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HOMOGENEIDAD GENETICA EN MUJERES CON CANCER DE MAMA

EN EL NORESTE DE MEXICO.

CAPITULO 1
INTRODUCCION
El cancer de mama (CM) es un grave problema de salud publica que tiene una etiologia
multifactorial, incluyendo factores genéticos y ambientales. Como factor de riesgo el
componente genético es el mas importante. La genética del cancer de mama en nuestro
pais apenas empieza a ser estudiada (Ruiz- Flores, 2001; Calderon- Garciduetias 2005) .
Dada las caracteristicas de nuestra poblacion mestiza, producto de la mezcla de
caucasicos, indios y africanos se requiere investigar si la poblacion con cancer de mama
es genéticamente homogénea y similar a la poblacion aleatoria. Esto es sumamente
importante para validar estudios de genes candidatos de susceptibilidad para CM. El
proposito de este trabajo fue precisamente investigar si la poblacion con CM es
genéticamente homogénea con la poblacion aleatoria, utilizando marcadores
polimérficos del tipo de STRs. En los siguientes apartados se presenta un panorama
general sobre CM y sobre estudios poblacionales que permite conectar este problema
de salud, con la base genética no solo de susceptibilidad sino también a nivel

poblacional.
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1. 1. Estructura Bioldgica

1. 1. 1. Historia

A partir de la década de 1960, se da una innovacion en el estudio de la estructura
biologica de las poblaciones animales: se trata del fin al de la separacion entre la
ecologia de poblaciones y la genética de poblaciones. Ambas, para mediados del siglo,
habian alcanzado, independiente y paralelamente, un alto grado de sofisticacion en sus
conceptos, en sus técnicas, y en las herramientas matemadticas y estadisticas que les
sirven de descripcion. Sin embargo, el ecologo de poblaciones seguia su trabajo
suponiendo que la poblacion era genéticamente homogénea, que no se daban cambios
en la constitucion genética a lo largo del tiempo, que los pardmetros poblacionales con
que se trabajaba no sufrian ningliin efecto del ambiente o de los otros organismos,
conducente a algiin tipo de seleccion. De manera similar, el genetista de poblaciones
analizaba cambios en las frecuencias genéticas, las tasas de mutacion, los problemas de
retro-cruza, y muchos otros aspectos fundamentales de la genética de poblaciones,
haciendo caso omiso de toda una serie de caracteristicas fundamentales que se dan en las
poblaciones y que constituyen el eje sobre el cual elabora su propio edificio el ecélogo
de poblaciones; aspectos fundamentales como estructura de edades de la poblacion,
proporcion de sexos, distribucion espacial de los individuos de la poblacion, ciclos de
vida, tablas de vida, tablas de fecundidad, eran ignoradas por el genetista de poblaciones

(Rabinovich, 1980).
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1.1.2. La poblacion en América

Los primeros pobladores de América fueron ancestros asiaticos que cruzaron el
estrecho de Bering, por Alaska antes del final de la glaciacion Wurm-Wisconsin, hace
entre 15,000 y 40,000 afios (Serrano-Sanchez, 1993). A partir de estos ancestros, la
poblacion se distribuy6 a todo lo largo del continente. Sin embargo, a partir de 1492 y
con la llegada de Cristobal Colon, el perfil de la poblacion americana se modifico.

En 1492, los reyes cat6licos Isabel y Fernando expulsaron definitivamente de Espafia
a moros y judios, excepto a aquellos que se convirtieron al catolicismo(Coon 1969). A
pesar de ello, muchos judios conversos encontraron mas seguro marchar a América.
Después de 50 afios, habia 15,000 espafioles en América, principalmente andaluces,
extremefios, castellanos y vascos (Velasco, 1993).

Dado que la conquista fue una empresa esencialmente masculina y que el nimero de
las mujeres blancas en América era escaso, el mestizaje entre blancos e amerindias se
inicio rapidamente(Saenz, 1993). Con la llegada de esclavos negros, pronto se inicio la
mezcla con otros elementos raciales, predominantemente indigenas, ya que se
importaban sobre todo hombres negros en una proporcion de 3:1 en relacion a mujeres
de color (Saenz, 1993). Para mediados del siglo XVII, los negros sobrepasaban a los
espafioles. En el afio de 1640 habian 150,000 esclavos en México’. Con el tiempo la
poblacion resultante del cruce de blancos, indios y negros se increment6 y el resultado
poblacional fue adquiriendo un aspecto mas homogéneo fisicamente (Séenz, 1993).

Actualmente, México cuenta con casi 100 millones de habitantes distribuidos en los 32
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estados (INEGI, 2000).

1.1.3. Poblacion de Nuevo Ledén

Nuevo Ledn, situado en el noreste de México tiene una superficie de 64,555 km? y
una poblacién en el censo del 2000, de 4 millones de habitantes. La capital del estado,
Monterrey, se localiza en la parte centro- occidental del territorio y con otras 6 ciudades
constituye el area metropolitana de Monterrey, donde se concentra el 78.4% de la
poblacion.

En 1821, el estado tenia una poblacion de 78,816 habitantes con un promedio de 52%
espafoles, 45% indigena y mestiza y 3% africana. En la actualidad se considera que casi
el 100% de la poblacion es mestiza con diferentes grados de mezcla génica (Vizcaya,
1969).

La estructura genética de la poblacion de Nuevo Leon se ha visto influida desde su
colonizacion entre 1577 y 1596 hasta la fecha, por varios eventos. De inicio, las
poblaciones antecesoras, como fueron los indios nativos, los indios inmigrantes
(Tlaxcaltecas, Lipanos y Comanches), espafioles, portugueses, judios sefarditas,
franceses y alemanes (Del Hoyo, 1979). Ocho guerras en las que los habitantes del
estado participaron: la independencia de México (1810-1821), la independencia de
Texas (1832), la guerra de Estados Unidos- México (1846), la batalla de Ayutla (1854),
las invasiones de Lipanos y Comanches (1848- 1870), la guerra de Reforma (1857-
1860), la invasion Francesa (1862- 1866) y la Revolucion Mexicana (1910- 1917). Las

epidemias de viruela en el siglo XVII (Herndndez, 1973) y la de fiebre amarilla en el
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siglo XIX (Montemayor, 1971). Finalmente, la inmigracidon que continta hasta la fecha
debido al crecimiento industrial del area. En 1940, la poblaciéon en el estado tenia
541,147 habitantes, de los cuales el 39.24% residia en el area metropolitana de
Monterrey (AMM). Para 1960 la poblacion se increment6 a 1,078,848 de los cuales el
66.41% residia en el AMM. Este incremento se debid a la migracion de 400,000
personas provinentes principalmente de SLP, Coahuila, Zacatecas, la ciudad de México
y de algunos paises extranjeros (Montemayor, 1971).

1.1.4. Relaciones genéticas poblacionales

Las relaciones genéticas entre poblaciones se pueden medir con diferentes
parametros. Uno de ellos es la mezcla génica, que permite calcular en las poblaciones
hibridas, la proporcion de genes provinentes de cada una de las poblaciones fundadoras
(Chakraborty, 1975).

La mezcla génica consiste en la posibilidad de que dos poblaciones genéticamente
diferentes se mezclen entre si. La formula que permite estimar en las poblaciones
mestizas la proporcion de genes provinente de cada una de las poblaciones antecesores
es:

% de mezcla génica = (q" - Q) / (- Q) x 100, en donde q* es la frecuencia alélica de la
poblacion hibrida (por ejemplo Monterrey), mientras que q (amerindia) y Q (espafiola)
representan las frecuencias alélicas de las poblaciones antecesoras (aquellas de que se
formo la poblacion mestiza). Habitualmente el unico dato experimental con que se
cuenta es la frecuencia del gen en la poblacion mestiza, mientras que las frecuencias de

las poblaciones base son obtenidas de la literatura, aceptando que son iguales o similares
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a las existentes cuando ocurri6 la mezcla génica (Chakraborty, 1988).

1.1.5. Estudios de estructura biolégica en México

En el estado de Nuevo Leodn se ha calculado el por ciento de mezcla génica usando
como marcadores genéticos a los grupos sanguineos (Garza, 1983). Con estos estudios
se ha demostrado que la poblacion tiene contribucion espafiola y amerindia y que en los
estratos socioecondmicos altos hay mayor contribucion espafiola que en los medios y
bajos (Cerda-Flores, 1987). También se evidencio que en la generacion de 1894- 1923
hubo una mayor contribucion espafiola que en la de 1954- 1983 y que en los individuos
cuyos cuatro abuelos nacieron en Nuevo Ledn, hay una mayor contribucion espafiola que

los que nacieron fuera del estado (Cerda- Flores 1989).

En 1991, se estudio a la poblacion Mexicana que reside en el drea Metropolitana
de Monterrey (AMM), la cual fue agrupada por generaciones y el lugar de nacimiento
de sus cuatro abuelos [AMM, San Luis Potosi (SLP) y Zacatecas (ZAC)], para
determinar el grado de variacion genética y las diferencias genéticas entre los individuos
nativos en el AMM vy las poblaciones inmigrantes de SLP y ZAC al Estado de
Nuevo Ledn. Se determinaron las frecuencias de nueve sistemas de grupos sanguineos.
El andlisis de distancia genética indica que SLP y ZAC son semejantes al AMM,
independientemente del lugar de nacimiento y de las generaciones. El andlisis de
diversidad génica (Gg) sugiere que mas del 96% del total de diversidad génica (H;)

puede ser atribuida a la variacion individual dentro de la poblacion. El analisis de
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mezcla génica sugiere que los individuos del AMM, SLP y ZAC, estratificados por
lugar de nacimiento y generacion, han recibido una contribuciéon predominantemente
Espafiola (78.5%), seguida por una contribucion indigena Mexicana (21.5%).
Similarmente se utilizd el andlisis de mezcla génica, para conocer el grado de
contribucion que ha tenido la poblacion de Nuevo Ledn (estratificada en tres
generaciones) de las poblaciones del AMM, ZAC y SLP, se observd una mayor
contribucion del AMM (64.6%), seguida por lade ZAC (22.1%) ylade SLP (13.3%). Se
demostrd que no hay asociacion no-aleatoria de los alelos de los sistemas sanguineos
analizados (por ejemplo, no hubo evidencia de desequilibrio gamético) existiendo
ademas homogeneidad genética en la poblacion aleatoria del Noreste de México, a
pesar de que esta poblacion es de origen mestizo (Cerda- Flores, 1991).

En 1994 se realizé una comparacion de la distribucion de homogeneidad genética
de las poblaciones del Noreste de México con las México-americanas utilizando cinco
marcadores genéticos no moleculares, no encontrando diferencias en los perfiles entre
ellas (Cerda- Flores, 1994).

En el 2000, en un estudio sobre la estructura genética en una poblacion
seleccionada de 417 mujeres con fertilidad natural del Noreste de México, se encontro
que mas del 99.1% del total de la diversidad puede atribuirse a variacion entre los
individuos dentro de la poblacion. Esta poblacion ha recibido predominantemente una
mayor contribucion espafiola y una menor Amerindia. Esta poblacion presentd
homogeneidad genética (Cerda- Flores, 2000).

En el 2002, se encontrd en poblacion aleatoria (n=143), no emparentada y sana
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que los haplotipos del DNAmt era 100% de origen Amerindio (A =39.86%, B=4.20%,
C=36.36% y D =19.58%). Al agruparse la poblacion por lugar de nacimiento de las
abuelas maternas se encontr6 que existio una distribucion homogénea de acuerdo a las
cuatro zonas(Cerda- Flores, 2002-a).

En 143 Mestizos Mexicanos, no emparentados y sanos se encontrd que 13 STRs
se distribuian homogéneamente en la poblacion del Noreste de México. Ademas los
resultados de mezcla génica fueron similares a los encontrados al utilizar grupos
sanguineos y los sistemas D1S80 y HLA-DQA1(Cerda- Flores, 2002-b).

