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RESUMEN.

Debido a que la obesidad es un factor de riesgo establecido en diferentes tipos de
cancer y dado que la leptina juega un papel importante en la fisiopatologia de la
obesidad, aunado a lo anterior varios estudios han demostrado la presencia tanto de
la leptina como de su receptor en células epiteliales mamarias normales y
cancerosas, existiendo una presencia del 92% y del 83%, de la leptina y de su
receptor, respectivamente, en las células cancerosas, por lo que el explorar la

relacion de ésta ultima con el riesgo a padecer cancer, es de vital importancia.

OBJETIVO.

Identificar los polimorfismos de nucleétido (SNP) en los genes de la leptina y de su
receptor para determinar su probable relacién con el riesgo a desarrollar cancer de

mama en mujeres obesas mexicanas.

METODOS.

La muestra sanguinea recabada a las pacientes se sometié a una extraccion salina
de ADN, para determinar la presencia de los SNP para los genes de la leptina
(LEPG-2548A) y del receptor de la leptina (LEPR: Lys109Arg, GIn223Arg y

Lys663Asn) se sometieron 50ng/mL de ADN de cada muestra al analisis de Fusion
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de Alta resolucion del ADN (HRM). Finalmente se determiné la concentracion sérica

de leptina a través del ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

RESULTADOS.

Para el SNP LEPG-2548A se obtuvo que el genotipo homocigoto mutante A/A es
significativamente diferente con respecto a los otros dos genotipos, interpretAndose
dicha diferencia como un factor que incrementa el riesgo a padecer cancer de mama
mientras que para los genotipos G/A y G/G no se encontré que incrementaran el
riesgo a padecer dicha patologia. Para el SNP Lys109Arg, se obtuvo que el genotipo
silvestre A/A es significativamente diferente con respecto a los otros dos genotipos,
gue se puede interpretar como una relacion inversa a lo reportado hasta el momento
en la literatura, lo que se puede interpretar como un factor de riesgo para desarrollar
dicha patologia. Por otro lado para los SNP’s GIn223Arg y Lys663Asn no se
determind riesgo alguno para ninguno de los genotipos. Se determiné una
correlacion entre la concentraciéon y el indice de masa corporal, la cual es
directamente proporcional; sin embargo, no se encontré una correlacion entre la
concentracion de leptina con el SNP LEPG-2548A, ni con la patologia del cancer de

mama.
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Abstract.

Obesity represents a risk factor highly recognize in many diseases like different types
of cancer and because leptin has a key rol in the fisiopathology of obesity, plus
several studies have demostrated the presence of leptin and the receptor of leptin in
cancerous breast cells, being of 92% and 83%, respectively, with respect to normal
epithelium breast cells. That is why is important to investigate the relationship
between the single nucleotide polymorphism (SNP) in the genes of leptin and the

receptor of leptin and the increase of the risk of developmet breast cancer.

Objective.

Identify the presence of single nucleotide polimorphism (SNP) in the genes of leptin
and the receptor of leptin and their relationship with the risk of developmet breast

cancer in obese mexican women.

Methods.

The blood sample taken to each patient was submited to a saline DNA extraction. To
be available of determinate the presence of SNP's in the genes of leptin (LEPG-
2548A) and the leptin receptor (Lys109Arg, GIn223Arg, Lys663Asn), 50ng/mL of DNA
of each sample were taken and submited to a high resolution melting (HRM) analysis.
Finally the concentration of leptin was measure with the enzimatic inmunoassay

(ELISA).
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Results.

For the SNP LEPG-2548A, we found that the genotype A/A was significantly different
from the wild type (G/G) and heterozygous (G/A), what can be understood as a
condition that increases the risk of development breast cancer, this condition wasn’t
determinated for the other two genotypes, wich means that not represent a risk for the
pathology of breast cancer. For the SNP Lys109Arg, we obtained that the wild type
genotype (A/A) was significantly different from the other two genotypes, mutant
homozygous (G/G) and heterozygous (A/G), what is a inverse relationship from what
is has been reported in the literature so far, wich can be interpreted as a risk
genotype. On the other hand, the SNP’s GIn223Arg and Lys663Asn, were determined
as a not risk factor for any of the genotypes. It was dertermined a correlation between
the concentration of leptin and the body mass index (IMC), wich is directly
proportional; however no correlation were determined between the concetration of

leptin and the SNP LEPG-2548A or with the pathology of breast cancer.
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INTRODUCCION.
OBESIDAD.

