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RESUMEN

En México, el cancer de mama representa la primera causa de muerte por
tumor maligno entre las mujeres; el Estado de Jalisco ocupa uno de los
primeros lugares en muertes por este tumor. Existen diversos factores de
riesgo asociados a esta patologia, entre los que destacan: estilos de vida
(tabaquismo, alcoholismo, obesidad) asi como factores hormonales vy
genéticos. La enzima Metilen tetrahidratofolato reductasa (MTHFR) participa
directamente en el metabolismo de folatos (acido fdlico), convirtiendo a la 5,10
Metilen tetrahidratofolato a 5-Metilen tetrahidratofolato, la forma activa
necesaria para la conversidn de la homocisteina a metionina. El metabolismo
del acido félico es muy importante para la sintesis y reparacién, asi como para
la metilacion del ADN. Ei polimorfismo C&77T del gen MTHFR (locus 1p36.3)
consiste en el cambic del aminoacido alanina por valina (A222V) lo que induce
la sintesis de una enzima termoléhil y con una actividad reducida. El objetivo
del estudio fue determinar la asociacidn del polimorfismo MTHFR C877T y con
el CaMa en mujeres pre y postmenopausicas del Estado de Jalisco. Para este
estudio se captaron 131 mujeres con diagnostico histopatolégico de CaMa, de
las cuales 41 se encentraban en estado premenopausico, 81 en estado
postmenopausico y 9 en estado perimenopausico, ademas de 128 individuos
de la poblacién general como grupo control. Se extrajo ADN de sangre
periférica previa puncién venosa, por el método de precipitacién de sales de
Miller, el ADN obtenido fue sometido a una PCR-RFLP con iniciadores
previamente descritos. La poblacién general se encontré en equilibrio Hardy-
Weinberg para el locus MTHFR. Los resuitado obtenidos no maostraron una
asociacién entre los individuos portadores del polimorfismo MTHFR 677TT vy el
riesgo a desarrollar CaMa (p>0.05) en ninguno de los grupos de estudio. Las
frecuencias genotipicas y alélicas son similares en el grupo de poblacion
general y en el de CaMa.



2005 A-20108B 300415987

CONTENIDO

Pagina(s)

ABREVIATURAS ...,
INTRODUGCCION .. ..ot
ANTECEDENTES. .. ..o,
Generalidades del cancer..............o o
CANCEr dE MAMA... ... e s e
Estadificacion del cancerde mama...............................

Clasificacion histopatolégica del cancer de mama.........

O ~N O b~ W W = X

Epidemiologia del cancerde mama..............................

-
(3% ]

Factoresderiesgo..................oiii i
A FOICO. ...

A -
(62 I N

Estructura quimica del acido félico..............................

-
€}

Metabolismo del acidofélico.................. .. .................

—
-..,J

Deficiencias en el metabolismo del acido foélico.............

-
00}

Enzima Metilentetrahidratofolato reductasa ..........

—
[<e]

Metabolismo del acido félico y variantes genéticas del
gen MTHFER . ...
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA..................coiii . 22
JUSTIFICACION. ...t e, 23
HIPOTESIS .. oot oo e 24
MATERIALES Y METODOS. .. ..., 26
RESULTADOS .. e 31
CONCLUSIONES. .. .., 41
LITERATURA CITADA ... e 42
APENDICE ... ottt e e 46

vi



2005 A-2010B 300415987

iNDICE DE CUADROS

Namero Descripcion Pagina
1 Progresion y estadio del cancer de mama en mujeres.. .. ..... 7
2 Frecuencias genotipicas del gen MTHFR en los grupos PG 32
Y CaMa.

3 Frecuencias genotipicas del gen MTHFR en los grupos Pre-
My Post-M. . 33

4 Frecuencias alélicas del gen MTHFR en grupos los PG y 34
CaMa. .,

5 Frecuencias alélicas del gen MTHFR en grupos los Pre-M y 35
POSt-M.

6 Comparaciones genotipicas entre |os diferentes grupos de 37
eStUAIO ..o

7 Frecuencias genotipicas del polimorfismo MTHFR C677T 39

en diversas poblaciones control

8 Iniciadores utilizados para la Reaccion en Cadena de la 50
Polimerasa (PCR) del polimorfismo MTHFR C677T

9 Programa del polimorfismo MTHFR 50

vii



2005 A-20108B

17 Frecuencias alélicas (%) del gen MTHFR (C677T) en los

grupos PGy CaMa........oco i,

18 Frecuencias alélicas (%) del gen MTHFR (C677T) en los

grupos Pre-My Post-M.........o

300415987

35

36



2005 A-2010B

ADN
°C
CaCr
CaCu
CaEs
CaHi
CaMa
CDIS
CLIS
CMNO
Ccucs
dNTPs
DO

EHW

HE

HGO

(Nl
IMSS

Kb

MTHFR

mg

ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico
Grados centigrados
Cancer de colon y recto
Cancer cervico uterino
Cancer de estomago
Cancer de higado

Cancer de mama
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobuliltar in sifu

Centro Médico Nacional de Qccidente

Centro Universitario de Ciencias de la Salud

Desoxinucledtidos trifosfatados
Densidad optica

Equilibrio Hardy-Weinberg

Gramos

Horas

Hospital de especialidades

Hospital de Gineco-obstetricia
Intervalo de confianza

Instituto Jalisciense de Cancerologia
Instituto Mexicano del Seguro Social
Kilobases

Molar

Metilen tetrahidratofolato reductasa

Miligramo

300415987



2005 A-2010B

MgCl,
mL
mM
min
ng

718

uM
ng
nm
pb
PCR
Pre-M
Post-M
PG

pmol

THFA

Cloruro de magnesio

Mililitro

Milimolar

Minutos

Microgramos

Microlitos

Micromolar

Nanogramos

Nanometros

Pares de bases

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Mujeres premenopausicas con cancer de mama
Mujeres postmenopausicas con cancer de mama
Poblacién general

Picomoles

Segundos

Acido tetradrofdlico

300415987

Xi



2005 A-2010 B 300415987

INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades con en la que las células son capaces
de multiplicarse sin control alguno. El cancer es un problema de salud publica
que se presenta a nivel mundial y ocasiona millones de defunciones anuales
(Silverstein, 2006; Globocan, 2008).

El cancer de mama (CaMa) es la principal causa de muerte por tumor maligno
entre las mujeres, a nivel mundial se registraron 458,400 defunciones por
CaMa en el 2008. El CaMa es una patologia que se presenta principalmente en
los ductos y Idbulos de la mama con la capacidad de invadir tejidos adyacentes
y distantes del cuerpo (Globocan, 2008; Martinez, 2007).

En México, el CaMa es la principal causa de muerte por cancer en mujeres,
con un total de 4,818 defunciones en el 2008 y una tasa de incidencia de 8.9
por cada 100,000 mujeres. El Estado de Jalisco se encuentra entre los
primeros lugares en incidencia por este tipo de cancer con una frecuencia de
13.2 por cada 100,000 mujeres y un total de 387 defunciones en el 2008
(SINAIS, 2008).

Existen diversos factores asociados al desarrollo de CaMa como lo son: la
edad, la exposicion prolongada a estrégenos, el uso de anticonceptivos
hormonales, la obesidad, el consumo de tabaco y el alcoholismo. Entre los
factores geneticos asociados se encuentran mutaciones en los genes BRCATy
BRCAZ2 (1 de cada 1000 mujeres, aproximadamente), polimorfismos genéticos
ascciados a la sintesis de estrogenocs y el metabolismo de folatos (acido folico)
(NCI, 2012., Brandan y Villasefior, 2006).

El metabolismo del acido folico es de vital importancia en el organismo debido
a que su forma reducida; el acido tetrahidrofélico (THFA), participa en la
metilacion de la homocisteina a metionina, ademas de contribuir en la sintesis
de las purinas y las pirimidinas (Pita, 1998, Suarez, 2003).

La enzima metilen tetrahidratofolato reductasa (MTHFR) interviene

directamente en el metabholismo monocarbonado y en las reacciones de

1



2005 A-2010 B 300415987

metilacidn, catalizando la transformacion del 5,10-Metilentetrahidratofolato a 5-
Metilen tetrahidratofolato; un donador de grupo metilo necesario para la
conversion a metiocnina (Campbell ef af, 2002).

El polimorfismo C877T del gen MTHFR (locus 1p36.3) consiste en el cambio
del nucleétido citosina (C) por timina (T) que se traduce en el cambio del
aminoacido 222, alanina (A) por valina (V), lo que induce la sintesis de una
enzima termolabil y con una actividad reducida (Chen et al, 2005, Martinez-
Victoria, 2007).

Diversos estudios muestran una asociacién del polimorfismo C677T del gen
MTHFR y el desarrollo de CaMa en poblaciones caucasicas (Ericson et al,
2009; Maruti et af, 2009, Stevens of al, 2007). El estudio realizado por Zufiga-
Noriega et a/ 2008 en poblacidn mexicana arrojo un alta incidencia de este
polimorfismo, por lo que de la misma forma se espera obtener una prevalencia
significativa del mismo en la poblacién del Estado de Jalisco y determinar si
existe una asociacién del polimorfismo MTHFR C677T con el CaMa.
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ANTECEDENTES

Generalidades del cancer

Cada celula se divide crece y muere de una manera ordenada. La apoptosis o
muerte celular programada es uno de los principales mecanismos que
mantiene la homeostasis celular, las células capaces de inhibirla pueden llegar

a transformarse en células cancerigenas (Cooper y Geofrey, 2000).

Las células cancerosas poseen en su estructura algun cambio o mutacion que
les permite dividirse acelerada y descontroladamente, escapando asi de la
apoptosis (Figura 1). La divisién continua de las células cancerosas puede dar
origen a la formacion de tumores malignos con la capacidad de invadir otros
tejidos (Brandan y Villaseror, 2008).

El cancer es considerado un grupo de enfermedades causado por
anormalidades en el material genético o acido desoxirribonucleico (ADN). Las
causas de estos cambios pueden ser hereditarias y/o inducidas por agentes
externos como la exposicién a sustancias carcinégenas como la radiacién
(rayos X, UV), la exposicién a productos quimicos, el alto consumo de alcohol y
tabaco asi como la exposicién a agentes infecciosos como virus y bacterias
(Silverstein, 2006; NCI, 2012).

Figura 1. Carcinogénesis, (NIH, 2010).
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Cancer de mama

El CaMa consiste en la proliferacién descontrolada de células en el epitelio
glandular. Es una patologia casi exclusiva de las mujeres (99% de los casos) y
se presenta, principalmente en los ductos y lobulillos mamarios. Los tumores
originados en la mama pueden llegar a transformarse en tumores malignos e

invadir tejidos circundantes y distantes del cuerpo (Martinez-Victoria, 2007;
NCI, 2012).

La mayoria de las masas tumorales que llegan a presentarse en la mama son
benignas. En su mayoria se deben a formaciones fibroquisticas originadas
justo antes del inicio del periodo menstrual. Otras formaciones anormales son
los fibroadenomas o papilomas intraductales. Cabe destacar que la presencia
de estas formaciones tumorales confiere, en las mujeres un mayor riesgo de
padecer CaMa en alguna etapa de su vida(ACS, 2012).