Posteriormente se compararon los polimorfismos genéticos de los marcadores
D1S80 y HLA-DQAT1 en tres poblaciones Mestizas Mexicanas (Nuevo Leon, Jalisco y
Distrito Federal) y se determiné que éstas presentan una distribuciéon homogénea (Cerda-
Flores, 2002-c). Todos estos resultados apoyan el uso de estos marcadores genéticos en
el andlisis de homogeneidad genética. Esta Gltima publicacion sustentd el presente
proyecto pues el hecho de haber encontrado que las poblaciones mestizas de los Estados
de Nuevo Ledn, Jalisco y el Distrito Federal comparten una estructura y mezcla genética
similar, nos hace inferir (desde un punto de vista epidemioldgico) que este hallazgo
tendra profundas implicaciones en los estudios de asociacion de enfermedades con
genes en México ya que se facilitard el muestreo tanto de individuos afectados como de
controles sin necesidad de detallar informacion acerca de su historia residencial o
historia de migracion entre Estados del pais, lo que conduce a la posibilidad de una facil
colecta de grandes series de casos y controles aplicables posteriormente a la busqueda de

genes candidatos. Dado lo anterior, decidimos trabajar con uno de los mas graves
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problemas de salud en México, el Céancer de Mama (CM) y probar si esta
homogeneidad genética se conserva en poblacion seleccionada como en las mujeres con

CM.

1. 2. Cancer de Mama
1.2.1. Epidemiologia
El CM es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en mujeres.
Cada ano se diagnostican un millon de casos nuevos a nivel mundial y se producen unas
300,000 muertes (Pisan, 1999). Anualmente en los Estados Unidos se reportan 180,000

casos nuevos y 30,000 defunciones por esta causa (Holford, 1991).

México es un pais de casi 98 millones de habitantes, el 50% de los cuales son
mujeres’. En 1993 se reportaron en nuestro pais 5,739 casos nuevos de CM, de los
cuales el 20% eran residentes de Nuevo Leon®*. En 1998 esta cifra aumenté a 9,490. La
tasa de mortalidad promedio en México es de 10.45/100,000 mujeres. El estado de
Nuevo Ledn ocupa el tercer lugar en mortalidad con una tasa de 15.9/100,000 habitantes
después del Distrito Federal y Coahuila. De hecho, la mortalidad debida a CM es mayor
en los estados del norte de México: Coahuila (16.1), Nuevo Ledn, Sonora (14.5),

Chihuahua (14.1) y Baja California (13.5) (RHNM, 1993, 1998).
1.2.2. Factores de riesgo

A pesar de los avances oncoldgicos, el estudio de la etiologia del CM estd aun en

proceso.
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Los factores de riesgo que modulan el desarrollo de CM incluyen: edad, pais de
origen, estado socioeconomico, eventos reproductivos, hormonas, estilo de vida
(consumo de alcohol, dieta, obesidad, actividad fisica), historia familiar de CM
(Calderén- Garciduenas, 2000), densidad mamografica, historia de enfermedad benigna
mamaria, radiacion ionizante, densidad osea, estatura, niveles de prolactina y de IGF-1,
agentes quimio- preventivos (Dumitrescu, 2005). Por supuesto los factores genéticos son
muy importantes e incluyen: genes de susceptibilidad para CM de alta penetrancia
(BRCA1, BRCA2, p53, PTEN, ATM, NBSI1 y LKB1) y de baja penetrancia como los
genes del citocromo P450 (CYP1A1, CYP2D6, CYP19), la familia del glutation-S-
transferasa (GSTM1, GSTP1), genes del metabolismo del alcohol y de estructuras de un
carbon (ADHIC and MTHFR), genes de reparacion de DNA (XRCC1, XRCC3,
ERCC4/XPF) y genes que codifican moléculas de sefialamiento celular (PR, ER,

TNFa o HSP70) (Dumitrescu, 2005).

1.2.2.1. Etnicidad y CM.

En Estados Unidos, los estudios epidemioldgicos han mostrado que la incidencia de
CM es menor en mujeres pertenecientes a minorias étnicas y la mortalidad es mayor en

mujeres afro-americanas comparadas con mujeres de raza blanca.

En un estudio de seguimiento (Chlebowski, 2005) de 156, 570 mujeres
posmenopausicas se estudiaron las diferencias raciales o étnicas en la incidencia de CM

y en el pronostico. Después de un seguimiento promedio de 6.3 afios, se diagnosticaron
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3,938 CM. La incidencia ajustada por edad para todos los grupos minoritarios (Afro-
americano, hispanico, amerindio/ nativo de Alaska, y Asiatico/ Islas del Pacifico) fue
menor que para mujeres blancas, pero el ajuste de factores de riesgo justifico la
diferencia en todos los grupos, excepto el afro-americano. E1 CM en mujeres afro-
americanas tiene caracteristicas desfavorables; el 32% de los CM en estas mujeres
fueron de alto grado de malignidad y receptores estrogénicos negativos comparado con
el 10% en mujeres blancas (OR =4.70, 95% CI=3.12 a 7.09). Después de ajustar los
factores prondsticos, las mujeres afro-americanas tuvieron una mortalidad més alta que
las blancas (OR = 1.79, 95% CI = 1.05 a 3.05) que correspondié a 9 y 6 muertes por
10,000 mujeres en afro-americanas y blancas respectivamente. Este estudio mostrd que
las diferencias en las tasas de incidencia de CM entre diferentes grupos étnicos se
explicaron por la distribucion de factores de riesgo excepto en afro-americanas, en las
cuales el tumor tiene un peor pronostico lo que contribuye a una mayor mortalidad en

este grupo.

1.2.2.2. Obesidad y CM.

La obesidad y la ganancia adulta de peso son factores de riesgo bien establecidos
para CM posmenopausico y se relacionan con el hecho de que a mayor grasa en la época
posmenopausica, mayor nivel de estrogenos circulantes debido a la capacidad del tejido
adiposo de convertir la androstenodiona (AD) o la testosterona a estrégenos gracias al
sistema del citocromo P450 presente en este tejido. La reaccion de importancia central es

la aromatizacion del anillo A y el tejido adiposo forma principalmente estrona. Después
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de la menopausia, el nivel circulante de AD es alrededor de la mitad del que se ve antes
de la menopausia. la mayor parte de esta AD proviene de las suprarrenales y solo una
pequeiia porcidon viene de los ovarios. El nivel de testosterona no cae en forma
apreciable, y de hecho el ovario posmenopausico segrega mas testosterona que el
premenopausico. El nivel de estradiol circulante después de lamenopausia es de 10- 20
pg/ ml (comparar con 200pg/ml durante el pico de ovulacion de la mujer fértil) y la
mayor parte deriva de la conversion periférica. El nivel circulante de estrona en la
menopausia es mayor que la de estradiol y su promedio es de 30 pg/ ml. La produccién
promedio de estrogenos es de 451g/24 h. El porcentaje de conversion de la AD se
correlaciona con la edad. Mientras que la cantidad de AD disminuye a la mitad, el
porcentaje de su conversion se duplica en la mujer posmenopéusica a medida que va
aumentando su edad. Estos cambios se compensan uno a otro, lo que mantiene la
produccion de estrégenos en un nivel estable de 45 pg/ 24 h. El porcentaje de conversion
de la AD en estrogeno se correlaciona también con el peso corporal. A mayor peso
corporal, mayor conversion, es por eso que la obesidad en posmenopausicas es factor de
riesgo para CM.

La ganancia de peso durante periodos criticos parece relacionarse también con
aumento del riesgo de CM. En un estudio reciente (Harvie, 2005) se investigd la
asociacion de cambios en el peso (pérdida o ganancia en exceso del 5% del peso
corporal) usando dos modelos de factores de riesgo: a) edad de 18 a 30 afios y edad de
30 afios a la menopausia y b) edad de 30 afios a la menopausia. Se estudiaron 33,660

mujeres posmenopausicas en lowa. Después de un seguimiento de 15 afios, ocurrieron
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1,987 casos de CM. El patron de peso corporal més frecuentemente observado fue el
incremento progresivo; estas mujeres tuvieron la incidencia mas alta de CM y sirvieron
como referencia para las comparaciones. Los grupos de riesgo mas bajo fueron: (a)
mujeres que mantuvieron su peso o lo perdieron de los 18 a los 30 afios y después lo
perdieron de los 30 a la menopausia [RR=0.36;95% CI: 0.22-0.60] y (b) mujeres que
mantuvieron o perdieron peso de los 30 afios a la menopausia y luego perdieron peso
posterior a la menopausia (RR = 0.48; 95% CI, 0.22-0.65). Las mujeres que ganaron
peso de los 30 anos a la menopausia pero lo perdieron después de ésta experimentaron
reducciones del riesgo (RR =0.77; 95% CI, 0.64-0.92) aunque quiz4 ligeramente menor
que las mujeres que mantuvieron su peso en ambos intervalos (RR =0.63; 95% CI,
0.55-0.73). Las mujeres que ganaron peso entre los 18 y los 30 afos y después lo
perdieron de los 30 a la menopausia tuvieron reducciones semejantes de riesgo (RR,
0.61; 95% CI, 0.46-0.8) con mujeres que mantuvieron su peso en ambos intervalos (RR
=0.73;95% CI, 0.64-0.84). Las mujeres que ganaron peso durante el periodo de los 30 a
la menopausia pero que mantuvieron un peso estable después de la menopausia tuvieron

tasas similares al grupo de referencia.

Todos estos datos sugieren que la prevencion de ganancia de peso entre los 18 afios y

la menopausia o la pérdida de peso y mantenimiento del mismo durante estos afios

reducen el riesgo de CM posmenopausico.

1.2.2.3. Factores reproductivos.
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Los factores de riesgo reproductivos incluyen la menstruacion temprana, la
menopausia tardia y la historia negativa de lactacion antes de los 25 afios (Calderon-
Garciduefias, 2000). En otro estudio también mexicano, se determind que los
principales factores de riesgo reproductivo para CM fueron no tener hijos, baja paridad
y edad tardia para tener el primer hijo (Lopez- Carrillo, 1997).
Las caracteristicas menstruales y reproductivas se relacionan con el estado hormonal
de la mujer, particularmente con el balance entre estrogenos, progesterona y sus
derivados. Los estrogenos son activadores de la proliferacion celular y actian
directamente sobre receptores nucleares. Por otro lado, las mismas células neoplasicas
son capaces de producir promotores de crecimiento que favorecen la proliferacion
tumoral. Entre estas sustancias destacan el factor de crecimiento epitelial alfa (TGF-a),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFQG) y el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) (Viladiu, 1996).

Una menarquia (primera menstruacion) temprana y una menstruacion tardia
favorecen la exposicion prolongada a estrogenos. Como se menciond con anterioridad,
entre las influencias hormonales, una funcion etioldgica relevante es la exposicion sin
oposicion a niveles elevados de estrogenos y androgenos. Los estrogenos son hormonas
esteroideas, solubles en lipidos, hidrofobicas, que se transportan en proteinas
acarreadoras especificas, desde el sitio de su liberacion hasta el tejido diana. En el tejido,
pasan a través de la membrana celular por difusion simple para unirse finalmente a
receptores proteicos especificos en el niicleo. El complejo receptor-hormona se une a

secuencias especificas de DNA llamadas elementos de respuesta hormonal (ERH) y de
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esta manera modifican la expresion génica. Este complejo incrementa o suprime la
expresion (trascripcion en RNAm) de genes especificos adyacentes a los ERH, y por
tanto modifica la sintesis de los productos proteicos ( O'Malley, 1991). En otras
palabras, el complejo receptor- hormona actia como la llave que activa la sintesis de
DNA vy produce actividad replicativa en el tejido blanco, en este caso, las glandulas
mamarias, mediante la activacion del AMPc. Las hormonas en este contexto son
promotoras del proceso carcinogénico. Es mas, la evidencia epidemioldgica mas
reciente indica que no solo los factores endocrinos sino también factores metabolicos
relacionados con el metabolismo de glucosa, los estados de hiperinsulinemia y
resistencia a insulina y la bio-disponibilidad del factor de crecimiento semejante a
insulina juegan un papel importante en cancer de mama. Estos factores endocrinos y
metabolicos pueden representar blancos futuros para la prevencion del cancer ( Muti,
2004).

Aunque estos factores reproductivos parecen ser aplicados a la poblacion mundial
femenina, la operatividad de los mismos puede variar en diferentes poblaciones
dependiendo de los cambios en procesos reproductivos (hijos a edades mas tardias,
ausencia de lactacion), por lo que es preciso reevaluar estos procesos en cada poblacion
de acuerdo a estos cambios en estudios de casos y controles.