Definicién y Epidemiologia.

La obesidad es definida como un exceso en la grasa corporal que ocasiona un dafo
a la salud, resulta de un desequilibrio entre las calorias consumidas y el gasto de
energia, lo que conlleva a que se almacene el exceso de energia en forma de grasa
en el organismo; tanto la ingesta de comida como el gasto de energia estan
regulados por rutas endocrino-neuronales conservando la homeostasis energética
del organismo. Sin embargo, no se puede atribuir la creciente epidemia de la
obesidad solamente al desequilibrio energético, mas bien dicha epidemia es el
resultado de una compleja interaccién entre factores multigenéticos, conductuales y
ambientales, lo anterior basado en los resultados arrojados por los diversos estudios
familiares realizados tomando en cuenta adoptados, gemelos y gemelos adoptados,
en los cuales concluyen que existe una contribucién genética significativa para
desarrollar la obesidad. (Flier & Maratos-Flier, 2010; Farooqi, 2011; Van Vliet-

Ostaptchouk, et al., 2009)

Dicho incremento se debe en gran parte a los cambios en el estilo de vida en los
ultimos 30 afios, que se han caracterizado por una alza y prevalencia en el consumo
de productos altamente energéticos, asi como de como de comida “placentera”, esta
calidad de sobre-nutricion aunado al sedentarismo presente en la poblacion, acorde

con los datos reportados por la Encuesta Nacional de Salud y Revision Nutricional




(NHANES, por sus siglas en inglés), muestran que el porcentaje de la poblacion
adulta norteamericana obesa (IMC >30 Kg/m?), se ha incrementado del 14.5% (1976-
1980) a 30.5% (1999-2000), de igual manera se presentd un incremento en la
poblacién con obesidad extrema (IMC > 40 Kg/m?) , representando para el periodo
de tiempo comprendido entre 1999-2000 un 4.7% de la poblacidbn norteamericana
adulta, mientras que el sobrepeso (IMC>25 Kg/m?) afectaba al 64% de los individuos
mayores de 25 afios en el mismo periodo de tiempo, lo que ha llevado a que se
calcule que para el 2015 el 10% de la poblaciéon mundial ser& clinicamente obeso.

(Flier & Maratos-Flier, 2010; Gautron & Elmquist, 2011; Farooqi, 2011)

En México la epidemia del sobrepeso y la obesidad es un problema de salud de gran
magnitud el cual no distingue edad, género ni condicién social, que esta creciendo a
gran velocidad ya que de 1980 a la fecha, la prevalencia de obesidad y sobrepeso en
nuestro pais se ha triplicado, en particular en la poblacién adulta: 39.5% de los
hombres y mujeres tienen sobrepeso y 31.7% obesidad. Es decir, aproximadamente
70% de la poblacién adulta tiene una masa corporal inadecuada. Adicionalmente,
esta epidemia registra una elevada tasa de crecimiento entre la poblacién infantil, lo
gue se ha traducido también en una alta prevalencia de sobrepeso y obesidad entre
la poblacion escolar de preescolar y primaria de todo el pais (entre 5y 11 afos) y

entre adolescentes. (Cdérdoba Villalobos, 2010)

Actualmente la OMS tiene las siguientes estadisticas de los IMC de obesidad para

México (Tabla 1):
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Tabla 1. Estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de la poblacién obesa en México segin su indice de Masa
Corporal (IMC).

Sobrepeso Pre-Obeso Obeso

IMC <25 Kg/m? | IMC =25-29 Kg/m? | IMC > 30 Kg/m?

Hombres | Mujeres | Hombres | Mujeres | Hombres | Mujeres

66.7% 71.9% | 42.5% 37% 24.2% 34.5%

*Datos tomados de las estadisticas mas recientes publicadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2010)

Factores Fenotipicos.

