proporciones entre casos y controles; posteriormente se efectué un analisis
bivariado estimando la razén de momios (RM), y sus intervalos de confianza (IC),
asi como la significancia estadistica aplicando la formula de Ji cuadrada de Mantel
/Haenzel "’y con correccidn de Yates.

El analisis entre los genotipos y los factores epidemioldgicos de riesgo, se realizd
por analisis estratificado estimando la RM, IC y la significancia estadistica
mediante la Ji cuadrada de Mantel y Haenzel. El analisis multigénico se realizo

mediante regresion logistica en el programa STATA 8.0 y por SPSS version 15.

IX RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 200 mujeres, 100 pacientes con
cancer de mama (grupo de casos) y 100 mujeres sanas (grupo de controles). Sin
embargo, para el analisis estadistico se eliminaron aquellos pacientes cuya
muestra de DNA no fue suficiente para lograr el analisis de los 5 genes. Por esta
razon, el andlisis estadistico se realiz6 con 91 casos y 94 controles. Las
caracteristicas epidemiolégicas de cada grupo se muestran en la tabla 1.

El 95.6% de los casos tuvieron diagnodstico de cancer de mama ductal invasivo,
3.3 % lobular invasivo y 1.1% mixto. La edad media de los casos fue de 56.6 afios,
para los controles fue de 50 afios.

Se encontré diferencia estadisticamente significativa entre en el grupo de mas de
60 afos, en el nivel educacional y la menopausia. No se encontré diferencia
significativa entre los parametros, numero de hijos, edad del primer embarazo, uso

de anticonceptivos, de estrogenos, y de tabaco.
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TABLA 1. Caracteristicas epidemioldgicas del grupo de casos y controles.

Edad

40-45
46-50
51-55
56 — 60
>60

Nivel educativo

Hasta secundaria
Preparatoria 0 mas

Edad de la menarca

< 13
>13
Menopausia

Premenopausia

Postmenopausia
Embarazos

Nulipara

1

2

3

>3

Edad al primer
embarazo a termino
Nulipara

14-19

20-25

26-30

> 30

Uso de anticonceptivos

Nunca
Al menos 1 mes

Uso de estrégenos
Nunca

<24 meses

>24 meses
Tabaguismo

Nunca
<5 afos

>5 afos

Diagnéstico

Ductal
Lobular
Mixto

*Valor de referencia
**Correccion Yates

Casos n (%)

15 (16.5)
11 (12.1)
16 (17.6)
20 (22.0)
29 (31.9)

35 (38.5)
56 (61.5)

65 (49.2)
26 (49.1)

27 (29.7)
64 (70.3)

10 (11.0)
11 (12.0)
14 (15.4)
28 (30.8)
28 (30.8)

10 (11.0)
22 (24.1)
26 (28.6)
23 (25.3)
10 (11.0)

46 (50.5 )
45 (49.5)

72 (79.0)
15 (16.5)

4 (4.5)

63 (69.2)
24 (26.4)
4 (4.4)

87 (95.6)
3(3.3)
1(1.1)

Controles n (%)

22 (23.4)
32 (34.0)
14 (14.9)
14 (14.9)
12 (12.8)

9 (9.6)
85 (90.4)

67 (50.8)
27 (50.9)

44 (46.8)
50 (53.2)

15 (16.0)
11 (11.7)
21(22.3)
27 (28.7)
20 (21.3)

15 (16.0)
23 (24.5)
24 (25.5)
25 (26.6)
7(7.4)

42 (44.7)
52 (55.3)

71 (75.5)
13 (13.8)

10 (10.7)

58 (61.7)
25 (26.6)

11 (11.7)

RM(95%)

1.0*
0.50 (0.17-1.44)
1.68 (0.57-4.99)
2.10 (0.73-6.05)

3.54 (1.26-10.18)

5.90 (2.49-14.38)

1.0*

1.01 (0.51-2.0)
1.0*

0.48 (0.25-0.92)

1.0*

0.48 (0.16-1.42)

0.71 (0.23-2.21)

0.48 (0.18-1.27)

0.74 (0.31-1.74)
Lo

Lo

1.13 (0.47-2.75)
0.96 (0.39-2.35)
1.49 (0.42-5.36)

Lo
0.79 (0.43-1.47)

1.0*
1.14 (0.47-2.76)

0.39 (0.10-1.46)

1.0*
0.88 (0.43-1.81)

0.33 (0.08-1.23

P’l-*

0.23

0.42

0.19
0.014

0.88

0.024

0.21
0.69
0.15
0.57

0.92
0.90
0.67

0.51

0.91

0.20

0.84

0.11
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ANALISIS GENETICO

COMPT

En la figura 19 se muestran los tres diferentes genotipos de COMPT, obtenidos
de 3 sujetos sanos. En base a estos genotipos se analizd la frecuencia del
polimorfismo de COMPT la cual fue muy similar entre el grupo de los casos y los
controles. La frecuencia para el grupo control fue de 40.4 % para H/H, seguida de
44.6 % y 15 % para H/L y L/L respectivamente. La frecuencia para los pacientes
con cancer de mama fue de 40.7 % para H/H, y del 46.1 % y 13.2 % en H/L y L/L

respectivamente (Tabla 2). No hubo diferencia significativa entre los grupos.

Figura 19. Designacion de alelos para el gen COMT de acuerdo al producto de la
digestién del PCR . Carril 1, peso molecular; carril 2, genotipo H/H; carril 3, genotipo
H/L; carril 4, genotipo L/L.

CYP17

En la figura 20 se muestran los tres diferentes genotipos de CYP17, obtenidos de
3 sujetos sanos. Con respecto a la frecuencia del gen CYP17, no encontramos
diferencias significativas entre los grupos de los casos y los controles. Las

frecuencias en los controles para el genotipo “A1/A1”,“A1/A2” y “A2/A2” son de
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39%, 46% y 15% respectivamente. Para los casos reportamos las frecuencias de

32%, 60% y 8% para los mismos genotipos (Tabla 2).

TABLA 2. Frecuencia de genotipos de COMT, CYP17 y CYP1A1lm1, entre el

grupo de casos y controles

COMT

Casos Controles RM (ICgsq ) p
n (%) n (%)
H/H 37 (40.7) 38 (40.4) 1* NS
H/L 42 (46.1) 42 (44.6) 1.00 (0.55-1.83) NS
L/L 12 (13.2) 14 (15.0) 0.89 (0.39-2.25) NS
Casos Controles RM (ICgs¢ ) p
n (%) n (%)
A1/A1 35 (39) 33 (32) 1* NS
A1/A2 42 (46) 52 (60) 0.6 (0.35-1.2) NS
A2/A2 13 (15) 9(8) 1.4(0.59-3.38) NS
Casos Controles RM (ICgs¢ ) p
n (%) n (%)
m1/m1 21(23.0) 35 (37) 1* 1
m1/m2 51 (56.0) 50 (53) 1.12 (0.61-2.04) 0.70
m2/m2 19 (21.0) 9 (10) 2.52 (1.04-6.08) 0.04
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A1/A1 A1/A2 A2/A2

459pb )
335pb —)

124pb —>

Figura 20. Designacion de alelos para el gen CYP17 de acuerdo al producto de la
digestién del PCR . Carril 1, peso molecular; carril 2, genotipo A1/A1; carril 3, genotipo
A1/A2; carril 4, genotipo A2/A2.

