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CAPITULO |

RESUMEN

Introduccion: El cancer de mama (CM) representa el primer lugar en incidencia
y mortalidad por cancer en México." Es conocido que existen muiltiples factores
de riesgo ambientales, hormonales y genéticos asociados a esta enfermedad.
Si bien se acepta que hasta en el 30% de los casos pudieran existir factores
genéticos asociados, solamente alrededor de un 5% de estos se logra
demostrar un componente hereditario por mutaciones en genes reconocidos
(BRCA1l, BRCA2, TP53, etc). ' Esto hace suponer que existen algunas
alteraciones genéticas aun desconocidas que pudieran asociarse a esta
enfermedad. Los polimorfismos de nucledétido anico o SNP (single nucleotide
polymorphism, por sus siglas en inglés) consisten en una variacién en la
secuencia de ADN de un gen determinado que afecta a una sola base. Los
estrogenos y sus receptores (ESR1 y ESR2) se han implicado en procesos
patolégicos como el cancer de mama. ** Algunas variaciones en los genes de
ESR1 y ESR2 se han relacionado con un aumento en el riesgo de cancer de
mama. Especificamente, los polimorfismos rs2881766 y rs2987983 en los
genes ESR1 y ESR2, se han asociado a un mayor riesgo de cancer de mama
en otras poblaciones. '* ' El objetivo de este estudio es determinar la
prevalencia de dichos polimorfismos en pacientes del noreste de México con
cancer de mama y determinar si confiere mayor riesgo al compararla con una

poblacion de controles sanos.



Materiales y métodos: Se disefié un estudio de casos y controles en el que se
se obtuvieron muestras de sangre periférica de 650 mujeres con diagnostico de
cancer de mama y 550 controles sanos. Tras la realizacion de una prueba piloto
para determinar el tamafio minimo de la muestra se determiné una N de 264
para la busqueda de polimorfismos en ESR1 y de 288 para ESR2. Se realiz6 la
genotipificacion mediante gPCR para detectar los polimorfismos rs2881766 y
rs2987983 en los genes ESR1 y ESR2 en ambas poblaciones y se compararon

los resultados.

Resultados: Se analizé un total de 286 y 251 muestras en busqueda del
polimorfismo rs2881766 (ESR1) en la poblacion de casos y controles
respectivamente, asi como un total de 287 y 268 muestras para el polimorfismo
rs2987983 (ESR2) en la poblacién de casos y controles. La media de edad en
afos fue de 53 y 47 para ambas poblaciones. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la prevalencia del polimorfismo rs2881766
(T=>G) en el gen ESRL1 entre la poblacion de casos y controles (43.4 vs 48.2%,
OR 0.98, p= 0.170). Asi mismo, tampoco se encontré diferencia
estadisticamente significativa en la prevalencia del polimorfismo rs2987983 en
el gen ESR2 (A->G) entre la poblacion de casos y controles (45.5 vs 53.5%, OR
0.75, p=0.48). De igual manera, no se identificaron diferencias significativas en
los subgrupos por estado menopausico (pre y post-menopausicas), asi como

por edad al primer embarazo (mayor o menor a 30 afios). Se identificO una



diferencia significativa en la prevalencia de obesidad (todos los grados) entre

los grupos de casos y controles (42.5 vs 29.7%, p=0.0001).

Conclusion: Los polimorfismos rs2881766 en el gen ESR1 y rs2987983 en el
gen ESR2 no se asocian a un mayor riesgo de cancer de mama en una

poblacion seleccionada del noreste de México.



CAPITULO I

INTRODUCCION

Titulo: “Prevalencia de los polimorfismos rs2881766 y rs2987983 en los genes
ESR1y ESR2 en pacientes con cancer de mama y su asociacion con el riesgo

de cancer de mama en poblacion sana: Estudio de Casos y Controles”.

El cancer de mama (CM) es la segunda neoplasia mas frecuente a nivel
mundial y es la mas frecuente en mujeres. Segun cifras de la Organizacion
Mundial de la Salud, en 2012 se diagnosticaron en el mundo 1.67 millones de
nuevos casos, representando esto el 25% de todos los diagndsticos de cancer.
Aproximadamente 883,000 de estos casos ocurrieron en paises en desarrollo.
Asi mismo, a nivel global, el cancer de mama representa la quinta causa de
muerte por cancer, con aproximadamente 522,000 muertes relacionadas. En
paises en desarrollo, es la principal causa de muerte por cancer, con cifras