Aungue no hay una manera directa de medir la obesidad, el método mas utilizado
para determinar dicha condicion es el indice de masa corporal (IMC), el cual resulta
de dividir el peso en kilogramos de un individuo entre su estatura en metros elevada
al cuadrado. Bajo dicho parametro, la Organizacibn Mundial de la Salud ha
establecido valores especificos que determinan la condicion de sobrepeso y
obesidad, de acuerdo a dicha institucion un IMC > 25 Kg/m? corresponde a una
condicién de sobrepeso, mientras que un IMC > 30 Kg/m? corresponde a una
condicion de obesidad. Se han reportado otros métodos para cuantificar la obesidad,
entre los que estan: circunferencia de la cintura y la proporcion de la cintura y cadera,

para determina la grasa abdominal, la antropometria (pliegues de la piel) para




determinar la grasa subcutanea, tomografia, imagen de resonancia magnética y

ultrasonografia. (Flier & Maratos-Flier, 2010; Van Vliet-Ostaptchouk, et al., 2009)

TEJIDO ADIPOSO COMO ORGANO DISFUNCIONAL EN LA OBESIDAD.

En un principio solamente se consideraba al tejido adiposo como un depdsito del
exceso de grasa (en forma de triglicéridos), que en situaciones de requerimiento
energético o ayuno prolongado, se liberaba en forma de acidos grasos libres para
generar energia. (Flier & Maratos-Flier, 2010). Sin embargo, dicho concepto se ha
modificado, ya que actualmente se le considera como un importante 6rgano del
sistema endocrino, provisto de diferentes tipos de receptores que le permiten
funcionar de manera: (i) endocrina al interactuar con las hormonas que circulan en el
torrente sanguineo, (ii) paracrina mediante la sintesis de moléculas biolégicamente
activas, péptidos, proteinas y citocinas, que en su conjunto se le denominan
adipocinas las cuales estimulan a adipocitos vecinos y asi como interactdan con el
sistema nervioso central, para activar receptores adrenérgicos. (lbrahim, 2010)
Dentro de las adipocinas sintetizadas por el tejido adiposo destaca la leptina, la cual
se encarga de mantener la homeostasis energética del organismo, al interactuar a
nivel del ndcleo arqueado del hipotalamo, con las neuronas orexigénicas y
anorexigénicas, ejerciendo un mecanismo inhibitorio en las neuronas orexigénicas
mientras que estimula o activa la accién de las neuronas anorexigénicas, provocando
la sensaciéon de saciedad. (Schwartz, et al., 2000; Coll, et al., 2007; Ronti, et al.,

2006)
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En el caso de la obesidad existe una mayor proporcion de adipocitos diferenciados,
los cuales se caracterizan por presentar una resistencia a la insulina, razén por la
cual no absorben glucosa ni tampoco acidos grasos libres, ademas de tener una
actividad lipolitica, debido a su correcta respuesta a las catecolamidas, lo que los
hace estar liberando constantemente acidos grasos aun después de una ingesta de
comida y finalmente sintetizan gran cantidad de citocinas pro-inflamatorias. Esta
condicion disfuncional del adipocito es lo que caracteriza a la obesidad como la
principal causa de que se desarrollen patologias relacionadas con desérdenes
metabdlicos, como consecuencia de una liberacion inapropiada de factores

mitogénicos y pro-inflamatorios. (Figura 1) (Park, et al., 2011; Ibrahim, 2010)

CONTRIBUCION GENETICA EN EL DESARROLLO DE LA OBESIDAD.