Asi, la incidencia de CM en japonesas, que hasta hace poco era una poblacion
tradicionalmente de bajo riesgo, se ha incrementado sustancialmente.

Se examinaron 38,159 mujeres japonesas entre 40-79 afios de 1988 a 1990 y se

siguieron en promedio 7.6 anos. En este lapso hubo 151 casos de CM. En esta poblacion
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se observo una disminucion en el riesgo de CM con el incremento de la paridad entre
mujeres con hijos (P =0.01). Las mujeres con 4 o mas hijos tuvieron 69% menor riesgo
que las nuliparas y el riesgo se mantenia en mujeres posmenopausicas. El riesgo se
incremento con el incremento de edad al primer parto (P = 0.05) y se hizo méas aparente
en mujeres posmenopausicas (P =0.02). Comparadas con mujeres que habian tenido su
primer hijo antes de los 25, aquellas que retardaron el evento hasta después de los 34
tuvieron un RR de 2.12 (95% CI: 0.72-6.21) y 3.33 (1.07-10.3) entre el total de sujetos y
las menopausicas respectivamente. En esta poblacion no hubo asociacion con riesgo de
CM entre la edad de la menarquia o menopausia. En este estudio se concluyo que de
acuerdo a los factores de riesgo reproductivo el CM en Japon es similar a lo que se
observa en paises occidentales y que el numero de partos y la edad del primer parto
puede ser factores importantes en la etiologia del CM en mujeres japonesas (Tamakoshi,
2005).

Dentro de factores reproductivos también se ha investigado la historia de abortos
como factor de riesgo. En un estudio de casos y controles se analizaron 2828 mujeres
con CM y 8781 controles. Después de estratificar por edad al diagndstico, paridad, y
edad al primer nacimiento, la razon de momio (RM o OR) para CM fue de 1.02 (IC
0.88-1.18) en mujeres con historia previa de aborto y 0.80 (IC 0.72- 0.89) en aquellas
con aborto inducido. En este estudio se concluyd que la historia de aborto previo natural
o inducido no representa un riesgo sustancial para el futuro desarrollo de CM ( Brewster,

2005).

1.2.2.4. Factores dietéticos.
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Existen multiples estudios de casos y controles que han demostrado que el consumo de
vegetales y frutas protegen contra CM. También se ha demostrado que la obesidad y el
consumo alto en grasas y bajo en fibras de las sociedades occidentales se asocian con un
aumento en los niveles de estrogenos, que incrementan el riesgo de desarrollar CM. La
hiperinsulinemia asociada a la obesidad sinergia la accion de los estrogenos en estimular
la progresion de la lesiones pre-neoplasicas en las mamas de mujeres posmenopausicas.
El incremento en la ingesta de fibra puede reducir la resistencia a la insulina y reducir los
niveles circulantes de estrogenos (Stoll, 1997). Existen algunos estudios con corto
seguimiento de casos, en los que no parece haber asociacion relevante entre el consumo
de vegetales y el de frutas y el desarrollo o prevencion de CM (Clavel, 2005).

En un estudio se examind la asociacion entre la dieta y el riesgo de CM
posmenopausico. Entre 1984 y el 2000 se estudiaron 3,206 casos de CM. En estas
pacientes se identificaron dos patrones de dieta. El patron prudente se caracteriz6 por un
consumo alto de frutas, vegetales, granos enteros, productos lacteos bajos en grasa,
pescado y pollo, mientras que la dieta occidental se caracteriz6 por mayor consumo de
carne roja y carne procesada, granos refinados, dulces, postres y productos lacteos altos
en grasa. Ninguno de los dos patrones se relacioné con un riesgo mayor de CM
posmenopdausico. Sin embargo se observd una asociacidon positiva entre el patron
occidental y el habito de tabaquismo (RR = 1.44, 96% IC = 1.02- 2.04; p= 0.03).
También fue evidente una asociacion inversa entre la dieta prudente y los canceres con
receptores de estrogeno negativo (RR = 0.62; 95% IC = 0.45- 0.88; p=0.006). Entre los

grupos (un alto consumo de frutas RR por incremento de un servicio / dia = 0.88; 95%
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IC = 0.80-0.97; p= 0.009) y vegetales (RR = 0.94; 95% IC = 0.88- 0.99; p=0.03) se
asociaron con riesgo disminuido de receptores de estrogeno negativo. La conclusion fue
que el tipo de dieta occidental puede elevar el riesgo de CM entre fumadoras y la dieta
prudente puede proteger contra tumores con receptores de estrogenos negativos (Fung,
2005).
En otro estudio se observdé una disminucion en el riesgo de enfermedad
fibroquistica proliferativa (EFP) y de EFP y CM con el mayor consumo de frutas y

vegetales (Li, 2005).

En general, la mayoria de los estudios apuntan en lo positivo del consumo de frutas y
verduras y la prevencion no solo del CM sino de otras neoplasias y de enfermedades

cardiovasculares.

1.2.2.5. Factores ambientales.
Existen factores ambientales que pueden influir en el riesgo para desarrollar CM.

1.2.2.5.1. Cadmio. Algunos estudios recientes han sugerido que el cadmio es un
compuesto estrogénico que puede potenciar el riesgo para CM. En 164 mujeres
japonesas se investigd la relacion entre las concentraciones urinarias de cadmio y las
concentraciones séricas de estrona, testosterona y sulfato de dehidro-epi-androsterona
(SDHA). Se encontré una asociacion significativa positiva entre los niveles urinarios de
cadmio y los niveles séricos de testosterona después de ajustar por edad e indice de

masa corporal. El nivel medio de testosterona fue 28% mas alto en mujeres con cadmio
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urinario alto (> 3.00 ug/g creatinina) que en aquellas con cadmio bajo (< 2.00 ug/g
creatinina). Los niveles urinarios de cadmio no se asociaron significativamente con los
niveles de estrona sérica ni de SDHA. Estos datos sugieren que la exposicion a cadmio
estd asociada con niveles elevados de testosterona. Como los niveles altos se han
asociado con riesgo para CM, la participacion del cadmio en el riesgo de CM, debera

evaluarse en estudios futuros (Nagata, 2005).

1.2.2.5.2. Fluidos para manufactura de metal. Los fluidos para manufactura de
metal se usan para la lubricacion del metal durante su manufactura. Algunos estudios
han reportado riesgo elevado para algunos canceres en trabajadores expuestos a estos
fluidos. Se ha hipotetizado que estos fluidos pueden incrementar el riesgo de CM debido
a su poder carcinogénico y/ 0 a quimicos que alteran las vias metabolicas hormonales. Se
realiz6 un estudio de casos y controles anidado en una cohorte de 4,680 trabajadoras de
la industria automovilistica que habian sido empleadas cuando menos durante tres afios
consecutivos entre el 1/1/41 y el 1/1/85 con seguimiento hasta 1994. Se identificaron 99
casos de CM y se identificaron 625 controles apareados por edad. Se observo una
asociacion débil positiva entre el tiempo acumulativo de exposicion a fluidos solubles y
el riesgo de CM. La asociacion mas fuerte se observo para fluidos solubles usados en la
década previa al diagnostico. Se observé una RM de 1.18 (95% IC = 1.02- 1.35) por
mg/m’ por afio de exposicion acumulativa a fluidos solubles en ese periodo de 10 afios.
Este estudio sugiere que puede existir alguna asociacion entre exposicion a fluidos

solubles y riesgo de CM. Se requieren estudios confirmatorios (Thompson, 2005).
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1.2.2.5.3. Campos magnéticos ocupacionales. Varios estudios epidemioldgicos
recientes sobre exposicion laboral a campos magnéticos han sugerido una asociacion con
CM. Sin embargo, el mas reciente de ellos, realizado en mujeres empleadas entre 1976
y 1999 en Suecia mostro otros resultados. Se identificaron 20,400 casos de CM en el
registro de CM vy se seleccionaron al azar 116,227 controles. La RM observada para
mujeres expuestas a 0.30 uT o més fue de 1.01 (95%; IC: 0.93-1.10). Este resultado no
apoyo la hipdtesis de que los campos magnéticos aumentan el riesgo de CM (Forssen,

2005).

1.2.2.5.4. Radiacion. Los datos epidemiologicos disponibles apoyan una relacion
linear dosis-respuesta con dosis tan bajas como 100mSv. La magnitud del riesgo por
unidad de dosis depende de cuando ocurrid la exposicion a radiacion, la exposicion antes
de los 20 afios tiene el mayor riesgo. Otras caracteristicas que pueden influenciar la
magnitud del riesgo en funcién de la dosis especifica son la edad a la que se observa el
riesgo, la edad al primer hijo, la paridad, exposicion a radiacion durante el embarazo y

factores genéticos (Ronckers, 2005).

1.2.2.5.5. Actividad fisica recreacional y riesgo de CM. En un estudio de
cohorte multicéntrico (Macera, 2005) sobre ejercicio y riesgo de CM en 74,17 1mujeres
de 50-79 afios con seguimiento promedio de 4.7 afios se presentaron 1780 casos de CM.

Las mujeres que tenian historia de ejercicio intenso > a 3 veces por semana a la edad de
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35 afios, tenian disminucion del riesgo de CM (RR ajustado multivariado RR 0.86; 95%
IC, 0.78- 0,95) comparado con las mujeres que no tuvieron esta caracteristica. La
asociacion no fue significativa a los 50 ni a los 18 afios. En general, la actividad fisica es
protectora contra CM. Comparado con las que no hacian ejercicio, el riesgo se redujo
para las que si, en un 18%, 11%, 17% y 22% si se ejercitaban 5.1-10, 10.2-20,20.1-40 y
>40 h/ semana. Las horas de actividad fisica moderada no se asociaron
significativamente con riesgo para CM (P para la tendencia, 0.12), aunque la duracion
mas prolongada de >7 h/ semana, comparada con 0/ semana mostrd una reduccion
significativa en riesgo (RR, 0.79; CI, 0.63-0.99). Cuando las mujeres se dividieron por
tertiles de indice de masa corporal (IMC con cortes a 24.13 y 28.44 Kg. / m) la actividad
fisica mayor fue protector contra CM para aquellos en el tertil més bajo de IMC (P =
0.03) pero no para aquellas en los tertiles superiores. La conclusion de este estudio fue
que la actividad fisica se asocia a una disminucion en el riesgo de CM en mujeres
posmenopausicas americanas. Una hora al dia de ejercicio moderado o intenso provee el

mayor beneficio.

1.2.2.5.6. Uso de drogas anti-inflamatorias no esteroideas. El uso de drogas
anti-inflamatorias no esteroideas (AINES), especialmente aspirina, se ha asociado con
riesgo disminuido de CM en estudios de casos y controles. Sin embargo los estudios
prospectivos han mostrado resultados menos consistentes. En el estudio de Cohorte de
prevencion del cancer y nutricion II (Jacobs, 2005), se examind la asociacion entre

AINES y la incidencia de CM, ajustado para multiples factores de riesgo entre 77, 413
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mujeres. Durante el seguimiento de 1992 al 2001, se observaron 3,008 casos de CM
incidental. La informacion sobre el uso de AINES se obtuvo mediante cuestionarios
llenados al inicio y durante el seguimiento. Ni el uso total de AINES (aspirina y otros) ni
el uso exclusivo de aspirina se asociaron con la incidencia de CM atin a niveles altos de
uso (RM 1.07, IC 95% 0.96-1.21) o > a 60 pastillas por mes. Incluso el uso de larga
duracion (30 pastillas 0 mas por mes por 5 aflos 0 mas) no se asocio con incidencia de
CM. Aunque en este estudio no se pudo excluir una pequeia reduccion en el CM
asociado a AINES, los resultados apuntan a que no se logra una reduccién importante en

el riesgo.