Los senos 0 mamas son una pareja de érganos glandulares caracteristicas de
los mamiferos, internamente son glandulas sudoriparas, modificadas para
producir leche. La glandula mamaria consta de dos elementos fundamentales
(Figura 2):

a) Los acinos o I6bulos glandulares, donde se encuentran las células
productoras de leche.

b) Los ductos, un conjunto de estructuras tubulares que confluyen en
canaliculos que culminan en los conductos galactéforos, dilataciones
ductales a modo de reservorios, situados inmediatamente después del
pezén, formados por epitelio escamoso. Estos conductos son los
encargados de llevar la leche desde los ldbulos glandulares hasta el pezon,

situado en el centro del area cscura llamada arecla (Lopez y Gonzalez,
2010).
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Figura 2. Estructura morfolégica de la mama (Lépez y Gonzalez, 2010).

En la base del complejo areola-pezon, se encuentran las células mioepiteliales
rodeadas de fibras musculares radiales que permiten la salida de leche ante

ciertos estimulos.

El resto del seno esta conformado por tejido conjuntivo (colageno y elastina) y
tejido adiposo (grasa), ademas de nervios y vasos arteriales y venosos. Los
vasos linfaticos en la mama desembocan en los ganglios linfaticos axilares
(Figura 3), d6rganos redondos y pequefios que tienen como funcién la
proteccidn contra bacterias, células tumorales, entre otras sustancias nocivas

(Lopez y Gonzalez, 2010).
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Ganglios tinfaticos supraclaviculares

Ganglios linfatiees mamnadios internos
Ganglics linfaticos infraclavicular

Ganglios linfiticos
axilares

Gangtios linfaticos ..

axilares /

Figura 3. Localizacion de los ganglios linfaticos (NCI, 2011).

Estadificacion del cancer de mama

El CaMa, es clasificado de acuerdo al tamafio y al grado en el que se ven

afectados los ganglios linfaticos circundantes (invasién) por las células

tumorales. En el cuadro 1 se muestra los estadios y la sobrevida a 5 afios en

pacientes diagnosticadas con CaMa.

La determinacién del estadio en que se encuentra el paciente suma

importancia para el plan de tratamiento que reciba el paciente (NCI, 2012).
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Cuadro 1: Progresion y estadio del cancer de mama en mujeres (NCI, 2011; ACS, 2011).

Estadio Descripcion Progresion Sobrevida
a5 afos
0 Noinvasivo Células anormales presentes 100%
(CDIS, CLIS).
| Invasivo < 2cm, ganglios linfaticos no 100%
afectados.
A Invasivo De 2-2.5 cm, ganglios linfaticos 92%

pueden estar afectados.

B Invasivo De 2-5 cm, ganglios linfticos 81%
pueden estar afectados.

A Invasivo >5 cm, ganglios linfaticos 67%
afectados.
Il B Invasivo Cualguier tamarnio, ganglios 54%

afectados y diseminacion a tejidos
circundantes

V) Metastasico Cualquier tamafio, ganglios 20%
afectados e invasion a tejidos
distantes.

CDIS: Carcinoma ductal in situ, CLIS: Carcinoma lobulillar in situ.

Clasificacion histopatolégica del cancer de mama

Dentro de la clasificacion del CaMa existen varios tipos, los cuales se
determinan de acuerdo a la histopatologia que presentan. El carcinoma ductal
infiltrante o invasor es el tipo histolégico mas frecuente y esta presente entre el
70 y 80% de todos los casos seguido por el carcinoma lobulillar infiltrante con el
10y 15% (AJCC, 2002).
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Ductal
No infiltrante
« Intraductal (in situ)
Infiltrante
+ Invasor con el componente intraductal predominante
+ |nvasor
+ Comedén
+ Inflamatorio
« Medular con linfocitico infiltrante

+« Mucinoso (coloide)

» Papilar
+ Sirroso
« Tubular
« Oftro
Lobulillar

No infiltrante
+ Intralobulillar (/n situ)
infiltrante
+ Invasor con componente in situ predominante
+ Invasor
Pezoén
« Enfermedad de Paget

« Enfermedad de Paget con carcinoma intraductal
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« Enfermedad de Paget con carcinoma ductal invasor
Epidemiologia del cancer de mama

Se reporta al cancer como 1a principal causa de muerte en paises desarrollados
y la segunda causa en paises en vias de desarrollo. £En el 2008 se reportaron
cerca de 12.7 millones de casos y 7.6 millones de muertes fueron reportadas
en el 2008 a nivel mundial; de estos, 44% de nuevos casos y 36% de las
muertes, ocurrieron en paises en vias de desarrollo (Globocan, 2008).

Entre las mujeres, el CaMa es considerado el de mayor incidencia y mortalidad
(Figura 4), con un 23% (1.38 millones) de nuevos casos y 14% (458,400) de
defunciones. En general existe un alta incidencia en Europa, Oceania y Norte
América; intermedia en Sudamérica y el Norte de Africa y baja en el resto de
Africa y Asia (Globocan, 2008).

Se describe una mayor susceptibilidad en mujeres caucasicas a desarroliar
CaMa que las mujeres Africo-Americanas, sin embargo, estas Ultimas poseen
una mayor mortalidad en el rango de edad de 36-69 afos de edad que
cualquier otra etnia (Globocan, 2008)

El CaMa en hombres se presenta de manera muy rara (<1% de todos los
casos), presentan en general, un prondstico mas desalentador que las mujeres,
debido principalmente al estado avanzado del tumor. La edad promedio de
diagnostico en hombres es de 58-62 afios (Lake, 2007).
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Incidencia

Mortalidad

Figura 4. Incidencia (color claro) y mortalidad (color obscuro) de los principales tipos de cancer

en mujeres a nivel mundial (Millones de personas). (Globcan, 2008).Cancer de mama (CaMa),

Cancer de colon y recto (CaCr), Cancer cérvico uterino (CaCu), Cancer de estomago (CaEs) y
Cancer de higado (CaHi).

En México, entre los afios 1955 y 1960 la tasa de mortalidad por CaMa fue de
2-4 por cada 100,000.00 mujeres, desde entonces y hasta la década de los 90
el nimero de casos fue en aumento, alcanzando una cifra cercana a los 9
casos por cada 100,000.00 mujeres. Desde el afio 2006, el CaMa desplazé al
cancer cérvico uterino como la principal causa de muerte en mujeres por tumor
maligno (INEGI, 2011) como se muestra en la figura 5.

10
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Figura 5. indice de mortalidad por cancer de mama (CaMa) y cancer cérvico uterino (CaCu) a

nivel nacional1955-2008. Tasa por cada 100,00 mujeres (Knaul, 2009)

En el 2008 se presentaron un total de 4,818 defunciones con una tasa de
incidencia de 8.9 casos por cada 100,000 mujeres. El rango de edad con mayor
presencia de CaMa en mujeres mexicanas, es de 40-49 aflos de edad
(Brandan y Villasefior, 2006, SINAIS, 2008; Knaul et al, 2009).

El Estado de Jalisco es uno de los estados con mayor incidencia y mortalidad
por CaMa y desde el afio 2001 se encuentra como la primera causa de muerte
por tumor maligno en mujeres (Figura 6). La tasa de incidencia en el Estado de
Jalisco esta por encima de la media del pais (8.9) con 13.2 casos por cada
100,000 mujeres y un total de 387 defunciones, que representan el 14.8% del

total de muertes a causa de tumores malignos en mujeres (SINAIS, 2008;
INEGI 2011).
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Figura 6. indice de mortalidad por cancer de mama (CaMa) y cancer cervico uterino (CaCu) en
el estado de Jalisco 2000-2008. Tasa por cada 100,000 mujeres (SINAIS, 2008).

Factores de riesgo

El origen del CaMa es multifactorial y cerca del 95% de todos los casos que se
presentan se originan de manera esporadica lo que dificulta su pronéstico y un
modelo de tratamiento preventivo, sin embargo al igual que otros tipos de
cancer, existen factores que pueden influir de manera directa e indirecta en la
susceptibilidad y desarrollo de tumores en la mama (Benitez y Osorio, 2006).

El factor de riesgo mas importante para desarrollar CaMa es ser mujer, debido
a que la relacién existente entre hombres y mujeres es de 1:100, la incidencia
aumenta con la edad y se duplica aproximadamente cada 10 afios (Brandan y
Villaserior, 2006; INEGI, 2011).
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Cambio de habitos: Los cambios en el estilo de vida a nivel mundial influyen
directamente en la susceptibilidad para desarrollar tumores mamarios, dentro
de estos factores se incluye: el alto consumo de alcohol, tabaco y |a inactividad
fisica. Estos factores han aumentado la obesidad y la diabetes, como las
principales consecuencias de estos cambios (NCI, 2012).

Factores enddcrinos: Existen entre las mujeres, factores reproductivos
influyentes en la formacién de CaMa, como la nuliparidad, historia menstrual
prolongada, menarca temprana y/o menopausia tardia asi como el uso de
anticonceptivos orales, uso de terapia hormonal (estrogenos/progesterona)
post-menopausica (Jemal et al, 2011; NCI, 2012; ACS, 2012).

Factores ambientales: La exposicion prolongada a la radiacion, sobre todo
antes de los 40 afios de edad es el factor ambiental de mayor impacto, ademas
de la exposicién a pesticidas y campos electromagnéticos (Lake, 2007).

Factores genéticos: Los factores genéticos explican aproximadamente el 5%
de nuevos casos de CaMa, por lo que es posible detectar una alta
susceptibilidad a través de la historia familiar de la enfermedad, la cual puede
afectar a varios miembros de una familia a lo largo de varias generaciones.

La presencia de mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA 1y
BRCA 2, aportan la mayor parte de riesgo hereditario, no sélo para desarrollar
CaMa sino otros tipos de tumor relacionados con estos genes, como son el
cancer de ovario en mujeres y de prostata en hombres (Benitez y Osorio; 2006;
Lake, 2007).

Otras mutaciones mengs comunes, se asocian con e! desarrollo de CaMa,
entre estas se encuentran:

a) Mutaciones en el gen p53; un supresor tumoral de gran
importancia en la apoptosis. Ligadas a estas mutaciones se
relaciona la alta incidencia del sindrome de Li-Fraumeni
{carcinomas y sarcomas muitiples).

13
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b) Mutaciones en el cromosoma 10q23 confieren en las mujeres un
aumento en el riesgo a presentar tumores en la mama del 30-
50%.

¢) Polimorfismos de genes implicados en los ciclos hormonales y
metabdlicos (Lake, 2007).

En relacion al metabolismo del acido félico, uno de los polimorfismos mas
estudiados es el de la enzima Metilen tetrahidratofolato reductasa (MTHFR).
Estd es importante en el metabolismo del acido félico debido a que los
portadores de la variante C6877T en estado homocigoto presentan una enzima
termolabil y con actividad reducida (Chen et al, 2005; Martinez-Victoria, 2007).

La deficiencia en el metabolismo del acido félico reduce significativamente la
capacidad de la sintesis y la reparacion del ADN, lo que provoca rupturas en la
cadena y por lo tanto, se induce mutagénesis y apoptosis (Chen et al, 2005).

