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RESUMEN

Introduccidn. El cancer de mama es un problema de salud publica en México. Una caracteristica de esta enfermedad es que
puede ser regulada por hormonas como los estrogenos. Un receptor que participa en la disponibilidad de estos compuestos es
el ERa. El gen del ERa (ESR1) contiene en su secuencia un polimorfismo (Xbal), el cual esta asociado al desarrollo de cancer de
mama. La frecuencia de Xbal ha sido muy poco estudiada en la poblacion mexicana. Objetivo. Determinar la frecuencia de Xbal
del gen ESR1, por medio de PCR-Tiempo Real, en un grupo de mujeres sanas y otro con cancer de mama del Hospital Juarez de
México (HJM). Material y métodos. Se evaluo la frecuencia de Xbal mediante PCR Tiempo-Real en 26 mujeres sanas 'y 27 con
cancer de mama. Resultados. De acuerdo con el andlisis estadistico (x?) no se encontr6 diferencia significativa entre ambos
grupos (p > 0.05), sin embargo, si hubo diferencia en comparacién con poblacién europea (p < 0.05). Conclusiones. Esta fue
la primera fase para identificar este polimorfismo en pacientes del HJM y se tendra que aumentar el nimero de muestra para tener
una frecuencia mas representativa de la poblacién que asiste al HJM, lo cual contribuira a entender mas sobre la etiologia de esta
enfermedad.
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ABSTRACT

Introduction. Breast cancer is a priority health in Mexico. This cancer is regulated by hormones as estrogens. ERa is a ligand
dependent receptor involved on estrogen disposition. ESR1, codifying gen of ERa, contains the SNP Xbal, this polymorphism has
been asociated to breast cancer development. The Xbal frequency has been poor studied in Mexican population. Objective.
Determine the Xbal frequency by Real-Time PCR, in a female health group and another female group having breast cancer from
Hospital Juarez de México (HJM). Material and methods. Xbal was evaluated by Real-Time PCR in 26 health women and 27 breast
cancer patients. Results. In accordance with statistic analysis (x?) a significative difference has not found among both groups (p >
0.05), by the other hand a significative difference has observed in comparison with European population (p < 0.05). Conclusions.
This study has been the first attempt to identify this polymorphism in HJM patients and the increase of participants may contribute
to obtain a more representative frequency according to HJM Mexican population.
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INTRODUCCION en inglés). Por otra parte, la diversa frecuencia con la cual

se presenta el cancer de mama a nivel mundial ha sido

Los estrogenos juegan un papel esencial en el desarrollo
y progresion del cancer de mama. Estas hormonas requie-
ren de la participacion de diversas enzimas para ejercer sus
efectos biolégicos. Dentro de las enzimas involucradas en
la disponibilidad de hormonas sexuales femeninas se en-
cuentra el receptor para estrégenos alfa (ERa, por sus siglas
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atribuida a diferencias en cuanto a la prevalencia de los
factores que determinan la vida media de exposicion a es-
trégenos. Lo anterior puede deberse a la existencia de va-
riaciones genéticas entre las poblaciones, las cuales deter-
minan la susceptibilidad a este tipo de cancer. Dichas
variaciones consisten principalmente en polimorfismos. Un
tipo de polimorfismo muy comun es el denominado poli-
morfismo de nucleétido tnico (SNP, por sus siglas en in-
glés) y consiste en un cambio en una sola base dentro de la
secuencia de ADN, el cual puede generar modificaciones
en los genes, que a su vez pueden dar lugar a alteraciones en
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los niveles de expresion o en la actividad de sus productos.
Se han identificado diversos SNPs para el gen ESR1." De
hecho, se han propuesto varios SNPs de este gen como
marcadores de importancia clinica en el desarrollo de en-
fermedades en la mujer (dependientes de estrégenos) como:
endometriosis,>® osteoporosis®® y cancer de mama.'®'" Uno
de los SNPs mas estudiados y que esta asociado al desarro-
[lo de cancer de mama es Xbal (ID rs223493), sustitucion
A-G (cambio de adenina por guanina). Este polimorfismo
recibe su nombre por la enzima de restriccion que detecta
el cambio de base A-G y genera un corte en la secuencia de
ADN y se localiza en el intron 1 del gen ESR1. Existen, por
lo tanto, dos tipos de alelos, el que contiene A y el que
presenta G, ademas la tendencia es que el mas frecuente es
el alelo portador de la base A y el que ha sido asociado al
riesgo a desarrollar cancer de mama.