CYP1A1m1

En la figura 21 se muestran los tres diferentes genotipos del gen CYP1A1mi1,
obtenidos de 3 sujetos sanos. Con respecto a la frecuencia genética se encontrd
que los controles para el genotipo “m1/m1”,*“m1/m2” y “m2/m2” de 37 %, 53 % vy
10% respectivamente. Para los casos reportamos las frecuencias de 23 %, 56% y
21 % para los mismos genotipos. Para el genotipo CYP1ATm2/m2 hay una
diferencia significativa p=0.04 (RM=2.52; IC95= 1.04-6.08) (Tabla 2).

M1/M1 M1/M2 M2/M2

340pb

200 pb '
1a0pp

Figura 21. Designacion de alelos para el gen CYP1A1 m1 de acuerdo al producto
de la digestion del PCR . Carril 1, peso molecular; carril 2, genotipo m1/m1; carril 3,
genotipo m1/m2; carril 4, genotipo m2/m2
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CYP1AIm2

En la figura 22 se muestran los tres diferentes genotipos del gen CYP1A1m2,
obtenidos de 3 sujetos sanos. Con respecto a la frecuencia de este gen no
encontramos diferencias significativas entre los grupos de los casos y los
controles. Encontrando frecuencias en los casos para el genotipo “ile/ile, ile/val,
val/val” de 32 %, 53 % y 15 % respectivamente. Para los controles reportamos las

frecuencias de 40 %, 43.6 y 16 % para los mismos genotipos (Tabla 3).

ILEALE ILE'VAL VALNVAL

48 pb

Figura 22 Designacion de alelos para el gen CYP1A1 m2 de acuerdo al producto
de la digestion del PCR..

ER

En la figura 23 se muestran los tres diferentes genotipos del gen ER obtenidos con
Pwvull y Xbal, de 3 sujetos sanos. Con respecto a la frecuencia de este gen no
encontramos diferencias significativas entre los grupos. La mayor frecuencia
encontrada tanto en los casos como en los controles fue en “X1/X2” (69% vs
70%)y “P1/P2” (51 % vs 48%), seguidos por “P2/P2” (38% vs 43%)y “X1/X1”
(20% vs 18%). Los menos frecuentes fueron “P1/P1” (11% vs 8%) y “X2/X2” (11%

vs 12%) respectivamente (Tabla 3).
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TABLA 3. Frecuencia de genotipos de CYP1A1m2, ER/Pvull y ER/Xbal entre

el grupo de casos y controles.

Casos Controles RM 95% ClI P
n (%) n (%)

llelile 29 (32.0) 38 (40) 1* 1

lle/val 48 (53) 41 (44) 1.12 0.61-2.04 0.70

val/val 14 (15) 15 (16) 0.86 0.38-1.95 NS
Casos Controles RM 95% ClI P
n (%) n (%)

P1/P1 10 (11) 8 (9) 1* 1

P1/P2 46 (51) 45 (48) 0.92 0.40-4.25 NS

P2/P2 35 (38) 41 (43) 0.80 0.41-2.38 NS
Casos Controles RM 95% ClI P
n (%) n (%)

X1/X1 18 (20) 16 (18) 1* 1

X1/X2 63 (69) 66 (70) 0.83 1.33-5.50 NS

X2/X2 10(11) 12 (12) 0.97 0.35-4.32 NS

CYP19

En la figura 24 se muestra un ejemplo de la electroforesis capilar de una paciente
que presento un pico de 171p y uno de 187pb, estos corresponden al genotipo A2
y A6 respectivamente. Con respecto a la frecuencia del gen CYP19, los genotipos
mas frecuentes en el grupo de los casos fueron: A1/A2 (38%), A1/A1 (16%) vy
A1/A6 (16%). Para el grupo de los controles fueron: A1/A1 ( 24%), A1/A6 (23%) y
A1/A2 (21%). EIl analisis estadistico mostro un riesgo de 2.03 para el genotipo
A1/A2 (RM= 2.03, I1Cg5%=0.96-4.26; p= 0.05) (Tabla 4).



a) ER/Pvull

pp Pp PP

1.3 Kb —>
850 pb — |

450 pb __,

b) ER/Xba |
xx Xx XX

13Kb —»
900 pb =

400pb —>

Figura 23. Designacion de alelos para el gen ER de acuerdo al producto de la
digestion del PCR con Pvull (a) y Xba | (b).
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Figura 24. Andlisis del Gen CYP19. El corrimiento muestra dos picos de 171 pby
187 pb. Estos corresponde al alelo “A2” y “A6”.

MODELO MULTIGENICO

Para la creacién del modelo de riesgo se realizé un analisis estratificado y por
regresion logistica para cada gen con cada uno de los factores epidemioldgicos
de riesgo. Asi como la evaluacion de modificacion de riesgo con las posibles
combinaciones genéticas de COMT/CYP17/CYP1ATm1/CYP1ATm2/

ERPvull/ERXbal.

La unica estratificacion significativa entre los factores epidemioldgicos y los genes,
fue la menopausia y el genotipo CYP1Am2/m2, donde se encontré un riesgo de
3.38 (p=0.041) en aquellas mujeres postmenopausicas portadoras del genotipo
CYP1A1 m2/m2 (Tabla 5), mismo genotipo que en el analisis bivariado presento
un riesgo de 2.52.

Para evaluar los efectos de las diferentes combinaciones genéticas se tomé como
base a aquellas mujeres portadoras del genotipo susceptible (CYP1A1 m2/m2). La

combinaciones genéticas que fueron significativas fueron aquellas con los
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TABLA 4. Frecuencia de genotipos de CYP19 entre el grupo de casos y

controles.