Acido folico

El acido félico es una vitamina del complejo B relacionada con el metabolismo
de este. Es una sustancia amarilla, cristalina perteneciente al grupo de
compuestos conocidos como pterinos; este grupo comprende un gran nimero
de compuestos similares quimicamente a los cuales se les denomina: folatos.

Dentro de los folatos, se incluyen a la folacina y el pteroilmonoglutamato, sin
embargo el conjunto es denominado preferenciaimente como folatos y son
representados en 150 formas diferentes, la mayoria se encuentran presentes
en alimentos en forma reducida, labiles y de facil oxidacién (Suaréz, 2003).

Las fuentes alimenticias del acido folico provienen en su mayoria de: vegetales
verdes, champifiones, higado, frutas citricas, nueces, legumbres, yema de
huevo y cereales.

14
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Estructura quimica del acido folico

En su estructura quimica el acido félico estd compuesto por la 2-amino-4
hidroxi-6-metilpteridina, el acido p’-aminobenzoico y el acido glutdmico (Figura
i

Acido félico (pteroglutimico)

?OOH
iy
=
OH NH'-—@CO -—NH-—ClH
N N\ COCH
n
/K\ Z
NH5 N N
2-amino-4-hodroxi-6-metil- Ac, p-aminobenzoico Ac, L-glutdmico
pteridina
Acido pteroico

Figura 7. Estructura quimica de &cido fdlico.

Metabolismo del acido félico

Una vez que el acido félico es absorbido (folatos) este es hidrolizado de
poliglutamato a monoglutamato por medio de una exopeptidasa (conjugasa
intestinal). El transporte activo de los monoglutamatos es a través de las
células de la mucosa intestinal en el yeyuno proximal y sigue una cinética de
saturacion dependiente de pH. La absorcién se realiza mediante un mecanismo
de cotransporte estimulado por la presencia de glucosa y el sodio.

Cerca del 20-30% del acido folico se absorbe mediante difusion pasiva (dosis
altas). En sangre, se encuentra preferentemente en forma de 5-metilen
tetrahidratofolato (5-MTHF) que se une de forma inespecifica a albumina,
alfamacroglobulina y transferina. Antes de ser depositados en los tejidos, los
monoglutamatos se conjugan a poliglutamatos por medio de la enzima
folipoliglutamato-sintetasa. Después, los poliglutamatos siguen dos caminos: 1)
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son almacenados intracelularmente; 2) pasan a ser acido tetrahidrofélico
(THFA}, que es la forma coenzimatica.

El THFA (Figura 8) funciona como transportador intermediario de unidades de
un carbono, captando los grupos hidroximetilo, metilenoc y formilo o
cediéndolos. Los distintos compuestos THFA-C se diferencia por su grado de
oxidacién y participan en la sintesis de ADN y metabolismo de aminoacidos
(Pita, 1998).

_OH

OQj

O J
o " ir,.f"-"-‘bq_\ ,»JJ\N_. - : OH
o ,ﬂ\m LN ,e“~-N/‘5|x:fJ H |
T N
MR

Figura 8. Estructura quimica del acido tetrahidrofélico

El acido félico, participa también en el ciclo metabdlico de la metionina, 10 que
le confiere un pape! importante en el funcionamiento del sistema nervioso. En
la sintesis del ADN, participa en el metabolismo de las pirimidinas (el 5,10
metilen—THFA metila el d-urilato a timidilato) y en el de las purinas (el 10-formil-
THF cede dos atomos de carbono en las posiciones C2 y C8 de la cadena
anular). Ademas, participa en el catabolismo de histidina a acido glutamico y en

la interconversién de serina y glicina (Figura 9).
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Figura 9. Metabolismo de folatos y ciclos relacionados. Los évalos rojos y verdes representan
enzimas clave con polimorfismos genéticos implicadas en el metabolismo: MTHFR, 5,10
Metilen tetrahidratofolato reductasa; RFC, Transportador de folatos; TS, Timidilato sintetasa;
CBS, Cistatonina-B-sintetasa; SHMT, Serina hidroximetilsintetasa; DHFR, Dihidrofolato
reductasa; hFR, Receptor de folatos humano; GART, Fosforribosilglicinamida formiltransferasa;
AIRCARFT, 5-Aminimidazol 4-carboxamina ribonucledtido formiltransferasa. Los rectangulos
representan a los sustratos: THF, Tetrahidratofolato; DHF, Dihidrofolato; 5-FU, 5 Fluoracilo;
dUMP,  desoxiuridinamonofosfato, dTMP, desoxitimidina monofosfato, SAM, S-
adenosilmetionina; SAH, S-adenosilhomocisteina; GAR, Glicinamida ribonucledtido; AIRCAR,

5-Aminimidazol 4-carboxamina ribonucledtido; X, Sustratos para metilacion (Ulrich, 2003).

Deficiencias en el metabolismo del acido folico

Las proteinas encargadas en la sintesis, reparacién y metilacion de ADN
juegan un papel clave en la prevencién de cambios en el material genético. Las
alteraciones en las proteinas clave dentro del metabolismo del acido foélico

pueden provocar errores en la replicacion del ADN, un ejemplo de ello es la
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metilacion del ADN; en donde un grupo metilo es donado por S-adenosil
metionina (SAM), cuya formacion a su vez depende de la actividad de la
enzima Metilen tetrahidratofolato reductasa. La metilacion cumple una funcién
importante en la reparacion del ADN asi como la regulacién en |la expresién
génica (Stevens et al, 2007).

Enzima Metilen tetrahidratofolato reductasa

La Metilen tetrahidratofolato reductasa (MTHFR) es una enzima (Figura 10)
clave en el ciclo metabdlico del acido félico, necesaria para la conversion de la
homocisteina (aminoacido toxico en el organismo), a metionina, metabolito

~ esencial en la metilacién y sintesis del ADN.

Figura 10. Estructura tridimensional de la enzima MTHFR (Yamada, 2005).

La enzima MTHFR es codificada por el gen del mismo nombre (MTHFR) el cual
se localiza en la posicién 1p36.3, tiene un tamafio de 2.2 Kb y esta compuesto
por 11 exones (103-432 pb), como se observa en la figura 11.
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Metabolismo del acido félico y variantes genéticas del gen MTHFR

La identificacién de polimorfismos en enzimas clave dentro del metabolismo del
acido félico demuestra que presentan variabilidad genética. El ciclo del acido

félico es esencial para mantener la homeostasis celular (Ulrich et af, 2003).

Las variantes genéticas en las enzimas Timidilato sintetasa (TS), 5,10 Metilen
tetrahidrato folato reductasa (MTHFR) y la enzima transportadora de folatos
(RFC) han sido investigadas ampliamente. Uno de los polimorfismos
comunmente estudiados es el del gen MTHFR, un SNP (polimorfismo de un
solo nucledtido, por sus siglas en Inglés), en donde el nucledtido citosina es
remplazado por el nucleétido timina (C cambia a T) en la posicién 677 del gen,
lo que representa el cambio del aminoacido alanina por una valina en el codén
222 (Ala222Val), en el exén 4 del gen (Ulrich et al, 2003).

Los individuos portadores del genotipo 677TT presentan una actividad
enzimatica reducida (alrededor del 30%), en comparacion con el genotipo
silvestre (677CC) y presentan altos niveles de homocisteina en plasma, lo que
en consecuencia produce una hipometilacién generalizada del ADN (Vahid et

-tat)
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SUTR 3I'UTR

Figura 11. Representacion grafica de la ubicacion del gen MTHFR en el cromosoma 1p36.3 (a)
y la estructura del gen (b).

El estudio realizado por Chen et al, 2005 mostré un mayor riesgo de desarrollar
CaMa en individuos portadores del genotipo 677TT en comparacién con
aquellos portadores del genotipo silvestre (677CC) En el trabajo realizado por
Ericson et al (2009) observaron un alto riesgo de desarrollar CaMa en mujeres
de la poblaciéon sueca (Malmé) menores a 55 afios de edad, portadoras del
alelo 677T. De igual manera, Maruti et al (2009) encontraron en su estudio, un
incremento del 62%, en el riesgo de desarrollar CaMa, en mujeres
postmenopausicas poseedoras del genotipo 677TT. En poblacién japonesa,
Suzuki et al (2008) identificaron también una correlacién entre el genotipo
677TT y la proliferacion de tumores malignos de mama, en mujeres
postmenopausicas. Sin embargo, otros estudios no han encontrado asociacién

entre la presencia del genotipo 677TT y el riesgo a desarrollar CaMa (Plateck
et al, 2009; Vahid et al, 2010).

Estudios en México han reportado una alta prevalencia del genotipo 677TT
(Zuniga et al, 2008), sobre todo, en habitantes de los diversos grupos étnicos
(Davalos et al, 2000). En contraste, la poblacién mestiza mexicana presenta
diferencias muy marcadas en las distintas regiones del pais; un ejemplo se
presenta en el Estado de Yucatan, ubicado al sureste del pais, en donde se
reportd la frecuencia alélica mas alta del alelo mutado (677T) con el 54%
(Gonzalez, 2002), mientras que en el norte del pais la frecuencia observada
para el mismo alelo en los estados de Chihuahua y Nuevo Leén fue de 38 y el
35.9% respectivamente (Chavez, 2004; Aguirre-Rodriguez et al, 2008).
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El CaMa es una enfermedad cuya incidencia y prevalencia se ha visto
incrementada alarmantemente en los Ultimos afios, convirtiéndose en un
problema de salud publica a nivel mundial (Globocan, 2008). En México, como
en la mayor parte de Latinoamérica la mortalidad por esta enfermedad es muy
alta en comparacion con paises desarrollados.

Los estudios genéticos podrian ser una herramienta clave para la prevencién
del CaMa. El polimorfismo C677T, del gen MTHFR, es considerado como un
factor de riesgo en mujeres portadoras del genotipo homocigoto 877TT, debido
al papel que desempefia la enzima MTHFR en la reparacion y sintesis del ADN
{Maruti et af, 2009; Ericson ef al, 2009 Chen ef al, 2005},

A pesar de que el polimorfismo MTHFR C677T ha sido estudiado, los
resultados en cuanto a la asociacién que éste pueda tener con el desarrolio de
CaMa son muy variables, por lo que el estudio de este polimorfismo en distintas
regiones de México brindaria datos mas exactos sobre su prevalencia y
asociacién con el CaMa
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaMa es la malignidad con mayor incidencia en mujeres, con una estimacién
anual de 1.38 millones de nuevos casos diagnosticados en el mundo y un total
de 458,000 defunciones. Aungue la mayor incidencia se presenta en paises
desarrollados, las defunciones se concentran principalmente en paises en vias
de desarrollo (Globocan, 2008).

En México y sobre todo en el Estado de Jalisco, los casos de CaMa han
incrementado considerablemente, incluso han desplazando al cancer cérvico-

uterinc como la principal causa de muerte por tumor maligno enmujeres
(INEGI, 2011).

Diversos factores han influido en el incremento en el niumero de casos de
CaMa, como los ambientales, genéticos, el estilo de vida de la poblacién, y los

deficientes métodos de prevencion en el sector salud entre otros.