Recientes estudios apoyan la hipétesis de que Xbal mo-
difica la actividad estrogénica, asi como la unién con sus
factores transcripcionales.'>' En un estudio en mujeres de
Shanghai se determiné la presencia de Xbal con una fre-
cuencia de 73.7%," mientras que Jakimiuk y cols.” lo
encontraron en una poblacién de mujeres polacas con una
frecuencia de 76.6%. En ambos trabajos se demostré que
Xbal juega un papel en la etiologia del cancer de mama.

El cidncer de mama es una amenaza para la salud de la
mujer a nivel mundial y es una prioridad en los paises en
vias de desarrollo. En México, desde 2006, el cancer de
mama es causante de un mayor nimero de muertes que el
cancer cervicouterino, por lo que representa un problema
de salud publica en nuestro pais y el lograr determinar un
mayor nimero de marcadores de susceptibilidad para su
deteccién permitira aplicar una medicina preventiva. Xbal
es un marcador genético asociado al riesgo de desarrollar
cancer de mamayy, a pesar de que ya ha sido observado en
diferentes poblaciones en el mundo, en México se sabe
muy poco acerca de su frecuencia, a diferencia de otros
marcadores de susceptibilidad. El objetivo del presente es-
tudio fue determinar la frecuencia de Xbal del gen ESRT,
por medio de PCR-Tiempo Real, en un grupo de mujeres
sanas y otro con cancer de mama del Hospital Juarez de
México (HJM), con el propdsito de demostrar que la fre-
cuencia de este SNP sera diferente entre ambos grupos de
pacientes.

MATERIAL Y METODOS
Poblacion de estudio
Se someti6 la aprobacién de este estudio por el Comité

de Etica del HJM. Se incluyé un grupo de mujeres sin can-
cer de mama (n = 26) y otro de mujeres con cancer de
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mama (n = 27) que asistieron al Servicio de Oncologfa del
HJM. Previo a la obtencién de las muestras bioldgicas se
solicité la firma de un consentimiento firmado por cada
una de las pacientes.

Extraccion e integridad
del material biolégico

Se extrajo el ADN a partir de biopsias de cancer de mama
mediante las condiciones especificadas del kit comercial
NucleoSpin Triprep. Se determiné la concentracion e inte-
gridad del material genético a través de una electroforesis
en gel de agarosa al 1% [Invitrogen], la cual se disolvié por
calentamiento en amortiguador 1X TBE (Tris-base 0.05 M
[Sigma], acido bérico 0.05 M [Mallinckrodt] y EDTA 0.5
M) mas 10 mg/mL de bromuro de etidio [Sigma]. La elec-
troforesis se llevé a cabo dentro de una camara horizontal
durante 30 min a 100 volts. El ADN se visualizé mediante
el uso de luz UV en un transiluminador.

Genotipificacion mediante
PCR-Tiempo Real

Para la identificacién de Xbal se utilizé un termocicla-
dor acoplado a un espectrofotémetro StepOne (Applied
Biosystems). La amplificacion del alelo A y/o del alelo G
se llevo a cabo mediante el uso de sondas Tagman y oligo-
nucleétidos especificos. La sonda Tagman, para la detec-
cion del alelo A estaba marcada con el fluoroforo VIC,
mientras que para el alelo G la sonda Tagman estaba
marcada con el fluoroforo FAM.