La obesidad es poligenética, ya que, a pesar de que cada gen contribuye en menor
parte a la variacion fenotipica, una combinacién de varios genes predispone al
desarrollo de la obesidad. (Yiannakouris, et al., 2001) La contribucion genética hace
referencia a aquellos genes que participan en rutas neuro-hormonales, teniendo su
efecto primario en la regulacién del apetito y la saciedad, por lo tanto un defecto en
dichos genes se ve reflejado en un desequilibrio en el control de la saciedad, dichos
factores heredables afectan la correcta funcién de los centros de control del apetito
presentes en el cerebro, alterando la homeostasis energética asi como la
distribucion de los nutrientes entre el tejido graso y el tejido muscular. (Faroogi &

O'Rahilly, 2007; Faroogi & O'Rahilly, 2005). Lo anterior se ha evidenciado a través de

—
©
| —



diversos estudios en donde se han reportado que el indice de masa corporal esta
determinado genéticamente, con una heredabilidad entre el 40 y 70% entre los

individuos de una misma poblacién. (Farooqi, 2011)

,"E —> Leptina - Hipotalamo —l Rutas Orexigénicas
He© >3

: o) g
=3 Adiponectina: 4

Rutas Anorexigénicas

— Adiponectina

[

(o
@ Adipocito

Figura 1. Disfuncionalidad del tejido adiposo en la Obesidad. El incremento de los depdsitos de grasa y por ende de
adipocitos, conlleva a una alteracion en la produccion de citocinas y adipocinas, contribuyendo a un desorden en el
funcionamiento del tejido y por ende a que la condicion de obesidad se una factor de riesgo para desarrollar otras
patologias. TNF-a.: Factor de Necrosis Tumoral Alfa, IL-6: Interleucina 6 y PAI1: Inhibidor del Activador del Plasminégeno Tipo
1. Imagen tomada y modificada de la publicacién Khandekar, 2011. (Khandekar, et al., 2011)

‘ Otras Células Células
f @ oS
MeoaEe @ Endoteliales

Inflamatorias

@

Leptina.

La leptina es una hormona peptidica de 16 kDa con 167 aminoacidos codificada por
el gen LEP que se encuentra localizado en el cromosoma 7g21.3, ejerce su funcién a
través de su interaccion con su receptor especifico el cual es codificado por el gen

LEPR que se localiza en el cromosoma 1p31. (Liew, et al., 2009) El receptor de la
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leptina es una proteina que pertenece a la familia de receptores de citocinas clase I,
y debido a un splicing alternativo de su ARNm existen al menos cinco isoformas de
dicho receptor, todas comparten el mismo dominio extracelular que consiste en dos
dominios homologos de receptor de citocina (CRH), CRH 1 y CRH2, separados por
un dominio parecido a inmunoglobulina seguido de tres dominios de fibronectina tipo
Il (F3). La isoforma larga del receptor de leptina Ob-R es la responsable de la
sefalizacion intracelular de la leptina, siendo suficiente su enlace al dominio CRH2
para activar a dicho receptor. Las isoformas poseen dominios intra y extracelulares
idénticos, pero difieren en la longitud del dominio citoplasmico. Varios polimorfismos
comunes tanto de LEP como de LEPR han sido reportados y la asociacion potencial
con la obesidad ha sido evaluada en diferentes poblaciones. (Stratigopoulos, et al.,

2009).

INTERACCION OBESIDAD-CANCER DE MAMA.

El desarrollo y progresion del cancer se caracterizan por un incremento en la
proliferacion celular consecuencia de un desequilibrio en la expresiéon tanto de los
factores de crecimiento como en sus receptores, lo anterior aunado a la alteracion en

el proceso de apoptosis celular. (Koda, et al., 2007)

Si bien la carcinogénesis mamaria presenta una cierta contribucion genética, la
contribucién de factores modificables como el sobrepeso (IMC 25-30 kg/m?) o la

obesidad (IMC > 30 Kg/m?), representan un rol importante en el desarrollo de dicha
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patologia, lo anterior se sustenta en estudios epidemiologicos, los cuales han
descrito que un tejido adiposo abundante incrementa el riesgo a padecer cancer de
mama (Ando & Catalano , 2012), debido a que se presenta una alteracion en tanto
en la produccion como en el funcionamiento (autocrino o paracrino) de las adipocinas
promoviendo: 1) la proliferacion, migracion e invasion celular, 2) la regulacion en la
produccion de proteinas derivadas del epitelio, proteinas angiogénicas y factores de
crecimiento, y 3) la estimulaciéon de otras células en el microambiente del tumor
para proliferar e invadir, como el caso de la infiltracion de células inmunes (Figura 2),
induciendo un efecto mitogénico observado en el desarrollo y progreso del cancer,
gue se traduce en una tendencia a desarrollar un tumor mas agresivo y un mal

pronéstico de supervivencia. (Park, et al., 2011; Jardé, et al., 2011)
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adipocito
madure

Figura 2 Alteracion estructural de la gldndula mamaria debido a un incremento en los depdsitos de grasa. Imagen tomada y
modificada de la publicacién de Maccio, 2011 (Maccio, 2011).