A pesar de que el polimorfismo MTHFR C677T ha sido estudiado, los
resultados en cuanto a la asociacion que éste pueda tener con el desarrollo de
CaMa son muy variables. El presente trabajo se centrd en la prevalencia de
éste polimorfismo en el Estado de Jalisco y la asociacién del mismo con CaMa
en mujeres pre y postmenopadsicas.
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JUSTIFICACION

Los estudios genéticos abren un nuevo campo de estudio en el pronéstico de
enfermedades y padecimientos a 10s que las personas pueden ser susceptibles
tales como el cancer. El estudio del polimorfismo MTHFR C877T en distintas

regiones de México aportaria datos mas exactos sobre su prevalencia y su
asociacion con CaMa.
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HIPOTESIS

E! alelo T del polimorfismo MTHFR C677T se asocia al desarrcllo de CaMa en
mujeres pre y postmenopausicas del Estado de Jalisco.
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OBJETIVOS

Determinar si existe asociacién entre el polimorfismo MTHFR CB77T y el
cancer de mama en mujeres pre y postmenopausicas del Estado de Jalisco.

Objetivos particulares.

1-Determinar las frecuencias alélicas de! polimorfismo MTHFR CB77T
en mujeres con cancer de mama del Estado de Jalisco y en un grupo
control de referencia.

2-Conocer las frecuencias genotipicas del polimorfismo MTHFR C677T
en mujeres con cancer de mama del Estado de Jalisco.

3-Analizar la asociacién del polimorfismo MTHFR CB877T con cancer de
mama en mujeres pre y postmenopausicas.
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MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio: Transversal analitico

Sede: El presente trabajo se desarroltd en el Laboratorio de Inmunologia del
Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara.
Se contb con |a colaboracion de los hospitales de Ginecoobstetricia (HGO) y de
Especialidades (HE) del Centro Médico Nacional de Occidente (CMNO) y el
instituto Jalisciense de Cancerologia (1JC).

Universo de estudio y tamaiio de muestra:

Se captaron 131 mujeres con diagnéstico inicial de CaMa que acudieron a los
Hospitales HGO, HE e IJC, residentes del Estado de Jalisco y que aceptaron
participar en el estudio mediante la firma de una caria de consentimiento
informado. Se obtuvo un grupo de referencia de 128 individuos (hombres y
mujeres) que acudieron al laboratorio de andlisis clinicos del HE del CMNO.

Criterios de inclusion:

Mujeres mayores de 18 afios, residentes del Estado de Jalisco con diagndstico
inicial de cancer de mama invasor realizado durante los ultimos 24 meses sin
haber recibido quimioterapia, previa a la toma de sangre.

Criterios de no inclusion:

Mujeres extranjeras y/o con antecedente personales o familiares de cancer de
mama.

Criterios de exclusion:

Mujeres provenientes de otros estados de la Republica mexicana, en estado
perimenopausico, ¢ con expediente clinico incompleto.

Muestras perdidas involuntariamente durante los procedimientos y/o no
genotipificadas

Definicion de variables:
Dependiente:
Cancer de mama

Premenopausia
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Postmenopausia
Residentes del Estado de Jalisco

independignte:

Polimorfismo C877T del gen MTHFR.
Captacién de muestras del grupo control:

Se realizé una puncién venosa en individuos que acudieron al laboratorio
clinico del Hospital de Especialidades del CMNO. Se colectaron alrededor de 5
mL de sangre completa periférica en un tubo de recoleccion con EDTA como
anticoagulante. Las muestras se rotularon con un namero y cédigos de barras
para mantener la confidencialidad de las pacientes y los individuos reclutados.

Captacidén de muestras de pacientes:

Se acudié a los Hospitales HGO, HE e 1JC para realizar la puncién venosa en
las pacientes candidatas que aceptaron participar. Se colectaron alrededor de &
mL de sangre completa periféerica en un tubo de con EDTA como
anticoagulante. Las muestras fueron rotuladas con un nimero y cédigo de
barras para mantener la confidencialidad de las pacientes.

Aspectos éticos

A todas las mujeres incluidas en el estudio, se les entregd un consentimiento
informado para su participacion, en donde se les explicéd el objetivo del estudio,
los procedimientos a realizar asi como los beneficios que se obtendrian para la
sociedad que los resultados del estudio.

Los procedimientos realizados para su diagnéstico y el tratamiento de la
patologia fueron los de rutina en cada institucién, con excepcion de la toma de
sangre para la extraccion de ADN. El estudio se considerd con un riesgo
minimo para la salud de las mujeres, de acuerdo al articulo 17 de la Ley
General de Salud en Investigacion para la Salud.

Todos los miembros que participaron directamente en el proyecto contaron con
el certificado “Protecting Human Research Participants” expedido por el

National Institutes of Health (NIH), para hacer investigacién con participantes
humanos.
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Extraccion de ADN genémico

E! ADN fue extraido por el método de precipitacién de sales de Miller (1988) fue
reconstituido en 1 mL de agua injyectable y almacenado a -20 °C (ver
apéndice).

Cuantificacion del ADN

El ADN obtenido fue analizado por espectrofotometria para determinar su
concentracion y pureza (ver apéndice). Posteriormente fue homogenizado con
agua estéril y separado en alicuotas con una concentracién final de 100 ng/ul
para ser utilizadas en fa PCR.

Reaccion en cadena de la pelimerasa

Se realizo la amplificacion del fragmento de interés con la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR-Polimerase Chain Reaction) con iniciadores
previamente descritos, (Frosst ef al, 1995) (ver apendice).Las reacciones de
PCR se realizaron en un termociclador MJ Research PTC-2000 con las
condiciones mostradas en el cuadro 3 (ver apéndice).

Polimorfismos en longitud por fragmentos de restriccion

La deteccidn de los genotipos para el gen MTHFR se realizé mediante la
deteccidon de polimorfismos en longitud por fragmentos de restriccion (RFLP)
siguiendo las instrucciones de Frosst et al (1995) (ver apéndice).

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los geles fueron preparados con poliacrilamida 29:1 (ver apéndice), el
fragmento amplificado correspondid a una banda de 197 pb.

Identificacion de genotipos

Los fragmentos obtenidos en las muestras fueron de 198 pb (alelo C) y de 175
pb (alelo T), en el caso de heterocigotos (CT) se presentaron los dos

fragmentos; los datos fueron registrados y utilizados para el conteo génico y las
pruebas estadisticas.
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Analisis estadistico

Se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas en la poblacion general
(PG) y el grupo de CaMa, asi como los grupos de mujeres pre y
postmenopdusicas. El grupo control fue sometido al equilibrio de Hardy—
Weinberg (HW). La proporcién de genotipos observados se comparo mediante
el analisis de Finetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/fhw/hwai.pl ) y pruebas de x* Se
realizaron pruebas de asociacion de riesgo (OR>1) entre los grupos de estudio;
con un intervalo de confianza (IC) del 95% (Strom, 2007).

El calculo de las frecuencias alélicas de los grupos PG y CaMa, fueron
determinadas de acuerdo al binomio (p+q)? donde:

(p+q)*=p? + 2pq + *

Donde: p?= genotipo CC homocigoto
p=alelo C 2pg= genotipo CT heterocigoto
g=alelo T g*= genotipo TT homocigoto
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Diagrama de flujo
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Figura 12. Diagrama de flujo de los procedimientos realizados en el trabajo.
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RESULTADOS

Tipificacion de las muestras

Se determinaron los genotipos de cada una de las muestras (Figura 13 y 14).
Las muestras en las que posterior a la digestion tenian un solo fragmento se
genotipificaron como homocigotos para el alelo silvestre 677C o para el alelo
mutante 677T, mientras muestras que presentaron dos fragmentos (195 y 175
pb) se tipificaron como heterocigotos (677C/677T).

Al finalizar los ensayos experimentales, las muestras se dividieron en dos
grupos: el primero fue el del grupo control (PG) constituido por 128 muestras de
individuos de ambos sexos de la poblacién general y el segundo pacientes con
diagnoéstico inicial de CaMa con 131 muestras. Asi mismo este ultimo grupo se
clasificd de acuerdo al estado menopausico; el de mujeres premenopadusicas
constituido por 41 individuos, el de mujeres postmenopausicas con 81
individuos y nueve pacientes en estadio perimenopausico, las cuales fueron
excluidas de este estudio.

1 2 3 4 5 6 7 8& 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 13. Gel de poliacrilamida (6%) de la PCR, tefiido con nitrato de plata. Los carriles
1,2,3,5,6,9,13,14,,15,16,17 y 19 corresponden a muestras con el fragmento amplificado (197
pb). Los carriles 4, 7, 8, 10,11 y 20 corresponden a muestras sin amplificacién del fragmento

esperado. El carril 4 corresponde al control (blanco). El carril 12 corresponde al Marcador
escalera (M) 50 pb.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

T CT ¢T ¢vF T/T T ¢c M /T ¢T ¢T ¢/c ¢/T T/T ¢/c ¢/c TT c¢/c c/c
200 pb

125 pb T
100 pb

75 pb

Figura 14. Gel de poliacrilamida (6%) de la digestion de los fragmentos amplificados, tefido
con nitrato de plata. Muestras sometidas a incubacién con la enzima de restricciéon. Los carriles
7,12, 15, 16, 18 y 19 corresponden a homocigotos para el alelo silvestre (677CC). Los carriles
1, 2, 34, 9, 10, 11 y 13 corresponden a heterocigotos (677CT). Las carriles 5, 6, y 17
corresponden a homocigotos para el alelo mutado (677TT). El carril 20 no presentd
amplificacién de fragmentos. El carril 8 corresponde al Marcador escalera (M) de 25 pb.

Frecuencias genotipicas y alélicas

Las frecuencias genotipicas para cada grupo de estudio se muestran en el
cuadro 2.

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR en grupos PG y
CaMa.

GRUPO : GENOTIPOS (Frecuencia relativa %) TOTAL (N) !
cC cT 1T
PG 52(0.411) 60 (0.46) 16(0.129) ' 128
CaMa 57{0.421) ' 56 (0.456) ‘ 18(0.123) 131

PG: Poblacion general. CaMa: Cancer de mama.

La representacion grafica de las frecuencias genotipicas de los grupos PG y
CaMa, se muestra en la figura 15.
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10
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Figura 15. Frecuencias genotipicas (%) del gen MTHFR 677 en el grupo control (PG); CC:
41.1, CT: 46, TT. 12.9 y en el grupo de Cancer de mama (CaMa); CC: 42.1, CT: 45.6, TT: 12.3.

Una vez obtenidos los genotipos de las mujeres con CaMa, se agruparon de
acuerdo a su estadio menopausico (Pre-M y Post-M), los resultados se
muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Frecuencias genotipicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR en grupos Pre-M y

Post-M.
| GRUPO : GENOTIPOS (Frecuencia relativa %) . ToTAL (N)
. | cc T 1 ‘ !
If pre-M | ws3s | 15047) | slouan | a1 i
[——— ———— t R R s—— =
Post-M | 37(047) | 37(0432) | 7(0099) = 81 ‘

Pre-M: Pre menopausicas. Post-M: Post menopausicas.

La representacién grafica de las frecuencias genotipicas de las mujeres pre y
post menopausicas se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Frecuencia genotipica (%) del gen MTHFR 677: Pre-M; CC: 37.8, CT: 47, TT: 14.3.
Post-M; CC: 47, CT: 43.2, TT: 9.9.