Las amplificaciones fueron llevadas a cabo usando 5 yL
del reactivo TagMan Universal PCR Master Mix®, 0.25 ul de
oligonucleétidos (conteniendo 36 uM de cada oligonu-
cleétido and 8 M de sonda) y 20 ug de ADN. El volumen
de reaccion final fue llevado a 20 ul con agua inyectable.
Se llevaron a cabo 40 ciclos de PCR donde los parametros
fueron: desnaturalizacién inicial a 95 °C 10 min, 15s a
92 °C, seguido de 1 min a 60 °C. Después de cada ampli-
ficacion por PCR Tiempo Real se realizé la discriminacion
alélica para determinar el genotipo de cada paciente.

Analisis estadistico:
Determinacion de las
frecuencias alélicas

Se comparé la frecuencia de Xbal entre ambos grupos
de estudio y se determino si existia diferencia estadisti-
camente significativa mediante la prueba estadistica 2.
En todos los casos se considero significativo un valor de
p < 0.05.
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RESULTADOS

La identificacion de Xbal fue llevada a cabo mediante
PCR- Tiempo Real (Figura 1).

La frecuencia alélica y genotipica de Xbal en las pacien-
tes estudiadas en este trabajo se muestra en el cuadro 1.
En el grupo de controles 18 pacientes fueron homocigotas
para el alelo A (A/A), siete heterocigotas (A/G) y sélo una
paciente homocigoto para el alelo G (G/G). En el grupo
de casos 15 mujeres fueron A/A, 11 A/G y so6lo una
paciente mostré el genotipo G/G. La frecuencia del SNP
Xbal no mostré diferencia significativa entre ambos grupos
(p > 0.05).

Al comparar la frecuencia de Xbal con otras poblacio-
nes en el mundo (Cuadro 2) encontramos que es similar a
la observada en asiaticas y polacas, pero diferente de la
frecuencia encontrada en poblacién europea en general
(64.56%).
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Figura 1. Determinacién genotipica de Xbal. Imagen represen-
tativa de la distribucién genotipica encontrada para Xbal por
PCR-Tiempo Real. Los individuos A/A se indican con tridngulos,
individuos G/G con circulo, A/G se muestran con estrellas y los
indeterminados con cruces. Control de no amplificacién (NTC,
cuadro negro).

Cuadro 1. Rango de edades y genotipos.

Variable Genotipo  Controles Casos
Edad (anos)
Rango 18-68 39-76
Media 41 54.18
Alelo Xbal A/A 18 15
AG 7 11
G/G 1 1

Cuadro 2. Frequencia de Xbal en mujeres
mexicanas respecto a otras poblaciones en el mundo.

Poblacion Individuos Frecuencia de Referencia
(n) alelo A (%)

China 2235 73.71 14

Polonia 64 76.6 15

Europa* 8617 64.56 16

México 53 79.25 Este estudio

* Casos y controles del Consorcio de la Asociacion de Cancer de
Mama (BCAC por sus siglas en inglés).

CONCLUSIONES

La asociacion de los polimorfismos genéticos del ERa es
relevante debido a la participacion de este receptor como
un regulador de la transcripcién y el desarrollo de cancer
de mama. Se han reportado diversos polimorfismos para el
gen ESR1, dentro de los cuales se encuentra el Xbal.

Esta es una primera fase para la evaluacién de este poli-
morfismo en pacientes del HIM y se pretende realizar en
un mayor ndmero de mujeres, lo que probablemente con-
tribuya a detectar una diferencia significativa en la frecuen-
cia de Xbal entre casos y controles. Aunado a lo anterior se
deberan integrar datos que fortalezcan una asociacién con
el desarrollo de esta enfermedad, como estilo de vida y
ciertos datos demogréficos. El lograr definir a este polimor-
fismo como un marcador de susceptibilidad para desarro-
Ilar cancer de mama contribuird a entender mas sobre la
etiologia del desarrollo de esta enfermedad.
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