estimadas de 324,000 muertes. *

En México, el cancer de mama representa el primer lugar en incidencia,
con un aproximado de 20,440 casos nuevos en 2012, con una tasa de
incidencia ajustada de 35.4 por cada 100,000 mujeres. De igual manera, en
este mismo afio se registraron 5,680 muertes (14.2%) con una mortalidad
ajustada por edad de 9.7 muertes por cada 100,000 mujeres." Los estados del
centro y norte del México concentran las tasas de mortalidad por cancer de

mama mas altas con un 21 y 31% respectivamente. Especificamente, Nuevo
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Ledn ocupa el quinto lugar en mortalidad por cancer de mama, con un 6% del

total de las muertes relacionadas a esta patologia.®

La mayor parte de los diagndsticos se realizan entre los 55 y los 64 afos,
aunque estas cifras sufren variaciones geograficas importantes. En referencia a
las etapas clinicas al diagnoéstico, en México, el 14.5, 35.9, 35.4 y 9.6% son

etapas clinicas I, II, lll y IV respectivamente. *

Respecto a la clasificacion de los subtipos de cancer de mama, se
reconocen tres grupos principales; 1) Aquellos en los que existe sobre-
expresion de receptores hormonales (estrogenos y progesterona, que
representan aproximadamente el 60% de los tumores) 2) Aquellos que sobre-
expresan la proteina HER-2 (25% aproximadamente) y 3) Aquellos que no
expresan ninguna de estas proteinas, también conocidos como triple negativos

(15%). *

Existen multiples factores de riesgo asociados a este padecimiento. Entre
ellos se ha correlacionado de forma consistente la asociacién de un aumento
del riesgo de cancer de mama con la exposicion prolongada a estrégenos y
progesterona (factores de riesgo hormonales). La menarca temprana,
menopausia tardia y la nuliparidad son factores que incrementan el riesgo de
cancer de mama de forma independiente. ®> Estos factores se suman a la

observacion de que la mayor parte de los casos se diagnostican en mujeres



post-menopausicas que han tenido exposicion prolongada a estrégenos

endégenos. °

Aunque la mayor parte de los canceres de mama son esporadicos, es
decir, sin algun componente hereditario demostrado, menos del 5% de los
casos tienen una predisposicion genética clara. De estos, la mayoria involucran
mutaciones en genes conocidos como BRCA1, BRCA2, PTEN y/o TP53. Sin
embargo, algunos estudios indican que la heredabilidad del cAncer de mama es
alrededor del 30%, ’ lo que hace suponer que existen algunos otros genes que

pudieran estar involucrados en la etiologia del cancer de mama.

El gen ESR1 (Estrogen Receptor 1) esté localizado en el brazo largo del
cromosoma 6 (6025.1-925.2) Este gen, estd compuesto por 472,929 bases y
codifica para una proteina (receptor de estrogeno). Dicha proteina esta
compuesta por 595 aminoacidos, tiene un peso de 66.2 kDa y funciona como un
factor de transcripcién dependiente de ligando y estd compuesto de varios
multiples dominios esenciales para la union de estrogenos y subsecuente

activacion de la transcripcion. °

El gen ESR 2 (Estrogen Receptor 2) esta localizado en el cromosoma 14
(14923.3) y esta compuesto por 254,319 bases y codifica para una proteina
(receptor de estrogeno 2 o beta), miembro de la familia de los receptores de
estrogenos y de la superfamilia de factores de transcripcion de receptores

nucleares. Esta proteina estd compuesta por 530 aminoacidos con un peso de
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59.2 kDa. Contiene un sitio de union al ADN N-terminal y un sitio de unién a
ligando C-terminal y se localiza al nucelo, citoplasma y mitocondria. Posterior a
la union con el ligando, se forman homo o heterodimeros que interactian con

secuencias especifcas del ADN para activar la transcripcion. ®

Los estroégenos y sus receptores son criticos para el desarrollo sexual y
reproductivo, asi como también se han implicado en procesos patolégicos como
el cancer de mama, endometrio y enfermedades 6seas. ° Actualmente, la
deteccidn de la presencia de los receptores de estrogenos en los tumores con
cancer de la mama, son rutinarios al momento del diagnéstico y han
demostrado ser un factor pronostico y predictor de respuesta al tratamiento
hormonal. *° A pesar de ser entidades sensibles al tratamiento con anti-
hormonales, un porcentaje importante de pacientes con cancer de mama,
presentan recurrencia o progresion de la enfermedad sobre estos agentes.
Aunque se han propuesto multiples mecanismos de resistencia a estos
farmacos, se reconoce que, mutaciones adquiridas en el gen ESR1 y ESR2 se

relacionan directamente a este fenémeno. **

Asi mismo, algunas variantes en los genes de ESR1 y ESR2 se han
relacionado con un aumento en el riesgo de cancer de mama. ** Entre ellas,
destacan los polimorfismos genéticos. Los polimorfismos son variaciones en la
secuencia del ADN en un gen determinado. Existen varios tipos de
polimorfismos, entre los que destacan los polimorfismos de nucle6tido Gnico o

SNP (single nucleotide polymorphism, por sus siglas en inglés). Estos consisten

7



en una variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base (Adenina,

Timina, Citosina o Guanina).