Las ORs del genotipo de riesgo (TT vs CC) para los grupos PG/Post-M y Pre-
M/Post- M fueron: 0.615 y 0.426; p: 0.471 y 0.143 respectivamente, por lo que
no representaron un factor riesgo para el desarrollo de CaMa (OR= o0 < 1). Las
frecuencias alélicas de los grupos PG y CaMa se muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Frecuencias alélicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR en grupos PG y
CaMa.

' GRUPO  ALELOS (Frecuencia relativa %) i TOTAL(N) |
|
| |
| | c T | ‘
PG 164 (0.641) ‘ 92(0.359) | 256 l
CaMa | 170(0649) |  92(0.351) | 262 |

PG:Poblacion general. CaMa: Cancer de mama.
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La representacion grafica de las frecuencias alélicas de los grupos CaMa y PG
se muestra en la figura 17.

PG CaMa

Figura 17. Frecuencia alélica (%) del gen MTHFR 677. PG; C: 64.1, T: 35.9. CaMa; C: 64.9, T:
35.1.

Las frecuencias alélicas del gen MTHFR en los grupos de mujeres Pre-M y
Post-M se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Frecuencias alélicas del polimorfismo C6877T del gen MTHFR en grupos Pre-M y
Post-M.

GRUPO ALELOS (Frecuencia relativa %) = TOTAL (N)

c T | |
' Pre-M 510622 | 310378 | 82 f
" Post-M 111(0.685) 51(0315) | 162

Pre-M: Premenopausicas. Post-M: Postmenopausicas.
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La representaciéon grafica de las frecuencias alélicas de los grupos Pre-M y
Post-M se muestra en la figura 18.

70

50 -
40 -
30 -
20 -
10

Pre-M Post-M

Figura 18. Frecuencia alélica (%) del gen MTHFR 677. Pre-M; C: 62.2, T: 37.8. Post-M; C:
68.5, T: 31.5.

Para los grupos PG/CaMa, PG/Pre-M y Post-M/Pre-M la OR para el genotipo
de riesgo fue: 1.026, 1.444 y 2.349 respectivamente, sin embargo no
presentaron una diferencia estadisticamente significativa (p> 0.05); p: 0.947 y
0.471, 0.143 respectivamente.

Analisis de resultados

El grupo PG cumplié con el equilibrio Hardy-Weinberg (P= 0.83), por lo que
puede ser utilizado como grupo control de referencia. Una OR= o > 1
representa un factor de riesgo. Una p<0.05 representa una diferencia
estadisticamente significativa asociada al factor de riesgo. A continuacion se
muestran las comparaciones estadisticas realizadas entre los grupos (Cuadro
6). Se consideré al alelo T como el alelo de riesgo para realizar las
comparaciones.
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Cuadro 6. Comparaciones genotipicas entre los diferentes grupos de estudio.

Genotipos MTHFR C677
( Al silvestre)<>( Al de riesgo)

C

cc
CT(11)<>(12)
TT(11)<>(22)

cC
CT(11)<>(12)
TT(11)<>(22)

cC
CT (11)<>(12)
TT(11)<>(22)

cc
CT (11)<>(12)
TT(11)<>(22)

cc
CT (11)<>(12)
TT(11)<>(22)

T

Comparaciénde grupos

PG/CaMa
52/57
60/56
16/18

PG/Pre-M
52/18
60/15

16/8
PG/Post-M
52/37
60/37
16/7
Pre-M/Post-M
18/37
15/37
8/7
Post-M/Pre-M
37/18
37/15
7/8

OR's (95% IC 5)

1.00 (Ref)
0.851 (0.505-1.437)
1.026 (0.475-2.219)

1.00 (Ref)
0,722 (0.331-1.575)
1.444 (0.430-1.779)

1.00 (Ref)
0.867 (0.481-1.560)
0.615 (0.230-1.643)

1.00 (Ref)
1.200(0.527-2.733)
0.426(0.133-1.358)

1.00 (Ref)
0.833 (0.366-1.898)
2.349 (0.736-7.496)

11 (CC), 12 (CT), 22 (TT). OR (Odds ratio). IC (Intervalo de confianza).

0.546
0.947

0.412
0.471

0.633
0.329

0.663
0.143

0.663
0.143
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DISCUSION

La deficiencia en el metabolismo del acido félico, por la presencia del
polimorfismo MTHFR C677T en individuos homocigotos con el genotipo TT,
supone un mayor riesgo a desarrollar CaMa en mujeres (Chen et al, 2005,
Gonzalez, et al, 2005). En el presente trabajo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias genotipicas y alélicas de
los grupos con CaMa y control (p>0.05). Asi mismo, no se encontré una
asociacién entre la presencia del polimorfismo MTHFR C877T y el desarrollo
de CaMa en mujeres pre y postmenopausicas del Estado de Jalisco.

Las frecuencias genotipicas obtenidas en el presente estudio fueron:; para PG
(grupo control). CC=41.1, CT= 46, TT=12.9; para los casos CaMa: CC= 421,
CT= 45.6, TT=12.3, mientras que para los subgrupos del grupo de CaMa Pre-M
y Post-M fue de CC= 37.8, CT= 47, TT= 14.3 y CC= 47, CT= 432, TT= 9.9
respectivamente. Estas frecuencias varian en comparacién con otros estudios
realizados en otras poblaciones. Por ejemplo, en un estudio realizado en
Inglaterra (Campbell ef al, 2002), se obtuvieron frecuencias genotipicas para el
grupo control y el grupo con CaMa de: CC= 50.6, CT= 39.5 TT= 9.9 y CC=
418, CT= 484, TT= 9.8, respectivamente y se observd un riesgo
estadisticamente significativo a desarrollar CaMa (OR 1.43, 95% CI 1.02-2.00)
en mujeres portadoras del genotipo TT, el cual de acuerdo a sus resultados
aumenta en las mujeres >40 afos de edad (OR 1.64, 95% Cl 1.12-2.41).

Estudios realizados en México, en la regién norte del pais, especificamente en
el Estado de Nuevo Ledn, muestran un alta prevalencia de!l genotipo TT para el
polimorfismo MTHFR C677T, 20.5% en un grupo control y 23.5% en un grupo
de pacientes con cancer gastrico (Zufiga-Noriega et al, 2008). En otro estudio
realizado en poblacién general del Estado de Nuevo Leén, con una muestra
compuesta por 533 individuos (hombres y mujeres), se obtuvo una frecuencia
del 19.7% para el genotipo homocigoto TT (Aguirre-Rodriguez et al, 2008).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran una frecuencia para
el genotipo 677TT del 12.9% y una frecuencia del alelo mutado 677T del
35.9%. Estos resultados revelan la diferencia que existe en distintas partes del
pais, respecto a la prevalencia del el genoctipo 677TT, demostrando asi, la
heterogeneidad étnica existente en México.

En el cuadro 7 se comparan las frecuencias genotipicas del polimorfismo

MTHFR C677T en el Estado de Jalisco y otras poblaciones control de distintos
paises.
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Cuadro 7. Frecuencias genotipicas del polimorfismo MTFFR C677T en diversas poblaciones

control.
GENOTIPOS
PAIS/REGION CASOS (FRECUENCIA %)
cc cT T

USA 301(46.5) 284 (43.9) 62(9.6)

IRAN 56 (57.7) 37(38.1) 4(4.1)

INDIA 19 (59.3) 12 (36.3) 2(6.1)
REINOUNIDO  118(50.6)  92(39.5) 23(9.9)
JAPON 338(37) 425 (47) 146 (16)
MEXICO 52 (41.1) 60(46) 16(12.9)

(Jalisco)

Es conocida la relacion que existe, entre el desarrollo de CaMa y la edad
(Ericson et al, 2009). En varios estudios se reporta que la mayor cantidad de
casos de mujeres con CaMa se presenta en mujeres en estado
postmenopausico (>55 afios de edad). Un ejemplo es el estudio realizado por
Maruti et al (2009), en el cudl el grupo de mujeres post menopausicas con el
genotipo 677TT presentd un riesgo mas alto de desarrollar CaMa, en
comparacion a los individuos con el genotipo silvestre 677CC (OR: 1.62; 95%;
Cl: 1.05 — 2.48). De manera similar en el estudio realizado por Suzuki et al
(2008) se observé que la prevalencia del genotipo homocigoto 677TT, en
mujeres en estadio postmenopausico aumenta significativamente el riesgo de
desarrollar CaMa en comparacién a mujeres post menopausicas con el
genotipo 677CC (OR: 1.83, 95%, CI: 1.08 = 3.11).

Aunque en el Estado de Jalisco no se encontraron diferencias significativas en
los grupos Pre-M y Post-M, si se observd una mayor prevalencia del genotipo
TT en mujeres en Pre-M (14.3%) que en aquellas Post-M (9.9%). Ademas, se
encontré una mayor prevalencia del genotipo CT (47%) en el grupo Pre-M.
Comparaciones entre los grupos Pre-M/Post-M y Post-M/Pre-M arrojaron datos,
gue aunque no fueron estadisticamente significativos, se mostraron cercanos al
valor significativo p< 0.05. La comparacién de los grupos Pre-M/Post-M mostré
una OR de 2.819 en los portadores del genotipo heterocigoto 677CT con una p
de 0.07 y un IC de 0.868-9.161.

El estudio de otros polimorfismos asociados al desarrollo de CaMa en mujeres,
sobre todo de aquellos genes que participan en el metabolismo del acido félico
como son los polimorfismos 1298 y 1793 en el gen MTHFR, aunado al estudio
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comparativo de haplotipos entre poblaciones, puede brindar una perspectiva
mas amplia de la relacién que guarda la presencia de los haplotipos y un riesgo
mas alto a desarrollar la enfermedad.

En la poblacién general del Estado de Jalisco la frecuencia del alelo T fue de
35.9% y de 37.8%, para ! grupo Pre-M. Esta frecuencia es muche menor a la
reportada en el estudio realizado en Estado de Yucatan (Sureste del pais), en
el cual se reporta una frecuencia del 54% para el alelo mutado (Gonzalez et af ,
2002). No obstante la prevalencia obtenida en el presente trabajo se mantiene
por encima de otras poblaciones estudiadas (Vahid, 2010).

Aunque los resultados obtenidos en el presente estudio no muestran una
asociacion entre el polimorfismo del gen MTHFR y el CaMa, los datos
generados pueden ser utilizados para complementar otros trabajos y permiten
una mejor comprension del comportamiento y la presencia del polimorfismo
MTHFR C877T en el Estado de Jalisco y en el pals.

Un incremento en el nimero de muestras analizadas, podria proporcionar en
un corto plazo datos mas concluyentes de la importancia que juega el

polimorfismo MTHFR C6877T7, en la susceptibilidad a desarrcllar CaMa en
mujeres.
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CONCLUSIONES

1) No se observd una asociacion del polimorfismo MTHFR CB677T con cancer

de mama en mujeres del Estado de Jalisco, respecto a la poblacion control de
referencia.

2} No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo MTHFR C677T de acuerdo
al estadio menopausico en mujeres con cancer de mama del Estado de Jalisco.