CYP19

Casos Controles RM 95% ClI P

n (%) n (%)
Al/Al 13 (14) 18 (19) 0.61 0.27-1.37 NS
A1/A2 38 (42) 21 (22) 2.03 0.96-426 0.05
A1/A3 4 (4) 3(3) 422 0.46-38.6 NS
A1l/A5 0 3(3) NS NS NS
Al/A6 11 (12) 17 (19) 0.66 0.29-1.49 NS
Al/A7 2(2) 4 (4) 2.05 0.18-23.1 NS
A2/A2 4 (4) 8 (9) 0.23 0.04-1.12 NS
A2/A3 2(2) 3(3) 0.66 0.10-4.06 NS
A3/A6 0 1(1) NS NS NS
A3/A7 0 2(2) NS NS NS
A5/A6 1(1) 0 NS NS NS
AB6/A6 4 (4) 4 (4) 2.08 0.36-11.7 NS
A2/A6 11 (12) 10 (11) 1.30 04-34 NS
A2/A5 1(1) 0 NS NS NS
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genotipos de CYP1A1 ilelile, ile/val y vallval, siendo esta ultimo con el mayor
riesgo (RM= 3.4; ICgs9,= 1.2-9.5, p=0.016) (Tabla 6).

Las combinaciones de CYP1A1 m2/m2 con el resto de los genes (hasta 3 genes)
mostraron un riesgo de 2.5 hasta 3.4. Como se observa en la 7 donde se observa
la combinacion de CYPm2/m2 con los 3 diferentes genotipos de CYP1ATm2 y los
3 diferentes genotipos de CYP17. Asi mismo, la combinacion CYP1A1 m2/m2 /
CYP1A1 val/val con el resto de los genes no altera el riesgo de 3.4.

La combinacion de CYP1A1 m2/m2 con 3 o0 mas genes no mostro ninguna

diferencia significativa entre los casos y los controles.
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TABLA 5. Asociacion del gen CYP1A1 con el cancer de mama, estratificado por la menopausia.

Premenopausia Postmenopausia

p** Casos Controles RM (95 % IC) **

Casos Controles RM (95 % IC)

CYP1A1

(2455 GG)
m1/m1l 8 15 1.0* 13 20 1.0*
m1/m2 15 24 117 (0.35-3.93)  0.98 36 26 2.13 (0.83-5.53)
m2/m2 4 5 1.50 (0.24-9.43)  0.45** 15 4 3.38(1.05-10.87)

P

0.12
0.041***
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Tabla 6. Combinacion de CYP1A1 (2455 GG) (m2/m2) con CYP1A1m2 (4889

A >G).

CYP1A1m?2

(4889 A >G)
ile/ile
ile/val

val/val

TOTAL

CYP1A1m1

m2/m2
(2455 GG)

Casos

n (%)

2 (10)
10 (53)
7 (37)

19

N =0

Controles RM
n (%)

2.6
2.7
3.4

95% CI

1.0-6.4
1.1-6.7
1.2-9.3

0.042
0.027
0.017

Tabla 7. Combinacion de CYP1A1 (2455 GC) m2/m2 con CYP1A1l (4889 A>G)

y CYP17

CYP1A1m1 CYP1Alm2 CYP17 RM P

(2455 G>C) (4889 A >G)
m2/m2 ile/ile A1/A1 2.5 0.040 1-7.5
m2/m2 ile/ile A1/A2 2.5 0.039 1-6.6
m2/m2 ile/ile A2/A2 2.5 0.042 1-6.4
m2/m2 ile/val A1/A1 2.8 0.025 1.1-7.0
m2/m2 ile/val A1/A2 2.8 0.026 1.1-7.0
m2/m2 ile/val A2/A2 2.7 0.027 1.1-6.7
m2/m2 val/val A1/A1 3.4 0.016 1.2-95
m2/m2 val/val A1/A2 3.3 0.016 1.2-9.5
m2/m2 val/val A2/A2 3.3 0.016 1.2-95
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X DISCUSION

El cancer de mama es la primer causa de mortalidad femenina a nivel mundial. En
México mueren 14 mujeres diariamente por este padecimiento, por lo que se
coloca como la primer causa de muerte en mujeres.’®

El desarrollo del cancer depende de varios factores siendo una de las principales
causas las condiciones endocrinas moduladas por las funciones del ovario, como
son la edad de la menarca, la edad de la menopausia, y el numero de embarazos.
A pesar de los grandes avances en este tema, aun no se conoce la hormona o
combinacion de hormonas responsables de la iniciacion del proceso
cancerl’geno.70 En este contexto, al menos tres mecanismos se han considerado
como responsables de la carcinogénesis del estrogeno, el primero y mas
reconocido, es la actividad hormonal mediada por la uniéon estrégeno/receptor, a
esta se le relaciona con la estimulacion de la proliferaciéon celular lo que aumenta
las posibilidades de dafio genético y por ende un proceso carcinogénico.” & El
segundo mecanismo es la activacién y/o produccién de metabolitos “dafiinos”
liberados por diversas enzimas de la familia del citocromo P-450, estos
metabolitos producen efectos genotdxicos directos y aumentan la probabilidad de
mutaciones en el DNA; y el tercero, comprende a las enzimas y mecanismos de
reparacion del DNA 8" 828

Con el objetivo de construir un modelo de riesgo de desarrollo de cancer de mama

en mujeres mexicanas, en el presente estudio, bajo un disefio de casos y

controles, analizamos los factores epidemioldgicos y el polimorfismo de 5 genes
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(COMT, CYP17, CYP1A1, ER y CYP19) involucrados en la sintesis y metabolismo
de estrogeno y su asociacion con el cancer de mama.

Con relacion a los factores epidemiologicos, durante varios afos, se han
establecido los factores epidemiolégicos de riesgo para cancer de mama, entre
ellos se encuentran principalmente la edad, la edad de la menarca, edad de la
menopausia, numero de hijos uso de anticonceptivos entre otros. Sin embargo, en
el presente estudio solo el nivel educacional, la edad, y la menopausia, fueron los
factores asociados con el cancer de mama. Con respecto al nivel educacional,
las mujeres pertenecientes al grupo de los casos tuvieron menor nivel educativo
que aquellas del grupo control, al respecto, creemos que aquellas mujeres con
mayor nivel educativo tienen mas acceso a la informacién y por ende genera
conciencia de lo que implica la prevenciéon de enfermedades, realizandose asi
revisiones periddicas. Esta hipdtesis solo se podria confirmar realizando un
estudio especifico para ello, como podria ser el de “conocimiento, practicas y
actitudes en la poblacion.

En cuanto a la asociacion de riesgo con la edad y la menopausia, sugerimos que
pueda deberse simplemente por el tiempo de exposicidbn a los estrogenos y
catecoles de estrégeno endogenos. Esta relacién debe ser analizada con estudios
que consideren un tamafno de muestra mayor que el presente.