Se ha comprobado que algunos polimorfismos en los genes ESR1 y
ESR2 son factores de riesgo para el desarrollo de cancer de mama en algunas
poblaciones. ** En el estudio de Byung Ho Son y colaboradores, se encontr6
una relacion directa entre el polimorfismo rs2881766 (variacion/ sustitucion G/T
en la secuencia:
GATGCATTCCTATAAACTGCAGACT[G/T]IAAATTAAGACCTTGAGCAAACTG
GC) en el gen ESR1 y el aumento de riesgo de cancer de mama en poblacién

coreana. **

Asi mismo, en un estudio de casos y controles, se encontré6 una
diferencia estadisticamente significativa en la prevalencia del polimorfismo
rs2987983 del gen ESR2 (variacion en AIG en la
secuencia:CCTGGTTTAATGCAGAGTGGAGAGGIA/G]TGATTATTCCAATTCT
ACCTGAATT entre casos y controles, confiriendo un aumento en el riesgo de

cancer de mama para esta poblacion. *°

Existen conocidas diferencias epidemioldgicas en la poblacion mexicana
respecto a otros paises: La edad promedio al diagnéstico en los Estados Unidos
de América y algunos paises de Europa es de 63 afios, mientras que en México
es de 53 afios. Asi mismo, en México, la mayor parte de los casos (41%) se

diagnostican en etapas avanzadas (lll y V), ®
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Unidos, el 62% de los casos se diagnostican en etapas tempranas o
localizadas. '° Por tanto, es posible que existan también diferencias en los
patrones mutacionales en nuestra poblacion con respecto a lo reportado en

otros estudios.

A la fecha de la realizaciéon de este estudio, no se han realizado analisis

de polimorfismos en genes de ESR1 y ESR2 en poblacion mexicana.



CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

Hipotesis nula (H-0):

La prevalencia de los polimorfismos rs2881766 y rs2987983 en los genes ESR1

y ESR2 de la poblacién de estudio no se asocian a mayor riesgo de cancer de

mama.

Hipotesis alterna (H-1):

La prevalencia de los polimorfismos rs2881766 y rs2987983 en los genes ESR1

y ESR2 de la poblacion de estudio se asocian a mayor riesgo de cancer de

mama.
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CAPITULO IV

4. JUSTIFICACION

La justificacion de este estudio deriva en que en la actualidad existen
solamente estudios de estos polimorfismos en otras poblaciones. En este
estudio inicial, la identificacion de dichos polimorfismos pudiera establecerse
como un factor de riesgo adicional a los ya conocidos para cancer de mama en
poblacién general, lo cual pudiera a su vez derivar en futuras investigaciones en
estudios poblacionales con un mayor nimero de pacientes. Dada la incidencia y
mortalidad del cancer de mama en nuestro pais, pudiera impactar positivamente
al identificar una poblaciéon de riesgo que pudiera beneficiarse de estrategias

mas agresivas de escrutinio.
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CAPITULO IV: OBJETIVOS

Objetivo general:

1. Evaluar la relacion entre la presencia de polimorfismos en genes

asociados a receptores de estrogeno y el cancer de mama.

Objetivos especificos:

1. Evaluar la prevalencia del polimorfismo rs2881766 en el gen ESR1 en
poblacién con cancer de mama y controles sanos y determinar su
asociacion a un mayor riesgo de cancer de mama.

2. Evaluar la prevalencia del polimorfismo rs2987983 en el gen ESR2 en
poblacién con cancer de mama y controles sanos y determinar su

asociacién a un mayor riesgo de cancer de mama.
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CAPITULO V: MATERIAL Y METODOS

3.1 Disefo del Estudio.

La presente investigacion fue disefiada como estudio de casos y controles

transversal y observacional.
3.2 Lugar de realizacion del Estudio.

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Biotecnologia Medica (UBM) del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina
de la UANL, en conjunto con el Hospital Universitario “ Dr. José Eleuterio

Gonzélez y el Centro Universitario Contra el Cancer de la UANL.

3.2.1 Aprobacion del protocolo: El protocolo fue sometido y aprobado por
el Comité de Etica de la Subdireccion de Investigacion de la Facultad de

Medicina, con el numero de registro BI10-002. (Ver Anexo 1).