3} De acuerdo a los datos obtenidos en el presente estudio, no hay asociacién
entre el polimorfismo MTHFR C677T y el desarrollo de cancer de mama en
mujeres pre y postmenopausicas del Estado de Jalisco.
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APENDICE
TECNICAS Y PREPARACION DE SOLUCIONES

Lista de reactivos

Acido acético CsH402

Acido borico HsBO;

Acrilamida CsHsNO

Bicarbonato de amonio NH4HCO3 Caledon
Bis-acrilamida CsH1gN202

Cloruro de amonio NH;C Fisher
Cloruro de sodio NaCl Research organic
Etanol CszO

EDTA (Acido C1oH15N20g Invitrogen
etilendiaminotetraacético)

Formaldehido H3COH

Glicerol CaHg03

Hidréxido de sodio NaOH

Isopropanol CsHgO

Nitrato de plata AgNOg4

Persulfato de amonio K505

SDS (Dodecilsulfato de sodio) C12H25NaO4S Invitrogen
TEM ED(Telrametiletilendiamina) C6H15N2

Tris CoH15BrsO4P Invitrogen

Extraccion de ADN método de precipitacién con sales de Miller (Miller et
al, 1988).

Fundamento: la extraccion de ADN utilizada, se basa en la obtencion del ADN
a partir de leucocitos en sangre periférica, en donde las membranas celulares y
nucleares son degradadas para la liberacion del ADN.

Materiales: Muestra de sangre (5mL), Tubo de tapa morada K, EDTA (BD
Vacutainer), Tubos conicos estériles de 50 y 10 mL, micropipeta y puntas
estériles de1000 pL, microtubos de 2 mL, campana de flujo laminar, centrifuga
refrigerada, microcentrifuga y vortex.

Reactivos y soluciones:

Solucién amortiguadora de lisis de eritrocitos (1000mL)
Cloruro de amonio 0.144 M 7.702 g
Bicarbonato de amonio 0.01 M 0.158 g
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Mezclar las dos soluciones quedando en una proporcion 10:1.

Solucion amortiguadora de lisis de leucocitos (100mL)

Tris 10 mM 01211 g
Cloruro de sodio 400 mM 2.3376 g
EDTA 2mM 0.0744 g

Ajustar a un pH de 8.2 y aforar a 100 mL con agua desionizada.

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%

SDS 109
Aforar a 100 mL con agua desionizada.

Solucion de proteinasa k

Proteinasa K 25 mg
SDS 0259
EDTA 2mM 0.0186 g

Aforar a 25 mL con agua desionizada estéril.

Solucidén de cloruro de sodio 6M

Cloruro de sodio 6 M 17532 ¢
Aforar a 50 mL con agua desionizada.

Solucién amortiguadora TE

Tris 10 Mm 0.0605¢g
EDTA 2 Mm 0.0037 g
Ajustar un pH de 2.5 y aforar a 5 mL con agua desionizada.

Procedimiento:

1-Vaciar el contenido de! tubo de sangre, a un tubo cénico de 50 ml, aforando a
35 mL con buffer de lisis de eritrocitos 10:1.

2-Agitar vigorosamente por 1 min y refrigerar durante 20 min.
3- Agitar por 30s y centrifugar a 1,500rpm durante 20min a 4° C.

4-Decantar el sobrenadante y lavar el botdn con la misma solucién buffer de
lisis de eritrocitos.

5-Repetir los pasos 3 y 4, hasta que el botdn de leucocitos se observe limpio
(2-3 veces).

6-Una vez limpio, agregar 3 ml de solucién buffer de lisis de leucocitos, 200 ul
de SDS (10%) y 500 pl. de proteinasa K.
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7-Agitar la solucion en el vortex hasta que el boton se disuelva.

8-Incubar el tubo a 37°C durante 48 h.

9-Adicionar 1 ml de cloruro de sodio (6M) y agitar vigorosamente durante 1 min.
10-Centrifugar a 2,000 rpm durante 15 min.

11-Transferir el sobrenadante (ADN) a un tubo conico de 15 mL y adicionar dos
volumenes de Isopropanol frio.

12-Agitar por inversion hasta que se observen las hebras de ADN.

13-Transferir el ADN a un microtubo (2mL) y centrifugar a 10,000 rpm durante
10 min.

14- Decantar el sobrenadante y adicionar 1mt de etanol (70%).
15-Repetir el paso 14 dos veces.

16-Ventilar el tubo con el ADN durante 24 h.

19-Agregar 1mL de agua inyectable y resuspender.

20-Colocar el microtubo a 37°C, hasta la disolucidn total del ADN (24-36 h).

21-Almacenar a 4 °C.

Cuantificacion de ADN por Espectrofotometria (Sambrook y Russel, 2001)

Fundamento: los métodos espectroscopicos se basan en la capacidad de las
sustancias de absorber o emitir radiacion electromagnética. Estos se pueden
emplear para determinar la concentracién de un reactivo o producto durante
una reaccion. El ADN absorbe una longitud de onda de 260 nm, mientras que
las cadenas sencillas de ADN y ARN la absorben a 280 nm. Los carbohidratos
y otros compuestos absorben a 230 nm.

Materiales y equipo: Micropipetas y puntas estériles de 1-10uL y 1000ulL,
celdilla de cuarzo y espectrofotémetro.

Procedimiento:

1-Ajustar el espectrofotémetro a la longitud de onda de 260 y 280 nm para
medicién de ADN.
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2- Colocar en la celdilla 501uL de agua inyectable como blanco y colocarlo en
el espectrofotometro.

3-Colocar 500 ul de agua inyectable y depositarla 1a celdilia, adicionar 1 pL de
muestra de ADN y mezclar.

4-Colocar la celdilla en el espectrofotémetro y obtener la densidad éptica (DO)
a 260 nm para determinar la concentracion de ADN y a 280 nm para determinar
la concentracién de proteinas.

5-Calcular la concentracion y pureza del ADN a partir de los datos obtenidos.

La concentracidn de ADN se calcula tomando en cuenta el coeficiente de
extincién molar de 50 ng/mL de ADN, que tiene la maxima absorbancia de 1.0

unidad de DO a 260 nm y cuyo valor es 50 y la dilucién usada. Para ello se
utiliza la siguiente formula:

Conc. ADN ng/ul = DO 260 nm * factor de dilucién (501w/1ul) * 50 (valor
constante).

B-Determinar la pureza del ADN con la siguiente férmula:
Pureza del ADN = DO 260 nm/ DO 280 nm.

El valor minimo de pureza debe de ser mayor a 1.4 para reacciones estandar
de PCR.

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Fundamento: la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es un método in
vitro para la sintesis de fragmentos especificos de ADN. Estos fragmentos son
delimitados por secuencias cortas (cebadcres), las cuales reconccen un sitio
de! ADN molde. Una vez delimitado, la amplificacién del fragmento es realizada
por la accién de una ADN polimerasa termoestable, la cual es sometida a
varios ciclos, periodos y temperaturas, lo cual permite la amplificacidén
exponencial del fragmento especifico (Sambrook y Russel, 2001).

Reactivos y soluciones:

PCR (1 X)

Buffer 1X 1l
Cloruro de magnesio 2.5mM 0.5uL
dNTPs 200 uM 0.2 uL
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Iniciador-1 5 pmol/uL 1ul
Iniciador-2 5 pmol/uL 1uL
Taq pol 0.250 ng/uL 0.05 uL
ADN 200 ng/uL 2 pl

Aforar a 10 pL con agua esteéril.

En el cuadro 8 y 9 se muestran las secuencias de iniciadores y el programa del
polimorfismo MTHFR C677T.

Cuadro 8. Iniciadores utilizados para la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) del
polimorfismo MTHFR C877T (Curtin et al, 2004).

Longitud del fragmento
: 3 o - 7 | amplificado (pb).
MTHFR 677 5 CCGAAGCAGGGAGCTTTG 3 (Forward) 197

Secuencia de inicladores

5 CGGTGCATGCCTTCACAA3 (Reverse)

................ pb: Pares de bases

Cuadro 9. Programa de amplificacién del gen MTHFR por PCR.

~ Temperatura (°C)

" e

~ No. aeféiclt')-s._ i Descrlpdén '

1 94 5 min

Desnaturalizacién
inicial

2 94 30s 1 Desnaturalizacién
3 65 30s 1 Alineamiento
4 72 30s 1 Extension
5 Pasos 2-4 Pasos 2-4 30 del paso 2-4 Pasos 2-4
6 72 10 min 1 Extension final
7 4 oo z Mantenimiento

Polimorfismos en longitud por fragmentos de restriccion

Fundamento: El método de tipificacion, basado en la longitud de los fragmentos
de restriccién (RFLP-Restriction fragment length polymorphism) se utiliza en la
identificacion de subcadenas o fragmentos especificos conocidos
(generalmente de 4-6 pb de longitud) mediante una enzima de restriccion, la
cual corta el sitio de reconocimiento. Esta técnica es ampliamente utilizada
para identificar fragmentos de distintas longitudes.
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Reactivos y soluciones:

RFLP (1X)

Buffer (NEB 4) 1ul
Hinf 1 0.1 uL
ADN (ampilificado) 5ul

Agregar 3 mL de agua destilada.

Se utilizd la endonucleasa de restriccion Hinf 1 (Haemophilus influenzae)
(Frosst et al, 1995). Un total de 5 ubL de producto amplificado fueron sometidos
a una unidad de endonucleasa, incubado a 37°C durante 16 h.

Electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% (29:1)

Fundamento: La electroforesis en geles de poliacrilamida utiliza matrices
neutras eléctricamente para separar fragmentos de ADN bicatenarios de
acuerdo a su tamafioc y monocatenarios de acuerdo a su tamafo y
conformacién (Sanguinetti, 1994, Sambrook y Russel, 2001).

Materiales y equipo: Micropipetas y puntas estériles, cristales, base para el
montaje de cristales, camara de electroforesis, fuente de poder.

Reactivos y soluciones:

Solucién amortiguadora TBE 10X

Tris 0.89 M 107.81 ¢
EDTA 0.025 M 9.306 g
Acido bdrico 0.89 M 55.025¢

Disolver en este orden y aforar a 1000 mL con agua destilada.

Solucion amortiguadora TBE 0.5X (1000mL)

Amortiguador TBE 10X 50 mL
Aforar a 1000 mL con agua desionizada.

Poliacrilamida 29:1

Acrilamida 290 ¢
Bis-acrilamida 109
Aforar a 1000 mL cen agua destilada.

Poliacrilamida 6% (29:1) en TBE 0.5% (500 mL)
Poliacrilamida 291 100 mL
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Etanol
Acido acetico

Aforar a 1000 mL con agua destilada.

Solucidn de tincion
Etanol

Acido acético
Nitrato de plata

Aforar a 1000 mL con agua destilada.

Solucion reveladora

!—Hdrbxido de sodio
Formaldehido

Aforar a 1000 mL con agua destilada.

* Adicionar al momento de preparar la solucion reveladora.

Procedimiento:

10%
0.05%

10%
0.05%
0.2%

3%
37%

300415987

100 mL
5mL

100 mL
5mL
29

30g
5mL

1-En un recipiente, agregar 35 mL de solucidn fijadora por cada gel durante 10

min.

2-Decantar la solucién fijadora y agregar solucion de tincion dejandolo

reposarlo durante 10 min.