La enzima COMT tiene una funcioén primordial en la carcinogénesis del estrogeno,
pues esta enzima es la que directamente se encarga de inactivar los catecoles de
estrégeno, evitando asi tanto el dano directo al DNA como la formacion de
radicales dafinos para el mismo. Se sabe que la enzima codificada por COMT-L

trasporta de 2 a 3 veces menos methoxiestrogeno y por su termoestabilidad es de
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4 a 5 veces menos efectiva en la metilacion de catecoles, cuando se le compara
con COMPT-H.2* ® Por estas razones, se ha sugerido que el polimorfismo de
COMT podria estar involucrado con el riesgo a desarrollar cancer de mama. En
nuestro estudio, no encontramos asociacion significativa entre los genotipos de
COMT vy el cancer de mama cuando se tomaron todos los casos y controles
juntos, o cuando se estratificaron con los factores de riesgo epidemioldgicos.
Resultados similares se reportaron en mujeres japonesas donde no hay

6

asociacion entre el genotipo de COMPT y la edad de la menarca,®® al igual que en

estudio realizado en poblacion Finlandesa, que tampoco reportan riesgos

significativos entre genotipos.51

Sin embargo, en este grupo poblacional, se
presenta un alto riesgo (4.02) en mujeres que utilizaron estrégenos por mas de 30
meses y con un genotipo L/L. En algunos reportes en mujeres premenopausicas

se encontré una RM menor a la unidad, ninguna de ellas fue significativa.*® % 8

8 asi mismo, hay investigaciones que observan una RM mayor a uno,®® 8’ 88 &
solo un estudio significativo cuando se comparo COMT-LL con COMT-HH . % De
manera interesante, se encontré6 que COMT-LL en mujeres premenopausicas
tienen niveles mas altos de progesterona y bajo nivel de densidad de la mama por
lo que se sugiere a este alelo como riesgo reducido, pero solo en mujeres
premenopausicas.””

Por otro lado, en mujeres provenientes de Ontario y Finlandia, no se observé
ninguna asociacion del polimorfismo de COMPT con el cancer de mama, pero
cuando se realiz6 el andlisis junto con el gen CCNDI (gen de transcripcion), se

encontré una asociacién de 2.2 veces mas de riesgo para las mujeres portadoras

de COMPT H-H / CCNDI (AA).%°
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Cabe mencionar que las frecuencias genotipicas que encontramos en las mujeres
mexicanas de ambos grupos (casos y controles), difieren en aquellas reportadas
en otras razas, un ejemplo de ello es con las finlandesas quienes presentan una
frecuencia del 23% para el genotipo H/H, 49.5% para el H/L, y de 26.6% para el
L/L °' mientras que nosotros reportamos una frecuencia para los mismos
genotipos de 39%, 47% y 13% respectivamente. En las finlandesas se presenta el
L/L en casi el doble de frecuencia que en México 14% vs 26.6% en casos y 15%
vs 29.8% en controles). Estos hallazgos confirman la importancia de no inferir
resultados de otros paises al nuestro, pues cada poblacién tiene caracteristicas
diferentes.

Dentro de la sintesis del estrogeno, la enzima CYP17 esta involucrada en la
hidroxilacion de pregnolona y progesterona, las cuales son metabolizadas a
dehidroepiandrosterona y androstenediona, forma precursora del estradiol.  La
asociacion de las variables del gen de CYP17 y el riesgo a desarrollar cancer de
mama se reportd a finales de los 90°s* en un estudio de casos y controles en
mujeres Afro-Americanas y Latinas, donde se observé un incremento de riesgo de
2.5 en aquellas mujeres quienes portaban el alelo A2. Este hallazgo llevo a
realizar otros estudios donde se fortalecia la participaciéon de este alelo con el
riesgo a desarrollar cancer de mama. %393 Otros han encontrado asociacion solo
entre grupos especificos de mujeres, como en aquellas mayores de 55 anos y
mujeres premenopausicas.” En nuestro estudio no encontramos diferencias
significativas entre los genotipos de CYP17 y el cancer de mama cuando se
tomaron todos los casos y controles juntos, o cuando se estratificaron con los

factores de riesgo epidemiolégicos. Esto concuerda con lo reportado en dos
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estudios, en el primero se analizaron 711 mujeres noruegas (510 casos y 201
controles) y en el segundo 3046 mujeres Suizas (1544 casos y 1502 controles), en

ninguno reportan diferencias significativas., %

ni aun cuando se estratificaron por
edad y grado de metastasis.* Los resultados contradictorios de todos los estudios,
incluyendo el nuestro, se pueden deber a varias razones, una de ellas es la
heterogeneicidad por etnicidad y por diferencia en tamafio de la muestra, aun
cuando en los estudios con mayor numero de poblacibn no se reportan
diferencias.®%"*8 Estos resultados contradictorios orientan para estudiar otras
variantes del gen CYP17 antes de concluir que este gen no tiene importancia en
la etiologia del cancer de mama.

El gen CYP1A1 codifica para la enzima aril hidrocarbono hidrolasa, involucrada en
la hidroxilacion del estrogeno y produccion de los catecoles de estrogeno,
(potentes agentes mutagenos durante el metabolismo del estrégeno). Ademas,
participa en la produccidon de epoxidos reactivos intermediarios de hidrocarbonos
policiclicos aromaticos, mutagenos importantes en la iniciacion del cancer.”® La
variacion genética se ha asociado con la actividad enzimatica; esto se ha
reportado en linfocitos, donde la actividad de CYP1A1 es mas facilmente inducible
en linfocitos con el genotipo m2/m2 que con el genotipo m1/m1. Este hallazgo, ha
sugerido que las mujeres portadoras del genotipo m2/m2 producirian mas
cantidades de catecoles de estrégeno, y como consecuencia mayor dafio al DNA 'y
mayor riesgo a desarrollar cancer de mama, que aquellas mujeres portadoras del

m1/m1.7%%1%" En el presente proyecto, analizamos dos posiciones diferentes del

gen CYP1A1; el CYP1ATm1 (2455 A>G)y el CYP1ATm2 (4889 A>G).
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En cuanto al analisis de CYP1A1m1 (2455 A>G), encontramos que las mujeres
portadoras del genotipo “m2/m2” tiene 2.5 veces mas riesgo a desarrollar cancer
de mama, riesgo que se incrementa a 3.38 (Clgs,= 1.05-10.87) en la
postmenopausia. Estos resultados son compatibles con dos estudios, el primero
fue aplicado en mujeres Chinas residentes de Taiwan, donde las mujeres con
genotipo CYP1A1 m2/m2 presentaron un riesgo de 1.98 (95%CI= 1.01-3.99),
mismo que incrementd a 2.97 (Clgs%,= 1.03-8.72) en la postmenopausia. 58 El
segundo estudio fue realizado en Shanghai, donde se encontré una OR de 1.83
(ICg59 1.21-2.69) para la variante m1/m2; y una OR de 2.22 (ICgs9 1.26-3.85) para
m2/m2; siendo este ultimo incrementado a 5.87 (ICgs9 1.38-24.98) cuando las
mujeres presentaban la combinacion CYP1A1 m2/m2/ER xx. '%2

Aunque a la fecha no existen estudios que relacionen la funcién de la enzima
CYP1A1 con el polimorfismo del gen, creemos que la razén por la que se
incrementa el riesgo en mujeres postmenopdausicas portadoras del genotipo
CYP1A1 m2/m2, se deba a la acumulacién de mutaciones genéticas con el paso
del tiempo.