1.2.2.6. Factores genéticos.

El mayor factor de riesgo para el cancer de mama es una historia familiar positiva. En
los casos de agregacion familiar donde no se puede demostrar un patron mendeliano, el
desarrollo del CM se debe probablemente a mutaciones en genes de baja penetrancia y/ o
a factores ambientales. Otras familias presentan un patron de herencia autosémico
dominante en las cuales son frecuentes mutaciones en los genes BRCA1 (Cromosoma
17:17921) y BRCA2 (Cromosoma 13: 13q12-13) (Viladiu, 1996). Mutaciones en el gen
BRCAT1 predisponen predominantemente al CM y al cancer de ovario, mientras que
mutaciones en el gen BRCA2 predisponen al CM tanto en mujeres como en varones, asi
como a otras neoplasias como cancer de prostata, gastrico pancreatico y cerebral. Ambos

genes son de gran tamafio, actian como supresores de tumores, funcionan de una manera
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dependiente del ciclo celular y se piensa que los dos participan, tanto en la activacion de
la trascripcion de diversos genes, como en la reparacion del DNA. Las mutaciones en

estos genes son responsables del 90% del CM hereditario (Viladiu, 1996).

1.2.2.6. 1. Conceptos generales de cancer hereditario. Se estima que cerca del 5-
10% de los casos de CM se deben a predisposicion hereditaria. Hasta ahora, se han
identificado dos genes principales de susceptibilidad, BRCA1 y BRCA2. El gen BRCA1
(Cromosoma 17q) posee 5592 nucleotidos distribuidos en una region genomica de 100 kb.
Los 22 exones codifican para una proteina de 1863 aminoacidos.

Aunque los primeros estudios de ligamiento sugirieron que la mayoria de los CM en
familias de alto riesgo eran debidos a mutaciones en estos genes, estudios recientes han
mostrado que la proporcion de familias en los que BRCA1 y BRCAZ2 participan, varia de
acuerdo a la poblacion analizada y al tipo de familia. Es claro, que en el contexto de
familias con un perfil modesto de CM, que de hecho son las familias mas numerosas
encontradas en la practica clinica, el porcentaje de mutaciones encontradas es mas bajo
que los previamente considerado. En un estudio espafiol (Osorio, 2000) de 32 familias
que tenian al menos tres casos de mujeres con CM, y al menos una de ellas
diagnosticada antes de los 50 afios, la proporcién de mutaciones en BRCA fue baja, de
un 25%. Este hallazgo apoya la idea de que en la mayoria de familias de riesgo
moderado las mutaciones se presentan en genes de susceptibilidad de baja penetrancia
diferentes de BRCA.

Los genes BRCA se requieren para la recombinacion homologa y la reparacion del
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rompimiento del DNA. Las dos proteinas se han encontrado como constituyentes de
complejos criticos en el proceso de reparacion. Las mutaciones pleiotropicas en BRCA1
pueden asociarse con defectos de la interaccion proteina- proteina. En contraste el rol de
BRCA2 en la reparacion del DNA se define por su interaccion directa con la
recombinasa RADS51 (Liu, 2002).

Las mujeres que llevan una mutacion en los genes BRCA 1y BRCAZ2 tienen un riesgo
de desarrollar CM del 80% en el curso de sus vidas (Nardo, 2000) ; este riesgo puede
modificarse por factores ambientales como el lactar antes de los 25 afios. Dado que estos
genes son genes supresores de tumores se requiere que el individuo herede una copia

defectuosa y la otra se pierda o altere en el curso de la vida (Scully, 2000).

1.2.2.6.2. BRCA1 y BRCAZ2: su contribucion en diferentes poblaciones. Las
tasas de incidencia ajustada por edad para CM varian mas de 10 veces en el mundo, con
las tasas mas altas reportadas en Norteamérica y en Europa. En Asia, la tasa mas alta se
presenta en Filipinas (47.7/ 100,000 por afio). En ese pais, en poblacion abierta con CM
la prevalencia de mutaciones en los genes BRCA es de 5.1% (95% CI: 2.6-7.6%), con
una prevalencia de 4.1% (95% CI: 1.8-6.4%) para mutaciones en BRCA2
exclusivamente (BRCA2 4265delCT y 4859delA). En esta poblacion, la mutacion en
BRCA1 5454delC es fundadora. En mujeres filipinas, el gen BRCA2 contribuye mas

que el gen BRCA1 en la incidencia de CM (De Leon, 2002).

Aunque el CM es una patologia predominantemente de mujeres, uno de cada 100

pacientes es hombre. Los hombres que heredan una mutacion en BRCA2 tienen un
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riesgo de desarrollar CM del 6% a los 70 afos. En canadienses, entre el 10-12% de los

hombres con CM tienen mutacion en BRCA2 (Wolpert, 2000).

En Rusia, la frecuencia de familias con mutaciones en BRCA es de 16%. Se han
encontrado mutaciones fundadoras (BRCA1 5382insC) y mutaciones noveles en esta
poblacion, tres del tipo corrimiento en el marco de lectura (695insT, 1528del4,

9318del4) y una sin sentido (S1099X) ( Tereschenko, 2002).

En Espafia, por otro lado, aunque se han reportado numerosas mutaciones ninguna

parece tener la frecuencia suficiente para ser considerada mutacion fundadora (Llort,

2002)).

En poblacion Suiza se estudiaron 262 mujeres con CM de aparicion temprana (antes

de los 41 afos). Casi la mitad (48%) tenian alguna historia familiar de CM o de ovario y
9% de los casos de inicio temprano estaban asociados con mutaciones en linea germinal
en BRCA1 o en BRCA2. Las mutaciones fueron mas frecuentes en mujeres con al

menos un familiar de primero o segundo grado con CM o de ovario y mujeres con CM

bilateral (Loman, 2001).

En poblacion mexicana el carcinoma mamario de inicio temprano (CMIT) representa
el 8% del total. Existe inicamente un estudio en donde se describe la evolucion clinica
y las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en un grupo de 22 mujeres con CMIT.
En este estudio se realizd deteccion de mutaciones por andlisis de heteroduplex (AH) y

secuenciaciéon y seguimiento clinico durante 5 anos. El 63.6% mostr6 banda variante
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por AH: 8 polimorfismos; 4 mutaciones de significado incierto; 2 mutaciones noveles
en el exon 11: BRCA1 (3587delT) y BRCA2 (2664InsA). La mortalidad mostrd una
tendencia positiva con la etapa clinica (OR = 8.4, p <0.008). Se concluy6 que el 9% de
los casos se asociaron a mutaciones significativas en los genes BRCA1 y 2. La etapa

clinica fue un factor determinante para la mortalidad ( Calderon- Garcidueias, 2005).

En mujeres norteamericanas se identificaron alteraciones en BRCAI en el 10% de
mujeres con CM de inicio temprano y al igual que en otras poblaciones, las mutaciones

no se limitaron a mujeres con historia familiar de CM o de ovario ( Langston, 1996).

En conclusion, el mayor factor de riesgo para el cancer de mama es una historia
familiar positiva (Ruiz- Flores, 2001). En los casos de agregacion familiar donde no se
puede demostrar un patron mendeliano, el desarrollo del CM se debe probablemente a
mutaciones en genes de baja penetrancia y/ o a factores ambientales. El estudio de la
genética del CM, incluyendo estos genes de susceptibilidad y 1a busqueda de otros genes
candidatos, requiere de saber si la poblacion que se estudia es genéticamente
homogénea. Si la poblacion lo es, se simplifica el proceso de muestreo y se evitan sesgos

debido a diversidades genéticas.

1.3. Marcadores y Polimorfismo Genético

1.3.1. Conceptos generales

Cuando se habla de la ocurrencia en una poblacién de dos o mas alelos para un
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locus con frecuencias alélicas mayores que lo que podria ser mantenido por mutacion,
estamos hablando de un polimorfismo genético. Los polimorfismos proporcionan
variacion dentro de las especies. Se dice que un polimorfismo existe si el alelo mas
comun para un locus tiene una frecuencia menor al 99%. Existen polimorfismos
genéticos que son facilmente detectables, a estos se les llama marcadores genéticos. Un
marcador puede ser o no ser parte de un gen expresado. En general, los marcadores
genéticos mas valiosos son aquellos que son mas polimoérficos (Friedman , 1996).
Los marcadores genéticos han sido importantes herramientas en el estudio de la
estructura genética de las poblaciones humanas. Al principio se utilizaron marcadores no
moleculares (sistema ABO, etc.), posteriormente como consecuencia del desarrollo de
las nuevas técnicas para analizar los loci altamente polimodrficos o hipervariables
(microsatélites y minisatélites), se han utilizado marcadores de DNA, que son

amplificados por PCR y detectados por electroforesis (Helmuth, 1990).

1. 3. 2. Polimorfismos del DNA

Los polimorfismos en la estructura del DNA son la base de los analisis genéticos.
Las primeras variantes de secuencia en el DNA humano que fueron analizados fueron
los polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs), que son
variaciones hereditarias en la secuencia del DNA que resultan en la ganancia o pérdida
de un sitio reconocido por una enzima de restriccion (por ejemplo, EcoRI o Tagl). Son
transmitidos como caracteristicas simples codominantes y han sido ampliamente usados

en los estudios de ligamento y mapeo genético ( Budowle, 2000).
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Aproximadamente el 10% del genoma esta compuesto por secuencias de DNA
satélite (secuencias repetidas en tandem) que pueden ser utilizadas como marcadores
genéticos. El DNA satélite se clasifica en dos categorias, dependiente del tamafo de la
secuencia que se repite:
a) Microsatélites o polimorfismos de repeticiones cortas en tandem (STRs), también
llamadas simples secuencias repetitivas (SSRs) tienen por lo general una longitud menor
a 1 kb y se componen de unidades repetitivas en tandem de 2, 3, 0 4 nucle6tidos. Estan
presentes en el genoma humano en numerosas copias. Como los secciones del DNA a
los lados de cada repeticion tandem son diferentes, los loci repetitivos se pueden
distinguir utilizando técnicas de PCR. Se transmiten como caracteristicas codominantes
simples (Budowle, 2000).
b) Minisatélites, son repeticiones en tandem que van de 1 a 30 kb de longitud, son mas
grandes y mas complejas que los STRs. Cuando se presentan en un solo sitio en el
genoma se dice que son sondas mono-locus, mientras que cuando se presentan
repeticiones similares en muchos sitios diferentes del genoma se denominan sondas
multi-locus. Se transmiten como caracteristicas codominantes simples ( Budowle, 2000).

Un tipo especial de minisatélite y RFLP son los polimorfismos en tandem de
nimero variable (VNTRs); son secuencias minisatélites de DNA que pueden ser
identificadas ya que estos marcadores presentan sitios reconocidos por enzimas de
restriccion ( Budowle, 1996).

Otro tipo de polimorfismos utilizados en Genética de Poblaciones son los

polimorfismos del DNA mitocondrial (Merriwether, 1995), DNA nuclear y del
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cromosoma Y (Bianchi, 1998).
Los marcadores genéticos mas valiosos son los mas polimérficos (Friedman,
1996). Un marcador genético es una caracteristica genética, hereditaria con alelos

reconocibles de inmediato.

1.3.3. STR

1. 3. 3.1. Generalidades.

Los STRs (short tandem repeat) consisten en secuencias repetidas de 3-7 pares de
bases. Estas repeticiones estan bien distribuidas a todo lo largo el genoma humano, y
son marcadores polimorficos facilmente detectables mediante analisis con PCR. Los
alelos de estos loci se pueden diferenciar por el nimero de copias de la secuencia
repetida que se encuentran en el fragmento amplificado. El producto amplificado se
separa por electroforesis y después se evidencian los fragmentos con deteccion
fluorescente, radiactividad o tincion con plata.

La tipificacion de STR es tolerante al uso de templados de DNA degradados en
comparacion con otros métodos de tipificacion, dado que los productos de amplificacion
son menores de 400 pares de bases, mucho mas pequefios que los que se utilizan para
AMP-FLP o VNTRs (GenePrint SRT Systems 2004).

Existen estuches comerciales para analisis. Uno de ellos es el Silver STR III
Triplex (Promega) que incluye el analisis de D16S539, D7S820y D13S317 y que esen
forma aislada el estuche de STR mads validado en poblacion hispana. El estuche analiza

9 alelos diferentes de cada locus con tamafios de 264-304 pb para D16S539, de 215-
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247 pb para D7S820 y de 165-197 para D13S317 (GenePrint SRT Systems 2004).