3.3 Poblacién Estudiada.

1) Pacientes diagnosticadas con cancer de mama que estuvieran
recibiendo su tratamiento en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio

Gonzalez” o en la Clinica de especialidades numero 25 del IMSS.

2) Mujeres sin diagnostico de cancer de mama pareadas por edad con

las pacientes.
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Procedimiento de recoleccién de muestras:

1. A cada sujeto invitado a participar en este estudio, se le proporciond
informacion detallada (oral y escrita) acerca del protocolo. Se
respondieron dudas y posterior a su consentimiento verbal, se les solicitd
firmar la carta de Consentimiento Informado (Anexo 2).

2. Se procedi6 a la toma de muestra de sangre periférica mediante
puncion, utilizando tubos de recoleccion con EDTA. A cada participante
se le tomaron 3 mL de sangre venosa en tubos con EDTA y 3 mL en
tubos sin anticoagulante.

3. Las muestras fueron clasificadas en dos grupos:

a. Grupo 1 (casos): Pacientes con diagndéstico de CM. A su vez, este
grupo se subdivide en:
I. Grupo 1A: Pacientes sin tratamiento activo al momento de
la recoleccion.
ii. Grupo 1B: Pacientes que al momento de la recoleccion
estaban recibiendo tratamiento.
b. Grupo 2 (controles), mujeres voluntarias sin CM.

4. Las muestras fueron trasportadas a UBM donde fueron ingresadas al
Laboratorio Nacional Biobanco, fraccionandolas en alicuotas con el fin de
generar un almacén de bio-especimenes de las pacientes del estudio.

5. Se generd un documento electrénico con los datos de cada participante.
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3.4 Variables de estudio.

Para cada uno de los participantes de este estudio se consideraron: (1) Edad
(2) Caracteristicas demograficas: Lugar de nacimiento, (3) Caracteristicas
antropométricas: (Talla, peso, indice de Masa Corporal), (4) Caracteristicas
clinico-patoldgicas de los casos: Lateralidad del CM, tipo histologico y estado de
los receptores hormonales, (5) Informacion adicional: Consumo de
anticonceptivos orales, uso de terapia hormonal y consumo de alcohol, tabaco o

drogas.
3.4 Criterios de Seleccion de la muestra.
3.4.1 Criterios de Inclusion y Exclusién.

a) Criterios de inclusién:

a. Casos: Mujeres >18 afos con diagnostico confirmado de CM por
patologia.

b. Controles: Mujeres > 18 afios que se les haya realizado una
mamografia en el Ultimo afio y cuyo resultado haya sido negativo
a CM, y no hayan padecido ningun otro tipo de cancer.

b) Criterios de exclusion: Mujeres < 18 afios, embarazadas al momento del
estudio, portadoras conocidas de virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), portadoras conocidas de virus de hepatitis C (VHC) vy
antecedentes familiares de CM. Asi mismo fueron excluidas del analisis
final aquellas pacientes de cuyas muestras no se obtuvo una

concentracion significativa de ADN o que no cumplieran con la calidad
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requerida para su posterior analisis (relacion 260/280), todas aquellas
muestras en las que el ADN no fueran amplificables por PCR punto final

o PCR tiempo real también fueron eliminadas del analisis.

3.5 Material y Reactivos.

3.5.1 Material

Material para Extraccién de sangre periférica

1. Tubos vacutainer con anticoagulante (EDTA)
2. Tubos vacutainer sin anticoagulante

3. Agujas de colecta multiple

4. Adaptador para agujas

5. Torniquete

Material para extraccion de ADN, PCR punto final, gPCR y secuenciacion.

1. Puntillas para pipeta micro —pipetas de 10, 100 y 1000yl
2. Tubosde 1,1.5y2ml

3. Placas de 96 pozos para PCR punto final

4. Placas de 96 pozos para gPCR

5. Cubiertas autoadheribles épticas para PCR tiempo real

16



3.6 Genotipificacion del los SNP’s por qPCR

3.6.1 Genotipificacion del SNP rs2881766 en el gen ESR1y

rs2987983 en el ESR2

La deteccion de los SNP’s se realiz6 utilizando sondas TagMan® Pre-
designed SNP Genotyping Assay (disponible comercialmente en Applied
Biosystems ® bajo los siguientes numeros de identificacion: ESR1 /
Polimorfismo rs2881766 / ID: C__ 11414988 10 / Catalogo: 4351379 y ESR2 /

Polimorfismo rs2987983 / ID: C__ 1436929 20 / Catélogo: 4351379.)