Sin embargo, también existen estudios con hallazgos opuestos a los observados
por nosotros, un ejemplo de ello es un estudio en el Norte de India no encontraron
asociacion del polimorfismo de CYP1Al Mspl con el cancer de mama, esta
discrepancia en los resultados puede ser debida a las diferentes frecuencias
genotipicas de CYP1Al m2/m2 entre poblaciones, siendo para las mujeres de la
India de 8.6% para los casos y de 11.2% para los controles;'® mientras que en las
mujeres mexicanas segun este estudio es de 21% para los casos y de 9.6% para

los controles.

63



Con respecto a CYP1A1m2, las variables correspondientes a ile/ile e ile/val ,
fueron muy similares entre mujeres mexicanas, chinas, japonesas, coreanas,
francesas y filandesas; sin embargo el homocigoto “val/val”’, se presento en mayor
frecuencia en las mujeres mexicanas (16%), mientras que en las poblaciones ya
mencionadas la frecuencia mas alta fue del 7% (mujeres japonesas).”'% Al
realizar los andlisis de asociacidn genética y epidemiolégica, no encontramos
ninguna asociacion con cancer de mama, lo cual es consistente con un estudio de
casos y controles realizado en mujeres Afro-Americanas.'® Sin embargo, cuando
este gen se toma en cuenta dentro del modelo multigénico, encontramos que las
mujeres portadores de CYP1A1 m2/m2 de tener un riesgo de 2.6, aumenta a 3.4,
cuando ademas portan el CYP1A1 val/val. Este hallazgo es de gran importancia
pues ambos riesgos corresponden al mismo gen y a la misma enzima, lo que
sugiere que la hidrolasa CYP1A1 es primordial en la patologia oncolégica, pues
no solo se le ha dado importancia en cancer de mama, también se ha asociado

fuertemente con cancer cérvico uterino. 105 Es de suma importancia profundizar

la investigacion gendmica y protedmica de esta enzima.

El receptor de estrégeno es un ligando del estrégeno que activa factores de
trascripcion, se encuentra en el nucleo de la célula y es esencial para el desarrollo
sexual y funcién reproductiva. Ademas, debido a su participacion en la regulacion
transcripcional y desarrollo del cancer de mama, se han realizado diversos analisis
del intron 1 del gen ERa, siendo Pvull y Xbal los principales polimorfismos

estudiados.'® %7 En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas
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entre los casos y los controles con ninguno de los dos polimorfismos estudiados
(Pvull y Xbal). Esta falta de asociacion también ha sido reportada en mujeres
Noruegas pero solo para el polimorfismo Pvull, pues en Xbal, el alelo “x” (X1 en
nuestro estudio) se asocia con un riesgo de 1.4 mas en pacientes con cancer de
mama. '%® A diferencia de nuestra poblacion de estudio, la mayoria de las
investigaciones realizadas asocian el polimorfismo de Pvull con cancer de mama,
un ejemplo de ello es lo reportado por Parl et al. quien encontré que el genotipo
“pp” se relaciono con la enfermedad.'® El mismo polimorfismo fue analizado por
Yaich en 257 muestras de tejido de tumor primario y en 140 muestras de sangre
periférica como grupo control, reportaron que las pacientes con el genotipo pp
(P2/P2 en nuestro estudio) fueron significativamente mas jovenes cuando se les
diagndstico con cancer de mama al compararse con el genotipo PP y Pp, sin
embargo estos hallazgos se encontraron solo en 2 hospitales.'® En un estudio
realizado en Shanghai, se analizaron 1069 casos y 1066 controles de casos y
controles en donde se reporto que las mujeres con la variante de Pvull ya sea
homocigoto o heterocigoto, tenian mas alto grado a desarrollar cancer de mama
en comparacién con los controles (OR=1.4, Clgsy,= 1.1-1.8).7° La participacion de
este polimorfismo con el riego a desarrollar cAncer de mama se explica porque
algunos intrones contienen secuencias reguladoras que pueden afectar los niveles
de expresién mediante la regulacion transcripcional, sin embargo esta hipétesis
esta bajo estudio .

La enzima aromatasa (CYP19) cataliza la conversién de andrégeno a estrogeno.
La variacion genética de este locus, puede alterar la actividad enzimatica dando

como resultado la predisposicion al desarrollo de enfermedades estrégeno
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dependientes como lo es el cancer de mama en aquellos portadores de la variante
asociada con la enfermedad. En nuestro estudio analizamos el polimorfismo del

tetranucledtido (TTTA)n del intron 4 del gen CYP19.

Los alelos correspondientes a las repeticiones (TTTA)7, (TTTA)10 y (TTA)12 han
sido reportadas como alelos de susceptibilidad a cancer de mama.'"112113
Nuestros datos sugieren que al menos el alelo con siete repeticiones (TTTA)7,
esta asociado con un incremento de riesgo de 1.29 veces (OR=1.29, Cl g5%-0.76-
2.41). Esta asociacién concuerda con la reportada en Filadelfia (348 pacientes),
donde se encontré un riesgo de 5.4 cuando los pacientes eran homocigotos para
el alelo (TTTA)7.""2 Cabe mencionar que la mayoria de las investigaciones que
encuentran asociacion de riesgo a cancer de mama, han sido los alelos con 10 o
mas repeticiones, como lo es en mujeres Nigerianas quienes presentaron una
asociacion de riesgo los alelos con 10 o mas repeticiones (OR=1.29; Clgsy,-
0=0.76--2.41), riesgo que no se vio alterado en mujeres pre y post menopausicas
(OR=1.27, Cl g59,= 0.64-2.49).""*

Otros estudios no han reportado evidencia de la asociacién del gen CYP19 con el
cancer de mama. Dos ejemplos de ello son los realizados en un estudio
multiétnico que incluyo Japonesa, Latina y Afro-Americano; donde las frecuencias
genéticas entre casos y controles son similares en todos los grupos étnicos.””® De
igual manera en poblaciéon Britanica no se reporto asociacion de los alelos con
diez y doce repeticiones con el riesgo a desarrollar cancer de mama.'®

Con respecto a los estudios multigénicos, uno de los primeros fue en realizado

poblacion japonesa, donde al analizar los genes COMPT, CYP17 y CYP1A1.,

encontraron un efecto de unién de incremento de riesgo del cancer de mama con
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el genotipo: COM-LL/CYP17 A2A2/ CYP1A1 vt/vt (m2/m2 en nuestro estudio)
(OR, 4; Cl g5%,= 1.12-19.8) riesgo que atribuyen principalmente a COMPT-LL.*® En
nuestro estudio cuando analizamos la misma combinacién reportamos una OR de
2.6, esta diferencia en riesgo puede ser debida a la diferencia entre el nimero de
casos y controles analizados (300 mujeres japonesas vs 200 mujeres mexicanas)
y principalmente a la diferente frecuencia de COMPT-LL entre ambas poblaciones
ya que en las mujeres japonesas es del 11% en los casos y 3.2 en los controles, y
para las mujeres mexicanas es del 14% y 15% para casos y controles
respectivamente.