1.3.3.2. Poder de discriminacion.

La probabilidad de coincidencia entre dos individuos con el estuche Silver STR III
Triplex de Promega, para afro-americanos, caucasicos e hispanoamericanos es de 1 en
1,152, 2,552 y 2,493, respectivamente(GenePrint SRT Systems 2004).

Una medida de discriminacion que se usa a menudo en analisis de paternidad es el
indice de paternidad (IP), que representa la probabilidad de paternidad dados los
genotipos de la madre cuando se prueba un nifio y el padre putativo. El indice de
paternidad para el estuche mencionado para afro-americanos, caucésicos e
hispanoamericanos es de 7.6. 7.7 y 14.1 respectivamente.

Un célculo alternativo usado en andlisis de paternidad es el poder de exclusion
(PE) de que un individuo sea el padre biologico de un nifio. Este PE para afro-
americanos, caucdsicos e hispanoamericanos es 0.877, 0.880 y 0.929
respectivamente(GenePrint SRT Systems 2004).

1.3.3.3. Informacion especifica del locus.
El caracter polimorfico de los sitios STRs es el resultado de la variabilidad en el nimero
de repeticiones en tandem de un alelo a otro. Se han descrito diferentes tipos de loci
STRs, di- tri- y tetranucle6tidos (Edwards, 1991). Actualmente, el analisis de los STRs
es un método ampliamente utilizado para realizar la identificacion de individuos

(Kimpton, 1994).
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La informacion condensada de los STRs empleados en este estudio se observa en la tabla

Tabla 1. Informacion del locus de cada uno de los marcadores estudiados.

Locus STR | Localizacion Secuencia repetida | Tamafio del alelo Tamafio del alelo
CromosOmica 5-37 (bases) (# repeticiones)
D78820 7q11.21-22 AGAT 215-247 6,7,8,9,10,11,12,13,14
D13S317 13q22-q31 AGAT 165-197 7,8,9,10,11,12,13,14,15
D16S539 16q24-qter AGAT 264-304 5,8,9,10,11,12,13,14,15

La amplificacion (PCR) algunas veces genera artefactos que aparecen como bandas
tenues por debajo de los alelos. Estos productos probablemente resultan de un proceso
conocido como "slippage", deslizamiento o desdoblamiento, que ocurre en regiones que
contienen STR. Una vez que se reconoce, no causa problemas de interpretacion, sobre

todo si se utiliza un control de DNA de alelo conocido(GenePrint SRT Systems 2004).

1.4. Planteamiento del Problema
La estructura biologica de toda poblacion tiene dos componentes: la estructura
genética y la estructura ecologica. Por lo general en el disefio de todo estudio se
considera que el 100% de la poblacion presenta homogeneidad genética. El aceptar este
criterio puede propiciar que el investigador obtenga posibles sesgos en sus resultados ya

que las ecuaciones en los campos de la ecologia y epidemiologia asumen homogeneidad
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genética. En el campo de la genética de poblaciones se sabe que las poblaciones
mexicanas tienen diferentes componentes ancestrales (caucasicos, amerindios y
africanos) dependiendo de la region geografica. Si bien en México ya se ha probado
que existe homogeneidad genética en poblacion abierta en el Noreste de México, es
importante saber si esta homogeneidad se conserva en pacientes con patologias
especificas como el cancer de mama.

Este proyecto consta de dos fases: I. Descripcion de la estructura ecoldgica de una
muestra de la poblacién Mestiza del Noreste de México y II. Descripcion de la estructura

genética de dicha poblacion y comparacion de la misma con la de poblacion general.

1.5. Justificacion

Tanto en el estudio epidemioldgico como en el clinico del CM que afecta a las
poblaciones mestizas mexicanas, es necesario primeramente realizar un estudio de la
estructura genética y ecoldgica para conocer si existe homogeneidad genética.

De encontrarse homogeneidad genética y con el banco de DNA de estas muestras,
nos dariamos a la tarea en el futuro, de buscar (en poblaciones urbanas y aisladas)
nuevos genes candidatos o en la validacion de algunos ya reportados en la literatura con
los propositos de realizar futuros estudios de Epidemiologia Molecular, Medicina
Gendmica y Farmacogendmica en México.

Dado que en general, el noreste del pais y en particular, las zonas urbanas y
metropolitanas de Nuevo Ledn han estado sometidas durante varias décadas a un fuerte
proceso de inmigracion, es necesario conocer si dicho proceso ha afectado su estructura

genética y ecologica, mediante el uso de marcadores moleculares altamente
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polimorficos.

1.6. Objetivos
El objetivo general de este estudio fue el conocer la estructura ecologica y
genética de la poblacion con CM en los estados del noreste de México y comparar esta
estructura genética con aquella de la poblacion general.

Dentro del presente proyecto de investigacion, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1. Conocer la estructura genética de la poblacion con cancer de mama en una
muestra de 115 pacientes mediante el uso de tres marcadores genéticos del tipo STR
(Silver STR III Triplex, Promega) y compararla con la estructura genética de un estudio
previo en poblacidn aleatoria en el Noreste de México (Cerda- Flores, 2002-b).

2. Describir las caracteristicas ecologicas de las pacientes con CM de acuerdo alos
siguientes pardmetros: edad, estado civil, escolaridad, ocupacion, zona de residencia,
fertilidad, edad en que fue diagnosticada la enfermedad, tipo de tumor y etapa clinica y
analizar el porcentaje de migracion en funcion del lugar de nacimiento de los 4 abuelos.

3. Establecer con las muestras biologicas y la informacion clinica y para-clinica de las

pacientes con CM, un banco de DNA.

1.7. Hipdtesis

Mediante el uso de los marcadores moleculares no codificantes D16S539, D7S820
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y DI13S317, consideramos que la estructura genética de la poblacion mestiza
seleccionada con CM presenta homogeneidad genética con respecto a la poblacion

general.

CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2. 1. Tipo de Estudio

2.1.1. Estudio de homogeneidad genética

El estudio realizado fue retrospectivo, observacional, descriptivo y comparativo.

2.1.2. Estudio descriptivo de estructura ecologica

Este estudio fue retrospectivo, observacional y descriptivo.

2.2 Calculo del Tamaiio de Muestra
Chakraborty®® utilizando la teoria de equilibrio mutacién-derivada para el modelo de

mutaciones alelo-infinito concluy6 que para un promedio de heterocigocidad para un locus de
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70% o mayor, una muestra de 100 por poblacion debera ser requerida para tener una adecuada
informacion de la variacion intra-poblacional. Para las poblaciones aleatorias del Noreste de
México, por ejemplo, la heterocigocidad de los marcadores D16S539, D7S820 y D13S317
fueron de 0.7972, 0.8112 y 0.7902 respectivamente (Cerda- Flores, 2002-b), por lo tanto una

muestra de 115 pacientes es adecuada para obtener la informacion requerida en los objetivos.

2. 3. Universo de Trabajo

Se estudiaron 115 mujeres con Cancer de Mama. Estas pacientes, casos nuevos
de CM, acudieron al Hospital de Especialidades No 25 del Instituto Mexicano del
Seguro Social, en Monterrey, Nuevo Ledon México, en el ano 2002. Los criterios de
inclusion fueron: casos nuevos de CM, mujeres adultas, residentes por 10 afios o mas en
el noreste de México que desearan participar voluntariamente en el estudio previa firma
de carta de consentimiento informado (anexo 1), que pudieran contestar un cuestionario

(anexo 2) y que donaran 5 mililitros de sangre venosa periférica.

2.4. Caracteristicas de las pacientes
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A cada paciente se le aplico un cuestionario (ver anexo 2) donde se incluian datos
sobre edad, lugar de residencia, ocupacion, escolaridad, estado civil, antecedentes
heredo-familiares para cancer, antecedentes gineco-obstétricos y caracteristicas de la
enfermedad (etapa clinica, tipo histoldégico y tamanio tumoral). Los datos de este
cuestionario se complementaron con los reportes médicos de la historia clinica de cada

paciente.

2.5. Tratamiento estadistico

Se utilizaron los siguientes métodos:

1. Para el célculo de las frecuencias alélicas, genotipicas y de equilibrio de Hardy-
Weinberg se utiliz6 el paquete DNAtype (Reed, 1968).

2. La comparacion de las distribuciones de las frecuencias alélicas y genotipicas entre las
poblaciones con y sin CM para todos los marcadores se realiz6 mediante un analisis de
tablas de contingencia (Estadistico G con 10,000 simulacros) para todos los marcadores
(Cerda- Flores, 2002-b), (Cerda- Flores, 2002-c).

3. Calculo del grado de variacion genética mediante el programa NSTGST de
Chakraborty (Chakraborty, 1984).

4. Célculo de porcentaje de mezcla génica total (grado de contribucidon ancestral,

espafiola, indigena y africana) mediante el método de Elston para poblaciones trihibridas
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(Elston, 1971).

5. Comparacion de las proporciones de mezcla génica mediante la prueba de Rao: X° para
proporciones (Rao, 1973).

6. Caélculo de asociaciones no aleatorias entre los loci genéticos (nimero de loci
heterocigoticos 0,1, 2, 3) mediante el método de Brown y Chakraborty (Brown, 1980),
(Chakraborty, 1981).

7. Calculo de estadisticos forenses: Poder de Discriminacion (Jones,1972) (PD) ,
heterocigocidad, Poder de exclusion ( PE), (Ohno, 1982) y Contenido de Informacion

Polimoérfica (PIC) mediante los métodos de Ohno y Jones.

2. 6. Técnicas empleadas

2. 6. 1. Extraccion del DNA

Se realiz6 con la técnica de "Salting out" de Miller (Miller, 1988) de acuerdo a las
instrucciones del autor. La integridad del DNA se revisé mediante corrimiento de la
muestra en geles de agarosa al 0.8%, tincion con bromuro de etidio y observacion en

aparato de fotodocumentacion fluorescente (gel-Doc) (anexo 3)

2. 6. 2. Amplificacion de los STRs
El DNA obtenido se sometid a un proceso de PCR utilizando el estuche comercial

Gene Print Silver STR III System (Promega Corporation, Madison, WI, USA) y siguiendo
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las instrucciones del proveedor (GenePrint,2004). La mezcla de DNA y reactivos se
amplificé en un Termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems). Se
comprobo la amplificacion de los alelos con corrimiento por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% (anexo 4). Para la tipificacion de los alelos, los productos amplificados se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% y se tifieron con
plata(GenePrint,2004). La identificacion de cada una de las muestras se realiz6 mediante
comparacion visual con escaleras alélicas especificas para cada uno de los tres STRs. Las

técnicas empleadas se describen a continuacion.

2.6.2.1. Condiciones de optimizacion de la amplificacion de STRs.

Los volumenes de los componentes de la PCR para los STRs se siguid de acuerdo al
protocolo sugerido por Promega, pero se ajustaron los volimenes para obtener un
volumen total de reaccion de 15ul. El volumen de DNA en la reaccion vario, ya que de
acuerdo a su concentracion era necesario ajustarlo para obtener 4ng de DNA por
microlitro de reaccion. Los voliimenes finales de reaccion para 15 pl fueron : Buffer 10X
1.5ul, mezcla de iniciadores 1.5ul, Taq polimerasa SU/ ul, 0.09 ul, BSA 100X, 0.24 ul,
DNA 50 ng/ pl, 1.0 pl, agua MQ 10. 57 pl.

El programa de amplificacion fue de 9 pasos: 1, 960 Cx2,2, 940 Cx1%3, 600 C
x 14, 700 Cx 1.5 5, 1ir 10 veces al paso 2; 6, 900 Cx1%,7, 600 Cx1%8, 700 Cx1.5%

9,60 Cx 30"

Una vez obtenido el producto amplificado se somete a electroforesis. Los pasos a

seguir se describen a continuacion.

2.6.2.2. Gel de poliacrilamida: Preparacion, corrimiento y teiiido con plata.
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2. 1. Preparacion del gel de poliacrilamida.
1.- Ambos vidrios (15 x 35 cm) se tallan (con kimwipes) y etanol al 100% 4 veces,
dejando pasar 5 minutos entre cada uno de los lavados.
2.- Al vidrio corto (el que tiene la muesca) se le aplican 3 pl de Bindsilane
(1 ml de *acido acético-etanol + 3 pul de BindSilane) que se esparcen
uniformemente sobre el vidrio con ayuda de kimwipes.
3.- Se deja secar por una hora .