3-Retirar la solucién de tincidn y lavar con agua destilada dos veces.

4-Adicionar 35 mL de solucion reveladora y 1 mL de formaldehido al 37 %, se
deja reposar hasta la aparicion de las bandas y lavar con agua corriente.
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TBE

Aforar a 500 mL con agua desinizada.

Jugo azul

Azul de bromofenol

Xilencianol

Glicerol

Aforar a 10 mL con agua esteéril.
Persulfato de Amonio (10 %)
Persulfato de amonio

Aforar a 10 mbL con agua destilada.

Marcadores de peso molecular (110 pl)

Marcador

Agua inyectable

Jugo azul

Mezclar con un vortex.

Procedimiento:

10X

0.25%
0.25%
30%

10%

300415987

25 mL

0.025 mg
0.025 mg
3mL

19

7.5uL
82.5 uL
20 uL

1-Limpiar y montar los cristales en la base donde serda agregada la

poliacrilamida.

2-En un recipiente, mezclar 35 mL de poliacrilamida 29:1 (6%), 400 pl de
persulfato de amonio (10%) y 50 ul. de TEMED, agitar levemente y vaciar en

los cristales montados en la base,

3-Una vez polimerizada la poliacrilamida, colocar los cristales en la camara de

electroforesis y adicionar buffer de corrimiento TBE 0.5X.

3-Aplicar las muestras mezcladas (5ul) con juge azul y un marcador de peso

molecular de 50 pb.

4-Programar la fuente de poder a 180 V durante 40 min.

5-Desmontar los geles.

Tinciéon con Nitrato de Plata
Reactivos y soluciones:

Solucion fijadora
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ANEXOS
|. Carta de consentimiento informado.

Il. Los resultados preliminares de este trabajo fueron presentados en el Xl
Congreso Internacional Avances en Medicina Hospital Civil de Guadalajara.
Con el titulo: "Asociacién de polimorfismos en los genes MTHFR y TS con el
desarrollo de cancer de mama en mujeres pre y postmenopausicas” del 24 al
26 de Febrero del 2010. Guadalajara, Jal, México.
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APPROBADO POR EL IRB DE LA UNIVERSIDAD DE
ARIZONA. ESTE SELLO DERE APARECER EN TODOS
LOS DOCUMENTOS USADOS PARA OBTENER L
CONSENTIMIENTO DE LOS PACIENTES.

tECHA: 07-30-08 VENCIMIENTO: 10-22-09

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PARTICIPANTE Parlicipante#:
BSC: 06-0856-02

TITULO: Estudio Comparativo de Canceres del Seno y sus Factores de Riesgo en Mujeres Mexicanas en
México y en los Estados Unidos de Norteamérica.

Se me solicita leer el siguiente documento para garantizar que este informado acerca de la
naturaleza de este estudio de investigacion y de como sera mi participacion en él; en el
caso de dar mi consentimiento para participar. Firmando este documento indicaré que he
sido informado y que doy mi consentimiento. Disposiciones federales requieren un
consentimiento informado por escrito antes de participar en dicho estudio de investigacion
y asi de esta manera que yo conozca la naturaleza y los riesgos de mi participacion y pueda
decidir libre e informadamente si quiero participar o no.

Propésito

He sido invitada a participar voluntariamente en el proyecto de investigacion con titulo
mencionado. El propésito de esta investigacion es entender los factores de riesgo del cancer del
seno en mujeres con herencia mexicana. El estudio es conducido en el Centro del Cancer de
Arizona de la Universidad de Arizona. Se me ha pedido ser parte de éste estudio por que he sido
diagnosticada con cancer del seno y soy de descendencia mexicana.

Ei proposito de este estudio es entender los factores de riesgo que pudieran expiicar el cancer del
seno en las mujeres con herencia mexicana. El estudio buscara los diferentes factores de riesgo
del estilo de vida, genética y del medio ambiente entre mujeres con herencia mexicana
diagnosticadas con cancer del seno residentes en México y en los EEUU. Ademas, éste estudio
comparara las caracteristicas clinicas (edad de diagnésis, etapa del tumor, tamafio del tumor,

etc.) de tumores en el seno en mujeres con herencia mexicana en los EEUU con las mujeres
viviendo en México.

En éste estudio, yo seré parte de un estudio binacional (EEUU y México) de cancer del seno
conducido por investigadores de las siguientes instituciones: El Centro del Cancer de Arizona de
la Universidad de Arizona, E! Centro del Cancer de M.D. Anderson de la Universidad de Texas, la
Universidad de Guadalajara, la Universidad de Sonora y el Instituto Tecnolégico de Sonora.

Yo soy una persona elegible ha participar por que he sido diagnosticada con cancer del seno.

Criteria de Seleccién:

Yo he sido invitada a participar en éste estudio por que:

1) Yo he sido recientemente diagnosticada con cancer invasivo del seno durante los Gltimos 24
meses.

2) Yo soy de descendencia mexicana.
3) Yo tengo 18 afios de edad o més.

Yo no calificaré si:
1) Soy un varén. . ) , , .
2) Previamente he tenido un diagnostico de cancer de seno, incluyendo carcinoma ductal in situ.
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3) Yo no estoy dispuesta a proveer el consentimiento para la coleccion del tejido canceroso de mi
Seno.

4) Por razones de salud, no puedo dar mi consentimiento informado o no puedo responder a las
preguntas en el cuestionario del estudio.

Un total de 1275 individuos participaran en éste esiudio. 200 casos vendran de Hermosillo,
Sonora, 225 casos de Ciudad Obregdn, Sonora y hasta 250 casos de Guadalajara, Jalisco. En
los Estados Unidos, 250 casos vendran de Tucson y Phoenix, Arizona, y 350 casos de Houston,
Tejas. Se reclutaran a los participantes en el estudio durante un periodo de dos afios. Mi
participacion en el estudio sera nada mas de una visita.

Procedimiento:

Si deseo participar en éste estudio, se me haran preguntas por un entrevistador calificado. Los
temas incluiran datos demograficos (edad), historial de menstruacion, historial de embarazos, uso
oral de anticonceptivos y reemplazo de terapia hormonal, datos del historial médico, historial de
cancer en la familia, y factores de! estilo de vida como actividades fisicas y uso del alcohol. Me
van a medir la cintura y la cadera. Todos estos procedimientos van a tomar de 40 minutos a una
hora para completar el cuestionario. Datos clinicos como la informacion relacionada al
diagnostico y tratamiento se obtendran tambien para éste estudio.

Con mi permiso, se obtendran dos cucharadas de mi sangre (o una muestra de saliva que se
escupe adentro de un frasquito/recipiente en el evento de que no se me pueda exiraer |a sangre).
El material genético (ADN) va a ser extraido de la muestra de sangre o de la muestra de saliva.

El ADN recolectado en este estudio se utilizard para medir la cantidad hereditaria de tipo
Europeo, Africano y Nativo Americano que heredd de sus padres. Solamente los investigadores
de este estudio utilizaran su ADN.

Estudios futuros con los genes:

Cualquier parte que sobre de la muestra de este estudio se guardara para el uso en el futuro.
Cuando se haga posible, se haran pruebas con el ADN restante para encontrar nuevos genes
relacicnados al riesgo de cancer de seno. Ni a usted ni a su doctor se les dara informacion
acerca de los resultados. Estas pruebas son solamente para la investigacion.

Los resultados de este estudio pudieran llegar a convertirse en nuevas invenciones o
descubrimientos que pudieran tener valor comercial. No tendrian ni usted ni su familia derechos al

material y no compartirian en ningin dinerc u otro beneficioc que pudiera resultar de estos
estudios.

Al firmar este formularic estad dando consentimiento para que se hagan estudios futuros, con
genes, que pudieran realizarse en el laboratorio. En algunos casos una porcion del ADN se
pudiera mandar a otros laboratorios en la Universidad de Arizona o en ofra institucion que
identifiguémos como colaborador de la investigaciéon. Para proteger su privacidad ninguna
informacion acerca de usted se incluird con las muestras. Estas muestras se mandaran al
laboratorio sin informacion que diga quién es usted. Etiquetamos las muestras con nimeros que
el laboratorio no puede trazar para llegar a usted o a su informacion.
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***Manejo de los resultados del estudio:

Este es un estudio de investigacion y su intencion no es proveer informacidén que se conozca que
afecte a su cuidado médico. Si encontramos informacion que pudiera ser util para su cuidado
médico nos pondremos en confacto con usted o con su doctor si no la podemos contactar a
usted. Si esto ccurre, el costo de haber visitado a su doctor y haberle hecho pruebas, que no
sean pruebas de la investigacién, sera responsabilidad suya.

Yo daré mi consentimienfo para que se entregue parte de mi tejido del seno después de la cirugia
0 después de la biopsia pre-operativa. Este tejido del tumor de la cirugia servira para evaluar
estandares clinicos y nuevos marcadores que sirvan para predecir el comportamiento del tumor
con el tiempo vy la respuesta al tratamiento

Procedimiento Opcional: Si estoy de acuerdo, mis muestras seran almacenadas en un banco
de sangre y/o en un banco de tejido. Antes de que éstas muestras se puedan utilizar serdn
cuidadosamente revisadas y aprobadas por el Comité de Proteccion de Participantes Humanos
de la Universidad de Arizona. (Usted no tiene que aceptar participar en este procedimiento
opcional para poder participar en este estudio).

Ni los participantes ni los doctores recibiran reportes individuales de esta investigacion. Los
resultados no seran incluidos en el expediente de salud del participante. Toda esta informacion
sera confidencial y utilizada solamente para la investigacion.

Riesgos:

Mi participacion en este estudio involucra algunos riesgos. Yo podria tener dolor, sangrado o
moretones al obtener la muestra de sangre. Los participantes podrian desmayarse o desarrollar
una infeccion rojiza e irritacién de las venas en el lugar de obtencion de la muestra de sangre.

Algunas preguntas en el cuestionario pueden resuitar incomodas. Los participantes pueden
oponerse a contestar cualquier pregunta que los haga sentirse incomodos. Usualmente el
contestar el cuestionario no ocasiona ninguna ansiedad o preocupacién a los participantes.

Los participantes quiénes tengan alguna duda después de contestar el cuestionario tienen el
derecho de comunicarse con su médico o al investigador principal del estudio, Dra. Maria Elena
Martinez, Ph.D. al (520) 626-8130.

Junio 26 del 2009 Pagina 3 de 6 Iniciales del Participante :



CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PARTICIPANTE

BSC: 06-0856-02

Beneficios:

Yo no recibiré ningun beneficio al participar en este estudio. Sin embargo, mi participacion
ayudara a los investigadores ha entender mejor si ciertos factores de riesgo o las caracteristicas
de los tumores difieren entre las mujeres que viven en México y las mujeres México-Americanas
viviendo en los EEUU. Esta informacion podra ayudar en estudios futuros ha identificar mujeres
con herencia mexicana quiénes pudieran tener un alto riesgo para desarrollar el cancer del seno.
El estudio tambien pudiera ayudar ha identificar tratamientos especificos necesarios para mujeres
con herencia mexicana.