En otro estudio en mujeres Finlandesas se encontr6 que las portadoras de la
combinacion “COMPT-LL/GSTM1 nulo” tienen 9 veces mas riesgo a desarrollar
cancer de mama (OR, 9.10; Cl gs0= 1.84-45). " En nuestro estudio no
encontramos un incremento de riesgo de COMPT con las variables de CYP17,
CYP19/ER.

Para el gen ERa al analizar 1595 casos y 1974 controles, se reporté como
asociaciones significativas, las combinaciones “ERXbal X2X2/CYP1A1 M2M2”
(OR, 5.87; 95% ClI, 1.38-24.98), ERPvull P2P2/CYP1A1 M2M2 (OR, 2.39; Cl g5¢9,=
0.81-7.07) y ER X2X2/ ER P2P2/CYP1A1 M2M2 (OR, 8.07; Cl gs59,= 1.45-44.77).'%
Estos resultados son muy interesantes, pues a pesar de la diferencia en el tamafio
de muestra y etnicidad (mujeres de Shanghai) apoya, nuestros resultados en
cuanto a la importancia del gen CYP1A1 con el riesgo a cancer de mama cuya

union con otros genes resulta en riego mayor a 2.0
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Es claro asi, que se fortalece la asociacién del polimorfismo del gen CYP1A1 en la
posicion 2455 con el riesgo a desarrollar cancer de mama, se sugiere investigar
esta asociacion a nivel estructural y el mecanismo por el cual pudiera esta
polimorfismo estar asociado a la enfermedad. Cabe mencionar que estos
resultados son étnico-especificos, pues en la poblacion femenina de los estados
unidos de América, no se encontré ninguna relacién con este polimorfismo, pues
el genotipo m2/m2 no se encontré en ninguna paciente con cancer de mama y
solo en cinco individuos del grupo control (4.3%).' A diferencia de ellos, en
nuestras mujeres mexicanas reportamos el mismo genotipo en una frecuencia del
21% y 9% del grupo de los casos y controles, respectivamente.

Sin embargo, cuando este gen se toma en cuenta dentro del modelo mutigénico,
encontramos que las mujeres portadores de CYP1A1 m2/m2 de tener un riesgo de
2.6, este aumenta a 3.4, cuando ademas portan el CYP1A1 val/val. Este hallazgo
es de gran importancia pues ambos riesgos corresponden al mismo gen y a la
misma enzima, lo que sugiere que la hidrolasa CYP1A1 puede ser primordial en la
patologia oncoldgica, pues no solo se le ha dado importancia en cancer de mama,
también se ha asociado fuertemente con cancer cérvico uterino.,' razén por la
que es importante que futuros estudios profundicen en la gendmica y proteémica

de esta enzima.
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XI CONCLUSION

1. Con los resultados obtenidos logramos la identificacion de al menos un gen
y un factor epidemiolégico de alto riesgo. Con estos datos tenemos el
modelo de riego, mismo que esta listo para validarse.

Modelo de riesgo:

CYP1A1m1l | CYP1A1m2 | RIESGO MUJERES MUJERES
(2455 G>C) | (4889A >G) (RM) PREMENOPAUSICAS POSTMENOPAUSICAS
m2/m2 val/val 4 4 4
m2/m2 CUALQUIER 3 3 4
OTRO
CULAQUIER | CUALQUIER 1 1 1
OTRO OTRO

1,- Riesgo por ser mujer
3.- Tres veces mas riesgo del normal.

4.- Cuatro veces mayor riesgo del normal.

Nota: Este modelo NO aplica a mujeres con antecedentes familiares de cancer

de mama o cérvico uterino.

2. Un hallazgo de nuestro estudio es la importancia del gen CYP1A1 en
cuanto al riesgo de la enfermedad. De acuerdo analisis multigénico, al
parecer este efecto es solo con estas dos variantes, pues la presencia de
cualquier alelo de los otros genes (CYP17, COMPT, ER, CYP19) con el
CYP1A1TM2/M2, no altera el riesgo de 2.6.
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Xl PERSPECTIVAS

El desarrollo tecnolégico de los ultimos afos, ha permitido realizar proyectos de
investigacion donde se analiza el genoma humano, los factores epidemioldgicos y
su asociacion con diversas enfermedades como el cancer. Esto ha permitido un
gran avance en cuanto al conocimiento de las patologias tanto en sus bases
moleculares como la epigenética, angiogénesis, genes supresores, mecanismos
inmunolodgicos, farmacogenética, etc. Sin embargo, la investigacion oncoldgica
dirigida hacia la prevencion aun no es un area a la que se le haya dado la
importancia que esta implica, razén por la cual es necesario fortalecerla. El
presente estudio es uno de los pioneros en México donde se analiza un modelo
multigénico en cancer de mama, como base para la integracion de la carga
genética en la Salud Publica.

Actualmente en nuestro pais mueren 14 mujeres diarias debido al cancer de
mama, en la mayor parte de estas mujeres no se logro la identificacion oportuna
de cuando inici6 el cancer, es por ello que la prevencién es un area fundamental
para controlar la incidencia de esta enfermedad.

Una de las metas en cancer de mama es la “prediccidn”, misma que es realizada
con las caracteristicas que estan asociadas con alto o bajo riesgo al desarrollo de
la enfermedad. El modelo de riesgo de prediccion a cancer de mama mas
conocido es el modelo de Gail, este modelo incluye factores como, edad, raza,
edad de la menarca, edad al tener el primer hijo, historia familiar, numero de
biopsias previas de mama y presencia de hiperplasia atipica, sin embargo, este

modelo solo predice el posible diagndstico de cancer; ademas este se aplica solo
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en algunas mujeres que asisten a consulta por alguna molestia y/o por se de alto
riesgo al tener un familiar en primer grado con la enfermedad. Por lo que el resto
de la poblacibn queda solo “protegida” con los métodos preventivos
convencionales como lo es la autoexploracion, la exploracion clinica y
mastografia. Es asi, que histéricamente los factores demograficos y clinicos se
han utilizado como modelos de prediccion de riesgo y ahora con lo introduccién
del analisis del genoma humano, se han adicionado el componente genético a los
modelos de prediccidon de riesgo, estudios realizados principalmente en la
poblacion oriental.
Los resultados de este estudio muestran claramente la asociacion del gen
CYP1A1 con el riesgo a desarrollar cancer de mama. El esquema a seguir para la
validacion de estos resultados son:

e Replicacién de resultados, con el estudio de asociacién a gran escala y

multicéntrico.