4.- Aplicar 3 lavados con etanol al 100 % dejando pasar 5 minutos entre cada uno.
Se deja secar.

5.- Al vidrio largo se le aplican 1.5 ml de silmacote.

6.- Se deja secar por espacio de media hora.

7.- Quitar el exceso de silmacote lavando suavemente con 1.5 a 2 ml de agua MQ con
ayuda de kimwipes. Se montan los vidrios con los separadores de 1 mm de grosor con

ayuda de cinta adhesiva y pinzas de presion.

8.- Se prepara la solucion del gel para un volumen de 50 ml (50 ml acrilamida al 6% +
800 ul **persulfato 10% + 80 pl TEMED).

9.- Se vacia esta solucion entre los vidrios con ayuda de una jeringa, cuidando que no se
formen burbujas.

10.- Se deja polimerizar por espacio de 15-30 minutos.

11.- Se quita la cinta de la parte inferior y se lleva a lavar a la llave de agua para quitar el
exceso de acrilamida, aqui también se quita el peine.

12.- Se montan los vidrios en la camara vertical con buffer TBE 0.5X.

13.- Ya montado el gel, se quita el exceso de acrilamida de los pozos con una pipeta.

*250 microlitros de ac. acético aforar a 50 ml con etanol al 95%
** persulfato al 10%



Soluciones de acrilamida:
Acrilamida-bis 40% (250 ml)
Acrilamida---------- 95 gr
Bis-acrilamida------ Ser

Aforar a 250 ml con agua MQ

Acrilamida-bis 6% (300 ml)

Urea 126.4 gr
Agua MQ------------ 145 ml
TBE 10X------------- 15 ml

Acrilamida 40%----45 ml

2.6.2.3. Preparacion de muestras y corrimiento del gel.
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1.-Es indispensable precorrer el gel antes de cargar las muestras. Condiciones de

precorrimiento: 2000 volts, 40 miliampers y 50 watts durante 40 minutos.

2.- En tubos de PCR se colocan de 0.5 a 1 pl de muestra + la misma cantidad de colorante

formamida.

3.- Antes de cargar las muestras es necesario desnaturalizarlas. Esto se realiza en un

termociclador a 95° C por 5 minutos.

4.- En cuanto salgan las muestras del termociclador se ponen en hielo y se cargan
inmediatamente con una puntilla delgada. Se carga todo el contenido de la muestra.

5.-Se ponen 1.5-1.8 pl de la escalera alélica cada 4-5 muestras, ademas de un control ya

tipificado.

6.- Condiciones de corrimiento: 2000 volts, 40 miliampers y 50 watts durante 1 hora.

7.- Transcurrido el tiempo de corrimiento se desmonta el gel y se pasa a tefir.

2.6.2.4. Tincion del gel con nitrato de plata.



52

El siguiente proceso es necesario realizarlo sobre una plancha de agitacion.
Se desmonta el gel de la camara de electroforesis:

Se quitan las cintas adhesivas de los lados del vidrio con mucho cuidando
Con ayuda de un separador se despegan suavemente los vidrios iniciando por la parte de
superior y se continua hasta terminar en la parte inferior (es muy importante despegar
adecuadamente, porque si se rompe el gel se pierde todo el trabajo anterior).
Se lleva al recipiente donde se encuentra la solucion fijadora
1.- Se coloca el vidrio en la solucion fijadora (acido acético glacial al 10%) por 20
minutos.

2.- Se realizan 4 lavados del vidrio con agua destilada con una duracion de 2 minutos
cada una.

3.- Se pasa a la solucion de tincion por 30 minutos.
4.- Se realiza un lavado con agua destilada por 10 segundos.

5.- Se pasa a la solucion reveladora y se espera a que aparezcan las bandas, esto sucede
aproximadamente en 3-4 minutos.

6.- Se fija y se detiene la tincion, vertiendo solucion fijadora en la solucion anterior (5
minutos).

7.- Se realizan dos lavados con agua destilada (de 2 minutos cada uno).
8.- Se deja secar al medio ambiente para leer hasta el siguiente dia.

Solucion de tincion:

Nitrato de plata ---------------- lgr
Formaldehido al 37% -------- 1.5 ml
Agua destilada ----------------- 1 litro

Solucion reveladora:
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Carbonato de sodio ----------- 30 gr
Agua destilada ----------------- 1 litro

Disolver lo anterior y enfriar en hielo por media hora. Inmediatamente antes de usarla
agregar:

Tiosulfato de sodio 10 % ----------- 200 ul
Formaldehido 37% ----------=--=---- 1.5 ml

Solucion fijadora (Ac acético 10%)

Acido acético glacial ------------ 100ml
Agua MQ--------------- 900 ml
CAPITULO 3
RESULTADOS

3. 1. Caracteristicas de la Poblacion con CM

3.1.1. Caracteristicas generales

Las caracteristicas clinicas dela poblacion estudiada se observan en la tabla 2. Es de
destacar que la gran mayoria de las mujeres eran peri-menopausicas con un promedio de
51 anos y practicamente el 70% estaba casada. Dado que el hospital donde se realiz6 el
trabajo es de concentracion para toda la zona noreste del pais y que el IMSS atiende a un

70-80% del total de la poblacidn, en este trabajo se contd con pacientes de los diferentes
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estados que conforman esta region geografica del pais. Como un reflejo del nivel

educacional que prevalece en México, un 60% de las mujeres solo tuvieron una

escolaridad méxima de primaria. Solo un 12% no habian tenido nunca hijos.

Desafortunadamente el 90% de los casos llegaron a solicitar atenciéon médica cuando la

enfermedad estaba ya avanzada, con carcinomas invasores y tumores que en promedio

midieron 5 cm.

Tabla 2. Caracteristicas de las mujeres con CM en el noreste de México

Edad al diagnostico (afios) 51+ 11

Estado civil soltera 17.4 % casada 61.7 %
Estado de residencia  Nuevo Ledn 43.12 %
Coahuila 24.37 %
San Luis Potosi 11.87 %
Tamaulipas 9.37 %
Otros 11.27 %
Escolaridad: Primaria 56.5 %
Secundaria 18.3 %
Técnica-comercial 13.9 %
Preparatoria 3.5%
Universitaria 6.1 %

Antecedentes gineco-obstétricos:

Edad de la menarquia 13 +2
Edad de la menopausia 47 +5
Fertilidad (# de gestas):

(# de abortos):
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0 122% 0 67.8%
-2 16.5% 1 157%
3-4 35.6% 2 122%
5-6 13.1% >3 43%
>7  22.6%
Etapa clinica del CM I 11 %
A 16%
B 38 %
A 21 %
B 10 %
IV 4%
Tamafo tumoral (cm) 5.20+ 1.56 (2.5-8)
Tipo histolégico de tumor Lobulillar= 12 % Ductal = 88%

3.1.2. Caracteristicas migratorias

Con respecto al lugar de origen de pacientes, padres y abuelos que nos habla de los
fendmenos migratorios en el noreste de México, se analiz6 en funcion de 5 regiones (I-V)

previamente establecidas en el trabajo de Gonzdlez- Quiroga (Gonzalez- Quiroga, 2002)

y col (figura 1).
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Figura 1. Mapa de México con las 5 regiones migratorias.
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Se observo que el porcentaje total de abuelos de Nuevo Ledn fue del 29.35% y de

otras zonas fue del 70.65%, que constituye el porcentaje de inmigracion (tabla 3).

Tabla 3. Distribucion por zonas geografico-poblacionales de acuerdo al lugar de
nacimiento de los 4 abuelos.

Zona ABAM ABOM ABAP ABOP Total %

I 30 31 37 37 135 29.35
II 63 60 53 53 229 49.78
111 8 9 9 10 36 7.83
1\ 11 12 9 8 40 8.70
\Y 3 3 7 7 20 4.35

Zona: Zonas geografico-poblacionales de México, ver texto y figura 1. ABAM: Abuela maternal;

ABOM: Abuelo materno; ABAP: Abuela paterna; ABOP: Abuelo paterno.

3.2.1. Frecuencias alélicas

3. 2. Analisis Genético
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Las frecuencias alélicas de los locus STRs D7S820, D13S317 y D16S539 tanto
para la poblacion con CM como para la aleatoria estuvieron en equilibrio de Hardy -

Weinberg y se muestran en las tablas 4-9.

Tabla 4. Frecuencias alélicas para el locus D7S820 observadas en 115 mujeres
con CM.

Alelo Numero Porcentaj Banda
e sencilla

7 3 1.304 0
8 26 11.304 1
9 13 5.652 0
10 56 24.348 5
11 81 35.217 12
12 41 17.826 5
13 7 3.043 0
14 3 1.304 0

Total 230 100.00 23

Tabla 5. Frecuencias alélicas para el locus D7S820 en poblacion con CM vy

poblacion aleatoria del Noreste de México.

Alelo P.CM P. Aleatoria
7 3 4

8 26 24

9 13 26

10 56 83
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11 81 80
12 41 57
13 7 11
14 3 1

P: poblacion CM: Cancer de mama
Chi cuadrada = 8.3287 p=0.2980
G estadistica = 8.4021 p=0.3280

Tabla 6. Frecuencias alélicas para el locus D13S317 observadas en 115 mujeres
con CM.

Alelo Numero Porcentaj Banda sencilla
e
8 13 5.652 0
9 51 22.174 2
10 22 9.565 1
11 40 17.391 4
12 72 31.304 9
13 20 8.696 2
14 12 5.217 0
Total 230 100.000 18

Tabla 7. Frecuencias alélicas para el locus D13S317 en poblacion con CM y

poblacion aleatoria del Noreste de México.

Alelo P.CM P. Aleatoria
8 13 26
9 51 66
10 22 20
11 40 56
12 72 72
13 20 35
14 12 11

P: poblacion CM: Cancer de mama
Chi cuadrada =7.1595 p=0.2950
G estadistica=7.2166 p=10.2980

Tabla 8. Frecuencias alélicas para el locus D16S539 observadas en 115 mujeres
con CM.

Alelo numero porcentaj Banda sencilla
e

8 2 0.870 0

9 29 12.609 2

10 31 13.478 2

11 64 27.826 8
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12 72 31.304 10
13 29 12.609 2
14 2 0.870 0
15 2 0.435 0
Total 230 100.00 24

Tabla 9. Frecuencias alélicas para el locus D16S539 en poblacion con CM y

poblacion aleatoria del Noreste de México.

Alelo P.CM P. Aleatoria
8 2 1

9 29 28

10 31 56

11 64 91

12 72 77

13 29 28

14 2 5

15 1 0

P: poblacion CM: Cancer de mama
Chi cuadrada = 8.7344 p=0.2580
G estadistica=9.1816 p=0.3030

3.2.2. Frecuencias genotipicas

Las frecuencias genotipicas de los locus STRs D7S820, D13S317 y D16S539 tanto
para la poblacion con CM como para la aleatoria estuvieron en equilibrio de Hardy -

Weinberg y se muestran en las tablas 10- 12.

Tabla 10. Frecuencias genotipicas para el locus D7S820 en poblacion con CM y

poblacion aleatoria del Noreste de México.

Aleatoria

0
<

Genotipo
7/8

7/10

7/11

7/12

8/8

8/9

8/10

RN | = = | = | = O [T

P.
1
2
1
0
1
3
9
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8/11
8/12
8/13
9/9
9/10
9/11
9/12
9/13
10/10
10/11
10/12
10/13 2 5
10/14 2 0
11/11 12 12
11/12 15 17
11/13 3 2
11/14
12/12
12/13
12/14
P: poblacion CM: Cancer de mama
Chi cuadrada = 21.4025 p=10.7930
G Estadistica = 25.1464 p=0.8250
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas para el locus D13S317 en poblacion con CM y

poblacion aleatoria del Noreste de México.
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10/12
10/13
11/11
11/12
11/13
11/14
12/12
12/13
12/14
13/13
P: poblacion CM: Cancer de mama
Chi cuadrada =31.2090 p=0.1160
G estadistica = 34.1615 p=0.1490
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Tabla 12. Frecuencias genotipicas para el locus D16S539 en poblacion con CM y

poblacion aleatoria del Noreste de México.