Se utilizé el software del equipo StepOnePlus ® (Applied Biosystems ® ,
bajo condiciones establecidas para detectar mujeres homocigotas para la
presencia del alelo normal asi como heterocigotas y homocigotas para la
presencia del alelo variante. La discriminacion entre estos grupos es posible
debido a que la reaccion de PCR se lleva a cabo en presencia de sondas

marcadas con floréforos (Figura 1)

1.- Fluorocromo FAM ® unido al extremo 5 de la sonda del alelo 1 (alelo

normal)

2.-Fluorocromo VIC® unido al extremo 5 de la sonda del alelo 2 (alelo

variante)
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Figura 1: Deteccion de SNPs mediante sondas TagMan®

La reaccidén aprovecha la actividad de la enzima ADN-polimerasa que
tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN de las células. Cuando la
sonda se une al templado, se libera fluorescencia (ya sea del alelo normal o
variante). Esta es detectada por el equipo mientras que el software las agrupa
segun la fluorescencia que emiten, ya sea por un solo fluorocromo (indicando
homocigocidad) o ambos (indicando que la muestra es heterocigota) para el
SNP de interés. En la Tabla 1 se muestran las condiciones de genotipificacion

por PCR-en tiempo real.
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Figura 2: Grafica de discriminacion alélica

Tabla 1: Condiciones de genotipificacion por PCR-Tiempo Real

Concentracion
Reactivo . Volumen
requerida
TagMan Universal Master Mix Il 20X 1X 5ul
Sonda TagMan Genotyping Assays 20X 1X 0.5l
ADN 50 ng/ul 2 ul
ADN libre de nucleasas - 2ul
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Prueba piloto

Previo al analisis de los polimorfismos se realiz6 un ensayo piloto para
identificar el tamafio minimo de la muestra para cada uno de los SNPs. Se
genaotipificaron 95 personas mexicanas de una poblacion abierta para obtener la
frecuencia alélica de cada uno de los SNP y se ademas se tomaron los datos
de la frecuencia minima alélica (MAF) de la base de datos del proyecto de los
1000 genomas (1000G). Los resultados obtenidos fueron los siguientes: (Tabla

2)

Tabla 2: Ensayo piloto para calculo del tamafio minimo de la muestra a partir de

la frecuencia alélica.

Alelo MAF®
Ancestral
ESR1 rs2881766 G G: 0.469 264 0.450
ESR2 rs2987983 G G: 0.270 288 0.304

MAF?= proyecto 1000G MAF°= poblacién

Las frecuencias alélicas obtenidas del grupo piloto se analizaron
posteriormente con el programa Epitools Epidemiological calculators Ausvet ®,
el cual considera las variables genéticas de la enfermedad para calcular la N
minima para cada uno de los SNPs. Se encontr6 que para todos los
polimorfismos la N oscilo entre 200 y 300 muestras, por lo que se determino

gue se analizarian 500 muestras.
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Genotipificacion.

En este estudio se genotipificaron casos y controles utilizando gPCR,
mediante la metodologia TagMan® PreDesigned SNP Genotyping Assays ®.
Para la discriminacion alélica se utilizé el software 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Appied Biosystems), para identificar homocigotos para el alelo

variante, asi como heterocigotos y homocigotos para el alelo ancestral.

Analisis estadistico

La variable cuantitativa (edad) se describe como media en afos. Las
variables categoricas se describen como valor absoluto y porcentaje. Las
diferencias de las variables cuantitativas entre los grupos se analizaran
mediante prueba de t-student no pareada. Las diferencias de las variables

categdricas entre los grupos seran analizadas mediante la prueba de X 2

La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada SNP se
probé mediante la comparacion de las frecuencias genotipicas esperadas vs las
observadas de los controles (Prueba de X 2). Se utilizaron modelos de
regresion logistica multivariada para estimar los OR crudos y multivariados y su
IC de 95% correspondiente para analizar las asociaciones entre los
polimorfimos y el riesgo de cancer de mama. Los intervalos de confianza se

establecieron en 95% vy los valores de P para considerar significancia
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estadistica se fijaron en < 0.05. Se utilizé el paquete estadistico SPSS ® v22.0

para el analisis de los datos.
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CAPITULO VI: RESULTADOS

Caracteristicas epidemiolodgicas, clinicas y patoldgicas de la poblacién de

estudio

Se analizaron un total de 1200 muestras, de las cuales 650 correspondio
a casos y 550 a controles, recabadas de la base de datos del Laboratorio
Nacional BIOBANCO. La edad media de los casos fue de 53 afios (20-90),
mientras que en los controles fue de 47 afos (18-86). El porcentaje por rango
de edad, asi como el estado de procedencia de los sujetos en ambos grupos se

describe en la Tabla 3:

Tabla 3: Distribucién de la poblacién respecto a su lugar

de nacimiento y grupo de edad.