¢ Investigacion de asociacién genotipo-fenotipo

e Estimar el costo de la tipificacién del CYP1A1 en la poblacién

e Planes de intervencion

e Estudio longitudinal de la poblacién en riesgo

e Desarrollo de estrategias de prevencion para las poblaciones de alto riesgo

e Seguimiento a 10, 15y 20 afios de la poblacion en riesgo
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Uno de los pilares de la investigacion en prevencion oncoldgica, son los estudios
que buscan biomarcadores genéticos asociados con alguna enfermedad. Esto ha
provocado la busqueda de asociaciones de polimorfismos genéticos,
principalmente polimorfismos puntuales que involucran el cambio de un solo
nucleotido (SNP del inglés Single Nucleotide Polymorphism), que pueden
involucrar un alto o bajo riesgo con alguna enfermedad. La validacion y el
seguimiento del presente estudio es primordial para crear las bases de la futura
integracion de la informaciéon genética con el estilo de vida en los esquemas de

prevencion del cancer de mama en México.
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X

TO

TIS

T1

T1a

T1b

T1c

T2

T3

T4

T4A

T4B

T4C

T4D

APENDICE 1

CLASIFICACION TNM
Tumor primario.
Tumor primario no puede ser evaluado.
Sin evidencia de tumor primario.
Carcinoma in situ: carcinoma intraductal, carcinoma lobular in situ, o
enfermedad de Paget del pezon sin tumor que lo acompaiie.
Tumor de 2cm. 0 menos en su mayor dimension.
Tumor de mas de 0.1 cm. pero no mas de 0.5 cm. en su mayor dimension.
Tumor de mas de 0.5 cm. pero no mas de 1 cm. en su mayor dimension.
Tumor de mas de 1 cm. pero no mas de 2 cm. en su mayor dimension.
Tumor de mas de 2 cm. pero no mas de 5 cm. en su mayor dimension.
Tumor de mas de 5 cm. en su mayor dimension.
Tumor de cualquier tamafo con extensién directa a:
a) Pared toracica

b)  Piel

Extension a la pared toracica.

Edema (incluyendo piel de naranja), ulceracion de la piel de la mama o
nddulos satélites limitados a la misma.

Ambos casos mencionados arriba (T4a y T4b).

Carcinoma inflamatorio.

Nota: La pared toracica incluye arcos costales, musculos intercostales y

musculo serrato anterior, pero no al musculo pectoral.
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NX

NO
N1

N2

N3
pN

pNX

pNO

pN1

Ganglios linfaticos regionales.

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales (fueron extraidos
previamente).

No hay metastasis regionales de los ganglios linfaticos.

Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos axilares ipsilaterales movibles.
Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos ipsilaterales unidos entre si 0 a
otras estructuras.

Metastasis en ganglio o ganglios linfaticos mamarios internos ipsilaterales.
Clasificacion patologica.

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales (no se extrajeron
para estudio patolégico o se extrajeron anteriormente).

No hay metastasis a los ganglios linfaticos regionales.

Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos axilares ipsilaterales méviles.

pN1a Sdlo micro-metastasis (ninguna mayor de 0.2 cm.).

pN1b Metastasis a los ganglios linfaticos, cualquiera mayor de 0.2 cm.

pN1bl Metastasis entre uno y tres ganglios linfaticos, cualquiera mayor de 0.2 cm.

de tamano y todos menores de 2.0 cm. en su mayor dimension.

pN1bll Metastasis a cuatro o mas ganglios linfaticos,cualquiera mayor de 0.2 cm.

de tamano y todos menores de 2.0 cm. en su mayor dimension.

pN1blll Extension del tumor mas alld de la capsula de un ganglio linfatico;

metastasis menor de 2.0 cm. en su mayor dimensién.

pN1blV Metastasis a un ganglio linfatico de 2.0 cm. o0 mas en su mayor

dimension.
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pN2

pN3

MX

MO

M1

Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos axilares ipsilaterales unidos entre
Si 0 a otras estructuras.

Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos ipsilaterales mamarios internos.

Metastasis a distancia.

No se puede evaluar la presencia de metastasis distante.

No hay metastasis distante.

Presencia de metastasis distante (incluye metastasis a los ganglios

linfaticos supraclaviculares ipsilaterales).
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APENDICE 2

EXTRACCION DE DNA

Tomar 2mL de sangre y pasarla a un tubo Falcon
Centrifugar 5 min. a 5000 rpm.

Desechar el plasma

Adicionar 25 pl de Proteinasa K

Adicionar 200 pl de solucion AL (protegido de la luz)
Agitar en Vortex

Incubar 70°C 10 min.

Adicionar 210 ul de etanol y agitar en vortex
Transferir todo el contenido a una columna de extraccion
Centrifugar 8000 rpm 1 min.

Pasar las columnas a tubo nuevo

Adicionar 500 pl de solucion AW1

Centrifugar 1 min a 8000 rpm

Pasar las columnas a tubo nuevo

Adicionar 500 pl de solucion AW2

Centrifugar 1 min. A 8000 rpm

Centrifugar 2 min 13000 rpm

Pasar a los tubos finales

Adicionar al filtro de la columna 50ul de solucion de elucion AE
(precalentado a 70°C)

Incubar a temperatura ambiente 3 min.

Centrifugar a 8000 rpm 1 minuto

Guardar el DNA en un tubo nuevo a -20°C.
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APENDICE 3

CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO/CLINICO

CODIGO

GRUPO: CONTROLES

CASOS
. DATOS GENERALES
APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO NOMBRE(s)
FECHA DE NACIMIENTO
DIA/MES/ANO
DIRECCION
CALLE NUMERO INTERIOR
COLONIA CP TELEFONO

1.1 ESCOLARIDAD

ANOTAR EL ULTIMO NIVEL DE ESTUDIOS COMPLETO

ANALFABETA ... 1
PRIMARIA ... 2
SECUNDARIA ... 3
BACHILLERATO ................. 4
TECNICA e 5
PROFESIONAL .................. 6
POSGRADO  ................. 7
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2.1 ¢A qué edad presentd la

menstruacion? No sabe................. 99
Anos cumplidos
2.2 4, Cuantas veces se ha
embarazado?
Numero
Poner el numero de embarazos Ninguna ................. 0 Paseala 2.6

2.3. De estos embarazos cuantos han:

Nacido por parto

natural.........ccooveeeeniennnen,
—
Anotar nUmero Cesareas......cccccceeeeenn..
Abortos........coevevevennnnn.
No sabe................. 99
2.4 Edad al nacimiento del primer hijo No sabe................. 99
Anos cumplidos
2.5 Lactancia De 1 a 3 meses.......... 1 Hijo1
De 3 a 6 meses.......... 2 Hijo 2
7 0 mas meses........... 3
Hijo 3
NO. o, 4
No sabe.................... 99 Hijo 4
2.6 ¢Actualmente sigue menstruando? |[Si........cccccceeeeeeeennene. 1 Pase ala 2.9
NO .o, 2

2.7 ¢ A que edad dejo de menstruar?