Genotipo P.CM P. Aleatoria
8/9 1 0
8/10 1 1
9/9 2 2
9/10 7 8
9/11 6 8
9/12 9 5
9/13 2 2
9/14 0 1
10/10 2 1
10/11 6 23
10/12 7 10
10/13 6 11
10/14 0 1
11/11 8 12
11/12 26 27
11/13 9 8
11/14 1 1
12/12 10 14
12/13 6
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12/14 1
12/15 1
13/13 2
13/14 0
P: poblacion CM: Cancer de mama
RXC 10, 000 simulaciones

Chi cuadrada = 19.8188 p=0.6270
G estadistica = 23.6092 p =0.6760

==

3.2.3. Numero de loci heterocigoticos

El nimero de loci heterocigoticos (NHL) para los tres marcadores en la poblacion con
CM y en la aleatoria se muestra en los cuadros 13-16. El 78% de las pacientes con CM
era heterocigota para dos de los 3 marcadores analizados. La comparacion entre la

poblacion con CM y la aleatoria no mostro diferencia significativa.

Tabla 13. Frecuencia de homocigotos y heterocigotos (esperadosy observados)
para el locus D7S820 en 115 mujeres con CM.

Observados Numero de esperados y porcentaje
No. % Sesgado No sesgado
Homocigoto 23 20.00 26.72 (23.23%) 26.33 (22.90%)
Heterocigoto 92 80.00 88.28 (76.77%) 88.67 (77.10%)
Chi-cuadrada 0.673760 0.546798
Grados de libertad 1 1
Probabilidad 0.411744 0.459629

Tabla 14. Frecuencia de homocigotos y heterocigotos (esperados y observados)
para el locus D13S317 en 115 mujeres con CM.
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Observados Numero de esperados y porcentaje
No. % Sesgado No sesgado
Homocigoto 18 15.65 23.00 (20.00%) 22.60 (19.65%)
Heterocigoto 97 84.35 92.00 (80.00%) 92.40 (80.35%)
Chi-cuadrada 1.360866 1.166510
Grados de libertad 1 1
Probabilidad 0.243387 0.280120

Tabla 15. Frecuencia de homocigotos y heterocigotos (esperadosy observados)
para el locus D16S539 en 115 mujeres con CM.

Observados Numero de esperados y porcentaje

No. % Sesgado No sesgado
Homocigoto 24 20.87 25.94 (22.56%) 25.55 (22.22%)
Heterocigoto 91 79.13 89.06 (77.78%) 89.45 (77.78%)
Chi-cuadrada 0.187184 0.120923
Grados de libertad 1 1
Probabilidad 0.665271 0.728036

Tabla 16. Numero de loci heterocigoticos (NLH) en poblacion con CM y aleatoria

para los microsatélites D7S820, D13S317 y D16S539.

Poblacion ‘ 0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 Total ‘
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CM 0 14 37 64 115
Aleatoria 1 15 53 74 143
Total 1 29 90 138 258

RXC con 10,000 simulacros
p=0.757840; grados de libertad =3

3.2.4. Estadistica Forense

Los resultados de la estadistica forense para la poblacion analizada con CM y para la
poblacion aleatoria utilizando los marcadores, D7S820, D13S317 y D16S539 fueron:
1) Las h observadas (esperadas) fueron 0.77 (0.77), 0.80 (0.80) y 0.77 (0.77) paraCM y
0.78 (0.78), 0.81 (0.81) y 0.76 (0.77) para la poblacion general.
2) El PIC fue similar para ambas poblaciones.
3) Las PD fueron 0.91, 0.92 y 0.90 para CM y 0.91, 0.93 y 0.89, para la poblacion
general.
4) Las PEs fueron 0.55, 0.61 y 0.56 para CM y 0.57, 0.63 y 0.55, para la poblacion
general.

Los datos se observan en la tabla 17.

Tabla 17. Estadisticos forenses para los microsatélites D7S820, D13S317y D16S539.

Estadisticos Forenses Céancer de mama (n = Aleatoria (n = 143)
115)

Heterocigocidad Observados Observados

D7S820 Esperados Esperados

D13S317 0.77 0.77 0.78 0.78

D16S539 0.80 0.80 0.81 0.81
0.77 0.78 0.76 0.77

PIC

D7S8820 0.74 0.74

D13S317 0.77 0.79

D16S539 0.73 0.73
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PD

D7S820 0.91 0.91
D13S317 0.92 0.94
D16S539 0.90 0.90
PE

D7S820 0.56 0.57
D13S317 0.61 0.63
D16S539 0.56 0.55
Combinada 0.92 0.93

Al comparar ambas poblaciones con la prueba estadistica de Z para proporciones, no se

encontraron diferencias significativas.

3.2.5. Contribuciones ancestrales (espaiiola, indigena y africana)

Los resultados obtenidos del modelo trihibrido utilizado en esta investigacion indicaron
una contribucion caucdsica, indigena y africana de 32%, 59% y 9% en pacientes con CM
y de 45%, 54% y 1% en poblacion general, que es muy similar a la de los hispanos de
ascendencia mexicana radicados en Texas (44%, 55% y 1% ). Las comparaciones entre
CM, poblacion general e hispanos no mostraron diferencias significativas entre ellas pero
si con la poblacion de Honduras (24%, 59% y 17%) al aplicarse la prueba de Rao. Los
datos se observan en la tabla 18.

Tabla 18. Porcentaje de contribucion espafola, amerindia y africana.

Poblacion Caucasica Amerindia Africana
Cancer de mama 0.3199 0.589900 0.090200
+0.083265 +0.059741 +0.066594
Aleatoria® 0.450143 0.539990 0.009957
+0.077026 +0.052395 +0.062644
Hispénicab 0.440330 0.550299 0.009401
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+ 0.066549 + 0.045420 +0.052983
Honduras* 0.240299 0.589907 0.169794
+0.069476 +0.058855 +0.054752

& Cerda-Flores RM, Budowle B, Jin L, Barton SA, Chakraborty R. Maximum loglikelihood estimates of admixture
in Northeastern Mexico using 13 short tandem repeat loci. Am J Hum Biol 2002; 14: 429- 439.

® Cerda-Flores RM, Barton SA, Hanis CL, Chakraborty R. Genetic variation by birth-cohorts in Mexican
Americans of Starr County, Texas. Amer. J. Hum. Biol. 1994; 6:669-674.

¢ Matamoros M, Silva S, Garcia O. Population data on nine short tandem repeat loci and D1S80 in a sample from
Honduras. Forensic Science International 2004; 141: 39-40.

3.2.6. Analisis de componentes principales
El andlisis de componentes principales explicd un 98% de la variabilidad ubicando a las
poblaciones en un plano similar e intermedio a las poblaciones ancestrales caucasicas e

indigenas y minimamente a la africana (figura 2).
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Figura 2. Analisis de componentes principales para poblaciones espaiiola, indigena,

africana, mestiza mexicana y mestiza con cancer de mama.
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CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS

Este es el primer estudio de homogeneidad genética en poblacion mestiza mexicana
con cancer de mama, utilizando 3 STRs altamente polimorficos. En general, los estudios
poblacionales realizados en los diferentes continentes se centran en poblacion abierta
(Chakraborty, 1995).

La poblacion actual en México es resultado de un proceso inicial de mestizaje
predominantemente entre mujeres indigenas americanas y hombres espafioles; a este
mestizaje contribuyeron posteriormente, en menor grado, esclavos negros africanos
(Lisker, 1981). Cuando Hernan Cortez (Del Hoyo, 1979) arrib6 a nuestro actual pais en
1519, acompafiado de soldados espafioles, la contribucién espafiola fue mayor y
predominante; conforme la afluencia de espafioles a través de los afios se redujo, y la
poblacion mestiza se mezclo entre si y con la poblacion indigena remanente, la mezcla
génica fue haciéndose mas homogénea.

La poblacion en México, salvo quizé algunos nucleos aislados enclavados en
regiones geograficas poco accesibles, presenta una gran movilidad, propiciada sobre todo
por la busqueda de mejores condiciones de vida. De esta manera, se han creado polos de
crecimiento que tienen sus representantes mdas importantes en las ciudades de
Guadalajara, Monterrey y México, DF.

La estructura genética de una poblacion se caracteriza por el nimero de

subpoblaciones dentro de ella, la frecuencia de los diferentes alelos (variantes genéticas)
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en cada subpoblacion y el grado de aislamiento genético de las subpoblaciones
(Chakraborty, 1986). Las poblaciones naturales casi siempre muestran diferencias en las
frecuencias alélicas y genotipicas de una region geografica a otra (Chakraborty, 1992).
La frecuencia alélica de un determinado alelo en un grupo de individuos es simplemente
la proporcion de todos los alelos del gen que son del tipo prescrito (Bowcock, 1991). La
frecuencia de un alelo es igual al doble del nimero de homocigotos para el alelo mas el
nimero de heterocigotos para ese alelo dividido entre dos veces el nimero de individuos
en la muestra. La importancia del concepto de alelo es que constituye el sustento del
polimorfismo. Precisamente estudios como el realizado se basa en el concepto de genes
polimorficos. Un gen polimoérfico se define como aquel en el cual el alelo mas comin
tiene una frecuencia de menos de 0.95. De aqui la importancia de calcular la
heterocigocidad del marcador. La heterocigocidad nos indica la probabilidad de que dos
alelos del mismo locus tomados al azar sean distintos y se calcula determinando el
numero total de individuos heterocigotos para cada gen y dividiendo esto por el nimero
total de individuos de la muestra(Bowcock, 1991). En nuestro caso, todos los marcadores
utilizados tuvieron una heterocigocidad individual superior a 0.77, lo que nos permite
afirmar que efectivamente son polimorficos y por tanto ttiles para identificar no solo

individuos, sino poblaciones.

Los estudios poblaciones realizados hasta la fecha con marcadores moleculares y no
moleculares han demostrado que la poblacion actual del noreste, centro y occidente de

México comparten un legado ancestral semejante y un perfil genético homogéneo (Cerda-
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Flores, 2002-b); sin embargo, se requeria corroborar que este perfil genético se mantenia
incluso cuando se estudiaban poblaciones seleccionadas. Esto es muy importante,
especialmente en patologias con factores genéticos que pueden conferir susceptibilidad
para el desarrollo de la enfermedad, como es el caso del cancer de mama (Jeffy, 2002), en
donde es indispensable asegurarse de que la poblacion es genéticamente homogénea para
considerar como representativos de la poblacion, los estudios en numerosos campos
incluyendo el de los genes de susceptibilidad, farmacogendmica y epigenética(Jefty,

2002), entre otros.

En este estudio se corrobord que esta homogeneidad persiste incluso cuando se
estudian individuos seleccionados, siempre y cuando se utilicen marcadores moleculares
no relacionados con la enfermedad, como es el caso de los 3 STRs utilizados en el estudio
( GenePrint, 2004).

La contribucion de las poblaciones ancestrales espafiola, amerindia y africana en
pacientes con cancer de mama fue similar a la encontrada en poblacion general en
México. Estudios previos hechos en poblacion abierta, utilizando diferentes marcadores
como D1S80, HLA- DQA1(Cerda-Flores, 2002-b), ApoB y por supuesto STRs mostraron
que la contribucion es similar a la encontrada en las pacientes con CM. Los resultados
obtenidos del modelo trihibrido utilizado en esta investigacion indicaron una
contribucion caucdsica, indigena y africana de 32%, 59% y 9% en pacientes con CM y
de 45%, 54% y 1% en poblacion general, que no muestra diferencia significativa, y que

es muy similar a la de los hispanos de ascendencia mexicana radicados en Texas; sin
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embargo, fue evidente una diferencia importante con la poblacion mestiza de Honduras,
sobre todo con respecto a la contribucion ancestral africana, que le confiere a esa
poblacién un perfil genético diferente del nuestro, atin cuando ambas poblaciones son
mestizas y latinoamericanas. Esto pone en evidencia que cada poblacion tiene
caracteristicas genéticas propias y que si bien algunos conceptos pueden ser aplicados en
general, muchos otros deberan ser estudiados y validados en cada
poblacion(Chakraborty, 1992).