Confidencialidad:

Mi informacién médica, personal y de mi salud recolectada en éste estudio por la Dra. Marfa Elena
Martinez, Ph.D. (Investigador Principal), sus asociados y por el personal del estudio tal como las
enfermeras y empleados de la clinica se mantendra en manera confidencial.

Mis registros seran confidenciales. No seré identificada en ningunos reportes ni publicaciones que
resulten del estudio. Es posible que quieran venir los representantes del patrocinador que apoya
al estudio de investigacion a la Universidad de Arizona a repasar mi informacién. Los
representantes de las agencias regulatorias (los cuales incluyen el Programa de Proteccidon de
Participantes Humanos en la Universidad de Arizona) pueden acceder mis registros Si esto ocurre

se le pudiera proveer una copia de la informacion a ellos pero mi nombre sera removido antes de
soltar la informacion.

La sangre, la muestra de saliva, y las muestras de tejido recolectados durante este estudio seran
identificadas solamente por medio de codigos. Mi nombre ni alguna informacién de identificacion
no seran utilizados en ninguno de |os reportes.

Todos los estudios adicionales llevados acabo utilizande mis muestras de sangre, saliva, y/o
tejido seran revisadas cuidadosamente y aprobadas por el Comité de Proteccién de Participantes
Humanos de la Universidad de Arizona. Si en cualquier momento decido que mi sangre o tejido
no se almacenen para futura examinacién, debo comunicarme con el Investigador Principal, Dra.
Maria Elena Martinez, Ph.D. al (520) 626-8130 o ai personal designado al (5620) 626-9292 y pedir
que mi sangre y/o tejidos ya no sean almacenados y entonces las muestras seran destruidas.

Costo de Participacion y Compensacion para el participante:

No seré responsable por el costo de ninguna cita clinica o prueba de laboratorio relacionada a mi
participacién en este estudio. No se me compensara de forma financiera por mi participacion en
el estudio ni por viajar de y a la clinica. Pudiera recibir una Tarjeta de Regalo de Walmart con
valor de $20 délares. También pudiera recibir una bolsa de lona con materiales y recursos de la
organizacion “BAG IT”. La organizacion BAG /T es una organizacion local sin fines de lucro cuya
meta es ayudar a hacerles mas facil de obtener y disponible la informacién y los recursos a los
pacientes y a las familias.

Responsabilidad:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PARTICIPANTE

BSC: 06-0856-02

Efectos secundarios o dafios pueden ocurrir en cualquier programa de investigacién a pesar de
los altos estandares de cuidado medico, sin ser mi culpa o la del investigador involucrado. Efectos
secundarios conocidos ya se describieron en este consentimiento. Sin embargo, algun dafio
pudiera ocurrir y que requiera cuidado. Firmando este consentimiento yo no renuncio a mis
derechos legales. En el evento en el qué se me cobre por un cuidado medico que yo piense este
relacionado con la investigacién, yo debo de comunicarme con el investigador principal (Dra.
Maria Elena Martinez, Ph.D.) al (520) 626-8130. Si yo tengo alguna pregunta relacionada a mis
derechos como individuo participando en la investigacion, yo puedo comunicarme con la Oficina
del Programa de Proteccion de Participantes Humanos al (520) 626-6721.

Yo puedo obtener mas informacién relacionada al estudio de investigacion o expresar mis dudas
o quejas llamando al investigador principal, Dra. Maria Elena Martinez, Ph.D. al (520) 626-8130. Si
yo tengo preguntas relacionadas a mis derechos como participante, tengo preguntas en general,
conciernes 0 quejas, o deseo dar aportacion acerca de |a investigacion y no puedo comunicarme
con el equipo de investigacion o quisiera hablar con otra persona que no fuera del equipo de
investigacion puedo llamar al Programa de Proteccion de Participantes Humanos de la
Universidad de Arizona al (520) 626-6721. Si me encuentro fuera del estado puedo llamar al
teléfono de llamada gratuita (866) 278-1455., o si desec comunicarme con el Programa de
Proteccidn de Participantes Humanos via web, yo puedo utilizar la siguiente direccion de web:
hitp://www.irb.arizona.edu/contact/.

CONSENTIMIENTO/AUTORIZACION PARA TRATAMIENTO Y PARA PROCEDIMIENTOS
OPCIONALES

{Marque con una "X" la respuesta gque escoga)

Yo elijo 0 no como procedimiento opcional que mis muestras de sangre o saliva sean
almacenadas y utilizadas para una futura investigacion de cancer.

Iniciales del participante

Yo elijo o no como procedimiento opcional que mis muestras de tejido sean
almacenadas y utilizadas en una futura investigacion para aprender acerca de, prevenir o tratar
otros problemas de salud

Iniciales del participante
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AUTORES

Ramirez-Plascencia Lilia Esther, Vetasco-Lozano E2equiel,

Aguirre-Espinosa Ana Cristina, Aceves-Cueva Patricia, Galvin-Palomera Edelmira,
Diaz-Esquivel Pedro, Camacho Dominguez David

INSTITUCIGN
Hospital Civil de Guadalajara “Or. Juan |. Menchaca”, Guadalajara, México

INTRODUCCION, La anestesia para modelos bioldgices debe producir inconsciencia,
analgesia y relajacion muscular. En esta investigacion se usd zolazepam {benzo-
diacepina), clorhidrato de tiletamina (anestésico disociativo) y xilazina [agonistas
-2 adrenérgicos).

OBIETIVOS. Describir una técnica anestésica eficaz para el manejo de ratas Wistar en
investigacion guirurgica,

MATERIAL ¥ METODOS. Se realizd un estudio experimental, en el Bioterio del CUCS.
Se evalud la técnica anestésica en ratas Wistar. Se premedicd con atropina a
0.05mg/kg. Se administrd Zoletil® {zolazepam y clorhidrato de tiletamina) a 15mg/
kg intraperitoneal y a los 5 minutos se administré xilazina a 13mg/kg intramuscu-
{ar. Al terminar se administsé ketoralaco a 1mg/kg intramuscular.

RESULTADDS. Se anestesiaron 50 ratas Wistar con peso promedio 287 g, Se realizaron
20 apendicetomias, 20 enterg-entero-anastomosis y 10 laparotemias. El tiempo
quirlrgico promedio fue 48minutos. Se presentaron 3 complicaciones, una duran-
te la induccidn con muerte de fa rata, una depresion respiratoria tras dosis adi-
clonal de anestésico y una muerte por hemorragia. Se requirié administrar dosis
adicionales de Zoletil® an 9 ratas por prolongacidn del tiempo quirdrgico.

CONCLUSIONES. Solo se presentaron complicaciones anestgsicas en un 4% de los ca-
505, Con una mortalidad de 2% por el evento anestésico.

Abvarado-Nagme: braset fara
Harngrae Wara d
Guillén-Vargas Cedy 3 Wagni 73 Seery i

L nsTITUCION

Cepartamento de Fisiologia, CUCS, Universidad de Guads'a 373 .3:uis theeeay
Dermatoldgico de Jalisco “Or. José Barba Rubio”, SSA. Ja' s¢o Nzv ot

INTRODUCCION. La lepra lepromatosa es una infection gra~usaran
sada por Mycobocterium leprae. Slcllal e iINOS parme 23+ ¢+ 2
micobacterias, al limitar su crecimiento, sin embargo se
esta patologia.

OBIJETIVOS, Analizar la expresidn de Slcllal, iNOS y macrzfegzs O
pacientes con lepra lepromatosa.

MATERIAL Y METODOS. Mediante inmunohistoquimica, dassemama:
Slc11al & iNOS en piel de tejidos incluidos en parafina Sz pacay
promatosa y sujetos clinicamente sanos.

RESULTADOS. Observamos un fuerte inmunomarcaje contra S<11:%
lesiones de pacientes con lepra lepromatosa compara*s |l
Aproximadamente en el 60% de Tas muestras de paciertes om0
la intensiclad del marcaje con Sicllal e iNOSfue muyamz 22—
abundantes granulos de Slcilal e iNOS tanto intrac :c; a :
de las vacvolas en los macréfagos.

CONCLUSIONES. Nuestras observationes sugieren que 1a i~fec:.
mueve la coexpresion de Sic11al e iINOS v estas molecu'ss &
das en la defensa del hospedero en lepra, sin embargo 'a 5
moléculas no parece ser suficiente para eliminar el parzs2
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AUTORES

Nieto-Flores Jesus, Villafan-Bernal Jose Rafael,

Franco-de la Torre Lorenzo, Herndndez-Romera José Guadalupe,
Llamas-Covarrubias Iris. Sanchez-Enriquez Sergio

| mszvucion |
Laboratorio de 8ioquimica. Departamento de Biologia Molecular v Gendmica, Universidad de
Guadalzjara

INTRODUCCION. La osteocalcina es un marcador de formacion dsea y modulador del
metabolismo energético. Las concentraciones séricas de osteocalcina son diferen-
tes entre poblaciones y en México se desconacen, es importante determinar sus
valores de referencia.

OBJETIVOS. Cuantificar la concentracion sérica de la osteocalcina en adultos sanos del
occidente de México utilizando anticugrpos monoclonales.

MATERIAL Y METODOS. Estudic descriptivo, donde se cuantificaron las concentracio-
nes séricas de OCnc y OCc por ELISA en 100 individuos adultos clinicamente sanos
del occidente de México. Se Sompara ron las concentraciones de OCt con las encon-
tradas en otras poblacionesty finalmente se correlacionaron las concentraciones
séricas de la OCt con variables bioquimicas y antropométricas.

RESULTADOS. La media de la OCt fue de 7.40 £5.11 ng/mL. Ademas del método, las
variaciones en la QCt parecen deberse también a factores genéticos. La OCt se
correlaciond negativamente con marcadores de adiposidad e inflamacién,

CONCLUSIONES. Existe variacion en las concentraciones séricas de osteocalcina entre
poblaciones al parecer debidas a factores genéticos y al metode de cuantificacion.
Ademds, la OCt se correlaciond negativamente con marcadores de adiposidad e in-
flamacién.
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INTRODUCCION. En México, el cancer de mama (CM) eslapr~z=2 o
oncolégica entre las mujeres. Factores genéticos pueden z 127
sintesis del ADN como la metilentetrahidrofolato reductasa W
miditato sintasa [T$ 1494 del 6 ph),

OBJETIVOS. Determinar la asociacién de los polimorfismos #4775
del 6 con el deszarrollo de! cancer de mama en mujeres g=g v 2#
del Estado de Jalisco.

MATERIAL ¥ METODOS. Un total de 110 mujeres con diagndstee - ¢
de mama, captadas del CMNO-IMSS e JCy 162 personas de "2
|PG). Todos firmaron su carta de consentimiento informago y 52 2
Et ADN fue extraido por el método de Miller y se flevo & cates 34
mediante PCR y PCR-RFLP y se realizd electroforasis en geles ¢z 3
tincién con plata.

RESULTADOS. Las frecuencias para el genotipo CC, CT y TT en las
postmenopausia y PG fueron 32,5, 37.8 y 29.7, 46, 444 y 96;
pectivamente. Se obtuve una P= 0.0Z al comparar el grupo e ¢
con el de PG.

CONCLUSIONES. £l alelo MTHFR 677C fue asociado con (M, por lo c..2

riesgo parz el desarrollo de CM en mujeres Mexicanas postmenopaus