Casos Controles
(n=650) (n=550)
Coahuila 4.6% 7.6%
% Chiapas 15% 5.2%
-% Durango 1.7% 3.4%
E Nuevo Ledn 49.2% 48.2%
'é San Luis Potosi 6.7% 11.2%
it Tamaulipas 7.9% 8.6%

23



Otros 14.9% 15.8%
<40 13.1% 23%
3 40-50 29.5% 34.8%
©
()]
° 51-60 28.9% 21%
(@]
= 61-70 18.6% 13%
O
>71 5.4% 8.2%

Factores de Riesgo Ambientales

Respecto a las variables antropométricas, la media de peso en kg fue de
72 y 70 kg para los casos y controles, respectivamente. Ademas, se calculo el
IMC de los sujetos, observandose una media de 24.9 para los casos y de 27.72
para los controles. Se observé una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) respecto a la prevalencia de obesidad entre los grupos (42% en casos
vs 31% en controles). La distribucion de los sujetos conforme a la clasificacion

de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se presenta en la Tabla 3:
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Tabla 4: Distribucién de la poblacion de casos y controles segun la

clasificacion de IMC de la Organizacion Mundial de la Salud.

Casos Controles P
Desnutricion 6 (1%) 6 (1.3 %)
Normal 133 (22%) 152 (32.1%)
Sobrepeso 209 (34.5%) 175 (36-9%)
Obesidad grado | 158 (26.1%) 98 (20.7%) .000114
Obesidad grado I 73 (12.1%) 31 (6.5%)
Obesidad grado Il 26 (4.3%) 12 (2.5%)

Otros factores de riesgo ambientales

Asi mismo, se observé una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos respecto a la prevalencia del consumo de alcohol y tabaco

(Tabla 5)
Tabla 5: Frecuencia de consumo de alcohol y tabaco en los casos y controles.
Frecuencia
Factores de Riesgo
Casos Controles P
Alcohol 11.2 13.3 0.044
Tabaco 18.2 20.3 0.043
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Factores Hormonales

La media de edad de la menarca fue de 13 afios para ambos grupos. Al
momento de la recoleccion de los datos, el 61% de los casos y 39.8% de los
controles se consideraron post-menopausicas. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. La distribucion de los

distintos factores reproductivos por grupo y el analisis se muestra en la Tabla 5:
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Tabla 6: Prevalencia de factores hormonales de riesgo y protectores entre la

poblacién de casos y controles.

Casos Controles P

Historia de uso de
anticonceptivos orales 28.1% 22.7% 0.034
Historia de uso de Terapia de
Reemplazo Hormonal 8.4% 9.1% NS
Paridad (al menos 1 hijo
nacido vivo) 83.9% 82.1% NS
Edad (media) al nacimiento del
primer hijo. 23 23 NS
Pacientes que tuvieron primer
embarazo antes de los 30

. 74% 75.7% NS
anos.
Pacientes que tuvieron primer
embarazo después de los 30

. 8.4% 5.4% 0.05
afnos
Lactancia (Al menos 6 meses

66% 55.7% NS

en alguno de sus embarazos)
Duracion (media en meses) de
la lactancia 16.79 13.99 0.101
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Caracteristicas clinico-patoldgicas de la poblacion de casos.

Respecto a la lateralidad del CM, el 48%, 44.8% y 2.4% fueron
izquierdos, derechos y bilaterales (sincrénicos), respectivamente. Asi mismo, el
20.2% de las pacientes al momento de la recoleccion se encontraban en fase
metastasica. La distribucion de los sitios de metastasis se describe en la Tabla

5:

Tabla 7: Distribucién de los sitios de metastasis en la poblacién de casos.

Sitio de metéastasis Porcentaje
Oseas 32%
Pulmonares 25%
Hepaticas 13%
Sistema Nervioso Central 9%
Ganglios Linfaticos 15%
Otros 6%

De los casos, la mayoria se encontraban en etapas localmente
avanzadas (lIB-1lIC: 68.5%), mientras que un 21.3 y 10.2% de los casos se
encontraban en etapas tempranas (I-11A) y avanzadas (IV), respectivamente. La

distribucion de los casos por etapa clinica se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 8: Distribuciéon de los casos por etapa clinica
Etapa clinica Porcentaje

Etapa | 4.8%
Etapa IIA 16.6%
Etapa I1B 20.45%
Etapa IlIA 21.1%
Etapa IlIB 22.0%
Etapa IlIC 4.5%
Etapa IV 10.2%

En cuanto a la histologia de los casos, un 71.8% de estos fueron
Carcinoma Ductal Infiltrante (CDI) mientras que un 6.3% fueron Carcinomas
Lobulillares Infiltrantes (CLI) y 21.9% se clasificaron como otros subtipos
histologicos. Respecto a los subtipos moleculares de los casos, el 62.6%
expresaban receptores hormonales (RE + RP por IHQ), 23% se consideraron

HER2 Positivos (IHQ +++ 0 FISH/SISH) y un 14.4% fueron Triples Negativos.