La contribucion de las poblaciones antecesoras en la poblacion mestiza mexicana
sirven para examinar la validez de las suposiciones de las asociaciones aleatorias dentro y
entre los loci utilizados en el estudio. La poblacién mestiza actual mexicana se encuentra

a una distancia intermedia entre la contribucion amerindia y la caucésica.

También se comprob6 que la poblacion de CM esté en equilibrio de Hardy-Weinberg
y que las frecuencias genotipicas observadas con respecto a las esperadas fueron
semejantes. Este concepto es importante ya que asume que los patrones de apareamiento
entre genes se realiza al azar y por tanto la probabilidad de que un individuo con unos
alelos determinados para un gen dado se aparee con otro individuo con el mismo
genotipo serd igual a la frecuencia de dicho genotipo en la poblacion. Se sabe que las
frecuencias alélicas no cambian de generacion en generacion y por tanto en cualquiera de
ellas la frecuencia genotipica sera p*, 2pq y q° para AA, Aa y aa si nos referimos a dos
alelos. Que la poblacion estudiada esté en equilibrio de Hardy-Weinberg traduce una
constancia de la frecuencia alélica y por tanto de la composicion genotipica de dicha

poblacion, y que a menos que existan factores evolutivos especificos que fuercen a un
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cambio en la frecuencia alélica, el mecanismo de herencia Mendeliana mantendra la
frecuencia alélica constante y preservara la variacion genética (Bowcock, 1991).

Se considera que para obtener un perfil adecuado de un individuo y de una poblacion,
entre mas marcadores genéticos se manejen, la confiabilidad del perfil sera mayor. En este
trabajo se utilizaron tres marcadores y los resultados fueron semejantes a los encontrados
con 13 STRs(Cerda-Flores, 2002-b), y a su vez fueron similares a los obtenidos con
marcadores genéticos no moleculares (Garza- Chapa, 1983). De hecho cuando se
evaluaron los estadisticos forenses de estos tres marcadores (h, PE, PD y PIC) en la
poblacion con CM comparada con la poblacion aleatoria se encontraron valores similares

lo que nos indica que independientemente de la seleccion que se haga de una poblacion,
en este caso con CM, el uso de los marcadores STRs permitird una identificacion

confiable del perfil del mestizo mexicano.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
En este trabajo, la comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas fue
semejante, lo que apoya que no hay diferencia entre la poblacién de mujeres con CM y la
poblacion general y que la poblacion mestiza mexicana se situa a una distancia génica
intermedia entre sus dos principales contribuciones ancestrales, la espafola y la

amerindia.

Perspectivas: El probar que existe homogeneidad genética en nuestra poblacion incluso
en subpoblaciones seleccionadas por patologias especificas es una informacion valiosa
que nos permitird en el campo de la investigacion clinica y epidemiologica disenar
estudios con poblaciones de las diferentes zonas geograficas estudiadas, sabiendo que
comparten un pool genético semejante, con lo que se facilita el muestreo poblacional.
También validard los estudios  genes de susceptibilidad, farmacogenomica y

epigenética (Jeffy, 2002), entre otros.
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Anexo 1.

Instituto Mexicano del Seguro Social

Clinica de Mama

UMAE 25 y Hospital de Gineco-Obstetricia No. 23
Monterrey, Nuevo Leén.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente hago constar que estoy informada (0) de la realizacién del
proyecto "Implementacion de un banco de DNA y tejidos en pacientes con cancer de
mama" que servira para realizar investigacion cientifica en el campo de esta
enfermedad.

Tengo conocimiento que mi participacion es confidencial y que solamente bajo
peticion mia, por escrito, se podra relacionar cualquier dato obtenido de dicha
investigaciéon con mi persona. Asi mismo, podré en cualquier momento que lo
considere conveniente y con requisicion por escrito, darme de baja como donadora
(or) y todo el material suministrado sera destruido.

Mi participacion en este proyecto incluye contestar a un cuestionario que he revisado,
donar 10 ml. de sangre obtenida por puncién de una vena periférica y en el caso
pertinente autorizar a tomar una muestra de tejido del material mamario obtenido por
el procedimiento quirdrgico terapéutico correspondiente, siempre y cuando no
interfiera con el diagndstico de la enfermedad.

He sido informada (o) que los resultados de las investigaciones seran de interés para
la poblacién en general y el campo médico en particular, pero no especificamente
para mi persona.

Acepto participar en este proyecto de conformidad.

Fecha
Nombre
Firma
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Protocolo de homogeneidad genética. IMSS.

Fecha Cédula

Nombre
Direccion

Escolaridad

Clinica/ hospital
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Fecha nac

teléfono

Casa: # personas que habitan
Ocupacion del esposo:

Edo. civil

casa: propia___ rentada prestada

# de recamaras

Anos de residen
Ocupacion

Agua  drenaje

Parentesco

Edad

Lugar de
nacimiento

vive

causa
muerte

Historia de CA (edad
al diagnos.)

Otras
enfermedades

Control

Madre

Abuelo M.

Abuela M.

Padre

Abuelo P.

Abuela M.

Hermanos: total vivos: H M Muertos: H =~ M Causa de

muerte

Si alguno de sus hermanos tuvo céncer, especifique de que tipo y a que edad:

mujeres: edades: Si

Hijos total:  hombres: edades:
alguno ha padecido cancer? (A que edad y de que
tipo?

En su familia ;, ha habido algiin otro familiar con cancer?
tuvo el cancer, a qué edad?

(quién (parentesco), donde

Morfometria

Peso Talla IMC Cintura Cadera
Antecedentes gineco-obstétricos

IVSA G Abortos Partos nls Cesareas obitos
edad al primer parto _edad a la primera lactacion Meses totales por hijo
Edad menopausia Causa

menopausia

Uso de anticoncept: No  Si_ Tipo (afios de uso): DIU Condon
orales inyectados Otros

Fuma: No  Si  # por dia # afos Alcohol : bebe (si/no)  Tipo de
bebida cantidad / dia Afos de consumo

Drogas. ;Consume o consumi6 algln tipo de drogas, marihuana, cocaina, thinner,




cemento? No  Si (Qué tipo?

frecuencia del consumo

Exposicion a toxicos. En casa o en el trabajo ;esta expuesto a algun toxico (insecticidas,

Cantidad

gases anestésicos, gases de desecho industrial, pinturas, calor excesivo, etc? No

Si Especifique tipo, horas de exposicion diaria y tiempo de exposicion en afos
Exposicion a radiaciones. ;Trabaja al aire libre? no si_ horario
(,qué hace? (Qué tipo de proteccion usa

contra el sol?

(Vive o trabaja a menos de 500 metros de torres de alta tension o de transformadores

eléctricos? No Si (Cuantos afios tiene viviendo o trabajando ahi?

(Cuantas horas diarias?

(Esta expuesto a algtn tipo de radiacion por causa laboral? No  Si Tipo
Tiempo de exposicion
Alimentacion

Tipo de alimento

Frec /semana

Frec / dia

tipo (nombres de frutas/ verduras)

cantidad

Frutas

Verduras

Pan

Tortillas

Carne res

Carne de puerco

Carne de pollo

Pescado

Pastas

Frijoles (legum)

Leche/yogourt

Salsas picantes

Refrescos embot

Huevos

Café/ té negro

Pastelillos

Frituras

Dulces

Antecedentes personales patolégicos (tipo y edad de presentacion)
Enfermedades propias de la infancia:
Historia de traumatismos:
Enfermedades

infecciosas:

Enfermedades

venéreas:

Enfermedades cronico-degenerativas:
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Historia de cirugias:

Enfermedad ginecologica (mama, ttero, ovarios)

Otras enfermedades:

Exploracion fisica: TA FC FR T

TUMOR

Fecha de deteccion (mes, afo) Forma de deteccion

Tiempo entre deteccion (si ésta fue hecha por la paciente) y acudir al médico

Etapa clinica: enbasea T N M

Tamano del nédulo (dos dimensiones, cm) Lado Cuadrante

Cambios en la piel
Cambios en el pezoén
Numero de ganglios linfaticos clinicamente afectados:
Sitos de Metastasis

Hallazgos mamograficos: BIRAD Lesion: Unica o multiple Lado
Cuadrante Tamafio: Micro-calcificaciones: Unicas Multiples
Observaciones:

Diagndstico histopatologico:

BAAF: Fecha: Hospital: Numero citologia :

Diagndstico:

Biopsia por trucut: fecha: Hospital Numero de biopsia
Diagnostico: Tipo histolégico

In situ Invasor  Mixto

Diferenciacion. Clasificacion de Bloom-Richardson:

Van Nuys

Inmunohistoquimica: Receptores estrogénicos Receptores progesterona
P53 Ki67 Her2neu

Procedimiento quirdrgico en Clinica de Mama: fecha
Tipo y nimero de quirargico:

Biopsia con arpon
Cuadrantectomia
Cuadrantectomia con diseccion axilar
MRM

Mastectomia simple
Otros:

Diagnostico:

a. Lado: Tamano del tumor: Cuadrante (s)
Multicentricidad (# focos/ lesiones) Distancia del lecho quirargico
Bordes quirurgicos (+/-) Afectacion cutdnea /pezon

b. Tipo histologico In situ Invasor Ambos




c. Grado de diferenciacion
d. Invasion (1,2,3+): linfatica vascular: perineural
e. Carcinoma in situ: foco inico_ multiple Microcalcificaciones
e. Patologia acompanante (en caso de EFQ, especificar tipo)

90

g. Numero de ganglios linfaticos resecados Total con Metéastasis
Tipo de Metastasis (3): micro-metastasis macro-metastasis

h. Inmunohistoquimica: RE RP Ki67 P53 Her2neu
Plan de tratamiento general:

Quimioterapia: Pre tipo ciclos Fecha inicio
Post tipo ciclos Fecha inicio
Tratamiento quirurgico: Tipo Fecha inicio
Radioterapia: Dosis Gy Sesiones Fecha inicio:
Hormonales: Tipo Dosis Fecha inicio: Duracion
Otros:

Resumen de

Hallazgos

Diagnéstico:

Evolucion

Fecha Estado clinico Tratamiento

ARBOL GENEALOGICO.
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REPORTE HISTOPATOLOGICO EN PATOLOGIA MAMARIA

No. referencia

Paciente: Cédula Edad
Diagnéstico clinico:
Tipo de espécimen: Lado:
Observaciones:

1. Descripcion macroscépica:

2. Relacion de cortes:

3. Descripcion microscopica ( si se requiere):

4. Diagnéstico:

A. Tipo de espécimen (BAAF, biopsia trucut, biopsia con arpon, tumorectomia,
cuadrantectomia, mastectomia (tipo) ¢/ s diseccion axilar ) y lado.

B. Tipo histoldégico de carcinoma (ductal y variantes, lobulillar, mixto).

C. Grado histolégico, clasificacion usada (grado histoldgico de Nottingham , Elston-Ellis
modificado por Scarff-Bloom- Richarson/ van Nuys). Especificar # mitosis /10 CSF.

D. Tamafio del tumor (tres dimensiones)

E. Especificar si es invasor o in situ o ambos. Especificar si existe permeacion vascular.

F. Numero total de ganglios linfaticos resecados.

G. Numero de ganglios con metastasis y la dimension mayor de la metastasis mas grande.
Especificar si existe extension extranodal del tumor.

H. Receptores de estrogeno y progesterona (% de células positivas e intensidad +,++,+++).
Especificar método y kit comercial usado.

I. Her2-neu (erbB-2), método y reactivo empleado. % de inmunopositividad en las células
malignas invasivas. Definir el score.

J. P53 y Ki67 : % de positividad.



ANEXO 3.

Gel de agarosa al 0.8% con 12 muestras de DNA de pacientes con CM.

1 2 3 45 67 8 910 11 12
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ANEXO 4.

Gel de agarosa al 2% que muestra los productos amplificados de los 3 STRs en 8 pacientes.

1 23 4 5 6 7 8

D16S539 ( 264-304 pb)
D7S820 (215-247 pb)
D13S317 (165- 197 pb)
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ANEXO 5.
Gel de poliacrilamida al 6% tefiido con plata que muestra los diferentes alelos de los 3 STRs
estudiados.

L: marcador alélico. Pacientes: 1- 4.

SilerSTR™ I
Mualliglex
T ZF _I.
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Anexo 6. Articulos publicados.
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