Anos cumplidos

2.8¢, Cual fue la razén por la que dejé de
menstruar?

Por menopausia

natural........ccoeeeeviiiiiiiiei, 1

Le quitaron la matriz o los

[0)V2=1 £ [0 1= FOT PR 2

Recibié radiaciones en la

PelViS.......ooviiiiiiiiiiiiiieeieee 3
Quimioterapia..............cc...... 4
Nosabe........ooeeeeeeeeiel. 99
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2. HISTORIA REPRODUCTIVA

2.9 ¢ Ha utilizado

anticonceptivos S 1
hormonales?
NO...ooiiii e, 2
Paseala 2.12
No sabe................. 99
2.10 ¢ Cuales?
Pastillas................... 1
Inyecciones.............. 2
Poner el nombre (s)
Parches.......cc.......... 3
No sabe................. 99
2.11 ¢ Por cuanto tiempo?
De1a 12 meses......... 1

Anotar nimero de afios

Total de anos

2.12 4 Ha recibido terapia
hormonal?

Paseala 3.1

2.13 ¢ De qué tipo y por
cuanto tiempo?

Anotar nombre del
medicamento

Total de afos

Medicamento (s)

3. ESTILO DE VIDA

3.1 ¢, Con qué frecuencia
come frutas y verduras

3 veces por semana.....2

3.2 ;Con qué frecuencia
come carne roja?

1 vez por semana......... 3
No come.......cccceeevennnn... 4
No sabe........c............. 99
Diario.....ccccceeveeeiiinnnne. 1

3 veces por semana.....2

1 vez por semana......... 3
No come.......ccccvvuunnnnn.n. 4
No sabe..........cccuu..... 99
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3.3 4, Con qué frecuencia
come leguminosas?

(frijoles, lentejas, habas,
alubias)

3 veces por semana.....2

1 vez por semana......... 3
No come.......cccovuunnnnn.e. 4
No sabe..........c............ 99

3.4 ; Realiza ejercicio
fisico?

Menos de 30 minutos
diarios......ccovvevveeeennn. 1

De 30 o mas minutos

diariosS......ccovveveveeiiannn, 2
No hace.......ccoevvvennnn. 3
3.5 ¢ Ha fumado o fuma S 1
actualmente?
NI YT 2 —1 'Paseala3s
Frecuencia
3.6 Cuantos cigarros fuma | Diario................c....... 1
o fumaba y con qué
frecuencia? Semanal.................. 2
Mensual 3 Frecuencia
Ocasional................ 4
Numero de cigarros
No sabe.................. 99
3.7 ¢ Cuanto tiempo tiene
fumando o fumo? Oabafos.......cccu...... 1
6a 10 anos.......cc....... 2
11 o mas afnos........... 3 — Poner No. de afios
3.8 ;Ha tomado o toma ] 1
bebidas alcohdlicas?
N LY 2 —» |Paseala4.

3.9 ;Con qué frecuencia?

Menos de 7 copas
alasemana................ 1

Mas de 8 copas

alasemana................ 2
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4 ANTECEDENTES FAMILIARES Y PERSONALES

4.1 ; Tiene algun familiar
que haya padecido cancer
de mama?

Madre.......coevvvevennnn. 1

Hermana................. 2

Hija......ccooo 3

Abuela..................... 4

Otro..eeeeeeee e 5. 4

Indique el parentesco

NO .o 6

No sabe.................. 99

4.2 ; Tiene algun familiar
que haya padecido alguna
de estas enfermedades?

Indique el parentesco

Cancer de ovario.....1

Cancer de cervix.....2

Cancer de
Endometrio.............. 3
Cancer de
préostata................... 4

Alguna enfermedad

hepatica................... 5
Ninguna................... 6
Nosabe................. 99

Indique el parentesco

Indique el parentesco

5. EXAMEN FiSICO

Estatura

L ]- [ ][] om
Peso corporal _
L0 DHL «e
5.1 IMC D D _ D ]
5.2 Medida de cintura —

0.0
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6. REPORTE DE IMAGENOLOGIA

6.1
Fecha en que se realizd
Dia Mes Ano

6.2
El equipo que se utilizé | Digital............ccceeeennnnn.
fue

Analogo.......cccccceeeennnn.

(©]1 (o JHN Especifique
6.3
Indicar el diagndstico
mastografico.
En BIRADS
6.4
Si es BIRADS “0”
Realizar descripcién en
texto
6.5 .Se  practicd | Si...ooiiieiiiiiiiiii 1
ultrasonido?

NO...ooicee, 2
6.6

Describir hallazgos

91




7. PADECIMIENTO ACTUAL
SOLO PARA CASOS

7.1 ¢ Tubo presencia de
sintomas? [D]o] o] FN 1

pezon......cccccceeeeennnn. 2

Adenopatia.............. 3

Tumor......cocvevvenne.n. 4

NO .o 5

— Paseala7.3

No sabe.................. 99 J
7.2
Indicar la fecha de inicio e
sintomas No sabe.................. 99

Dia Mes ARo

7.3 El padecimiento se Autoexploracion........ A

detecto por

Explotacidn clinica.. .. .2

Mastografia............ .... 3
Ultrasonido................. 4
Biopsia.......ccccccvuunnnn ... 5
Otro..eeeeeeeeeeeeiiee 6
No sabe......cccccceveennnn. 99

7.4

Sefiale la lesién

1N

MAMA MAMA
DERECHA IZQUIERDA

-
N



7.5
¢, Se tomé biopsia?

7.6
Indique la fecha de toma
de la Biopsia

Dia

Mes

ARo

7.7

Describa el reporte
histopatolégico de |la
biopsia

7.8
Indique grado de
diferenciacion.

7.9

De acuerdo al analisis
patolégico indique el tipo
de padecimiento

Carcinoma lobular in situ .....
A

Carcinoma lobular invasivo.....

Carcinoma ductal in situ..........

Carcinoma ductal

INVASIVO.....o v i, 4

7.10
Anote el diagnéstico final

PARA CUALQUIER DUDA, SE PUEDE COMUNICAR CON LAMen C. MONICA MORENO DE 9:00 A 14:00
HRS DE LUNES A VIERNES A LOS TELEFONOS:

0155 26 14 68 90 EXT 270
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