Frecuencias genoptipicas del SNP rs2881766 (ESR1).

Para el SNP rs2881766 (ESR1) (Tabla 9) el genotipo mas frecuente en
los casos y controles fueron los homocigotos del alelo G con el 34.3% y 27.5%,

respectivamente sin encontrarse diferencia estadisticamente significativa entre
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ambos grupos (P=0.170). El grupo control se encuentra dentro del EHW,

mientras que la poblacion de casos se encuentra fuera del EHW.
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Tabla 9: Frecuencias genotipicas del SNP rs2881766 (ESR1) en la poblacion de casos

y controles.
Gen SNP Genotipos Casos Controles P OR Cl 95%
N 286 251
TT 64 (22.4%) 61 (24.3%) 1
170
ESR1 rs2881766
TG 124 (43.4%)  121(48.2%) 0.98 0.63-1.5
(T=>G)
GG 98 (34.3%) 69 (27.5%) 1.35 0.85-2.16
EHW 4.15 0.34

Asi mismo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la prevalencia del SNP rs2881766 (ESR1) entre los casos y los
controles, respecto al estado menopausico o a la edad al nacimiento del primer

hijo (Tablas 10 y 11).
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Tabla 10: Analisis del SNP rs2881766 (ESR1) en mujeres pre-menopausicas y post-

menopausia.
Gen SNP
rs2881766
ESR1 (T>G)

Genotipos

TT

TG

GG

TT
TG

GG

Casos Controles p

Pre- Menopausia

100 129
24 (24.0%) 27(20.9%) 484
45 (45.0%) 69 (53.5%)
31(31.0%) 33(25.6%)

Post- Menopausia

175 96
40(22.9%) 32 (33.3%)
72(41.1%) 38 (39.6%) 129
63 (36.0%) 26 (27.1%)

OR

0.73

1.06

1.52

1.94

Cl 95%

0.38-1.43

0.51-2.21

0.82-2.79

1.01-3.72
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Tabla 11: Asociacion del SNP rs2881766 (ESR1) con respecto a la edad al nacimiento del

primer hijo.
Gen SNP Genotipos Casos Controles P (0] Cl 95%
Edad de la primera gesta < 30
N 207 173
TT 43(20.8%) 44(25.4%) 0.092 1
TG 94(45.4%) 88(50.9%) 1.6 0.66-1.82
GG 70(33.8%) 41(23.7%) 1.75 0.99-3.09
ESR1 rs2881766 Edad de la primera gesta < 30
(T=>G)
N 26 17
TT 9((34.6%) 6(35.3%) .996 1
TG 9 (34.6%) 6(35.3%) 1.07 0.23-4.89
GG 8 (30.8%) 5(29.4%) 1.07 0.23-4.89

Para el SNP rs2987983 (ESR2) (Tabla 12) el genotipo mas frecuente en
los casos y controles fueron los homocigotos del alelo T con el 44.3% y 44.4%,
respectivamente sin encontrarse diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos (P=0.350).
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Tabla 12: Frecuencias genoptipicas del SNP rs2987983 (ESR2).

Gen

ESR2

SNP Genotipos

TT

TG
GG

EHW

Casos

287
127 (44.3%)

125 (43.6%)
35 (12.2%)

0.25

Controles P

268

119 (44.4%) .350

126(47.0%)
23(8.6%)

1.67

OR

0.93

1.43

Cl 95%

0.65-1.32

0.8-2.55

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la

prevalencia del polimorfismo rs2987983 en el gen ESR2 entre la poblacién de

casos y controles respecto al estado menopausico o a la edad al nacimiento del

primer hijo (Tablas 13y 14)
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Tabla 13: Andlisis del SNP rs2987983 (ESR2) en mujeres pre-menopausicas y post-

menopausicas.

Gen

ESR2

SNP

rs2987983
(A=>G)

Genotipos

AA
AG

GG

AG

GG

Casos

101
24(23.8%)

46(45.5%)

31(30.7%)

175
40(22.9%)
72(41.1%)

63(36.0%)

Controles P
Pre- Menopausia

129 484
27(20.9%)

69(53.5%)
33(25.6%)
Post- Menopausia
96
32 (33.3%)
38(39.6%) 129

26 (27.1%)

OR

0.75

1.06

1.52

1.94

Cl 95%

0.76-2.61

0.51-2.21

0.82-2.79

1.01-3.72
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Tabla 14: Asociacion del SNP rs2987983 (ESR2) con respecto a la edad al nacimiento del

primer hijo.
Gen SNP
rs2987983
ESR2  (a>q)

Genotipos Casos Controles

Edad de la primera gesta < 30

N 213 187
AA 91(42.7%) 86(46.0%)
AG 95(44.6%) 88(47.1%)
GG 27(12.7%) 13(7.0%)

Edad de la primera gesta < 30

N 27 19
AA 13(48.1%) 10(52.6%)
AG 10(37.0%) 7(36.8%)
GG 4(14.8%) 2(10.5%)

P OR
162 1
1.02
1.96
1
.904 1.1
1.54

Cl 95%

0.67-1.54

0.95-4.05

0.31-3.91

0.23-10.15
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CAPITULO VII

7. DISCUSION

Este estudio representa el primer ensayo realizado en poblacion
mexicana con la finalidad de encontrar asociaciones entre la presencia de
polimorfismos en los genes codificantes para los receptores de estrégenos

(ESR1y ESR2) y el cancer de mama.

Uno de los hallazgos relevantes de este ensayo es que se confirma el
papel de la obesidad como factor de riesgo significativo para el cancer de mama

como ya se ha reportado en otros estudios. *’

Respecto a la etapa clinica al diagndéstico en la poblacion de casos, se
encontré una mayor proporcién de pacientes en etapas localmente avanzadas
(47% vs 31% en Etapas IlIA-C) asi como una menor proporcién de etapas
tempranas (41.85% vs 55.2% Etapas 0-1IB) respecto a lo reportado en otros
estudios en nuestro pais. ° Esto pudiera explicarse dado que el centro de
reclutamiento de los casos es considerado centro de referencia y por tanto las
pacientes acuden en etapas mas avanzadas. Para la etapa avanzada (Etapa
IV) el porcentaje de casos al diagndstico fue similar a los reportes nacionales
(9.7 vs 10.2%). ° En cuanto a la distribucién por histologia, asi como los
subtipos moleculares en la poblacion de casos, se encontraron resultados

similares a lo reportado en estudios nacionales e internacionales. * *°
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Por otra parte, se encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre
la prevalencia de tabaquismo y consumo de alcohol entre las poblaciones,
siendo mayor para los controles que para los casos (13.3 vs 11.2% y 20.3 vs
18.2%, respectivamente). Esto pudiera explicarse dado que la mayoria de los
pacientes adoptan cambios al estilo de vida tras el diagndstico de cancer dado

el conocido impacto que tiene esta medida en la mortalidad por la enfermedad.

18

Si bien existe evidencia que algunos polimorfismos en los genes ESR1 y
ESR2 han demostrado ser factores de riesgo para el cancer de mama en
algunas poblaciones asiaticas ** y que se ha demostrado similitud genotipica
entre la poblacién mexicana y asiatica *°, en este estudio, no se logré demostrar
estadisticamente la asociacidbn entre la presencia de los polimorfismos
rs2881766 y rs2987983 en los genes ESR1 y ESR2 y el cancer de mama en
poblacién del noreste de México. Sin embargo, es posible que esta asociacion
pudiera demostrarse al aumentar el nimero de sujetos en la poblacion de

controles, pareandolos por grupos de edad
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CAPITULO VI

8. CONCLUSION

Este estudio no logré6 demostrar asociacion entre la presencia de los
SNPs rs2881766 en el gen ESR1 / rs2987983 en el gen ESR2 y el riesgo de
cancer de mama en la poblacién estudiada. Sin embargo, dados los hallazgos
reportados en otras poblaciones, pudieran existir SNP’s especificos para la
poblacibn mexicana que permitan la identificacion de factores de riesgo
genéticos adicionales aun desconocidos para esta enfermedad. Lo anterior
recuerda la importancia de incluir el analisis genémico como parte esencial de

los estudios de investigacion en el futuro.
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CAPITULO IX: ANEXOS

9.1 Carta de Consentimiento Informado:
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ESR1: Gen del Receptor de Estrogeno Tipo 1

ESR2: Gen del Receptor de Estrogeno Tipo 2

kDa: Kilodaltons

ADN: Acido Desoxirribonucleico

SNPs: Polimorfismos de Nucledtidos Simples

CM: Céancer de Mama

UANL: Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

gPCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

NS: No significativo
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kg: Kilogramo

IMC: indice de Masa Corporal

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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