Se ha estimado que cerca de un 15-20% de las muertes causadas por el cancer en
los Estados Unidos se atribuye a la condicion de sobrepeso u obesidad (Nock &
Berger, 2010); en el caso particular del cancer de mama, las mujeres con un indice
de masa corporal > 40 Kg/m? tienen un riesgo de 3 veces mas de mortalidad que las
mujeres con un indice de masa corporal de 18 (Calle & Thun, 2004). Las tasas de
mortalidad por cancer de mama en México muestran un aumento notorio en las
Gltimas cinco décadas. Entre 1955 y 1960, a partir de la disposicion de los primeros
datos confiables, la tasa era alrededor de dos a cuatro muertes por 100000 mujeres.
Luego se elevo de manera sostenida en las mujeres adultas de todas las edades
hasta alcanzar una cifra cercana a 9 por 100000 para la mitad de la década de 1990,

para el afio 2006, el cancer de mama se habia convertido en la segunda causa de
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muerte mas comun en México entre las mujeres de 30 a 54 afos y la tercera mas
frecuente entre el grupo de 30 a 59 afios. En el afio 2009 era la segunda causa de
muerte entre las mujeres mexicanas adultas de 30 a 54 afios de edad. (Knaul, et al.,

2009)

El papel de la leptina.

Debido a que la obesidad es un factor de riesgo establecido en diferentes tipos de
cancer y dado que la leptina juega un papel importante en la fisiopatologia de la
obesidad, el explorar la relacion de ésta ultima con el riesgo a padecer cancer, es de
vital importancia. Lo anterior aunado a que la leptina es considerada un mitégeno
para varios tipos celulares incluyendo las células progenitoras hematopoyéticas
primitivas y mielociticas, células epiteliales de la mama, normales y transformadas,
asi como las células endoteliales vasculares, debido al efecto pleiotrépico
desregulado en obesidad, que puede contribuir a la proliferacion, proceso
antiapoptotico, angiogénesis, cambios en la membrana extracelular y metastasis.

(Ishikawa, et al., 2004; Lorincz & Sukumar, 2006; Gonzalez, et al., 2009)

Ademas de lo descrito anteriormente, varios estudios han demostrado la presencia
tanto de la leptina como de su receptor en células epiteliales mamarias normales y
cancerosas, existiendo una presencia del 92% y del 83%, de la leptina y de su

receptor, respectivamente, en las células cancerosas, mientras que en tejido sano
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hay poca expresion de ambas moléculas. (Hu, et al.,, 2002; Vona-Davis & Rose,

2007; Taliaferro-Smith, et al., 2013)

Otros mas se han realizado con el objetivo de determinar el impacto de la presencia
de la leptina y de su receptor en las células del cancer de mama, ya que han
observado que aquellas condiciones que se caracterizan por tener altos niveles de
leptina, tal es el caso de la obesidad y de la menopausia, se correlaciona
positivamente con un incremento en la incidencia del cancer de mama (Gonzélez, et

al., 2009).

Teniendo en cuenta que los niveles de leptina son proporcionales a la cantidad de
grasa almacenada, por lo tanto una sobreproduccion de leptina puede acelerar el
crecimiento del tumor en la glandula mamaria, ya que es capaz de transformar el
microambiente de dicha glandula al inducir una serie de eventos como el facilitar la
proliferacion celular, potencializar la migracién de células endoteliales, inducir la
angiogénesis asi como el reclutamiento de macréfagos y monocitos que secretan
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y citocinas pro-inflamatorias como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)y la interleucina 1 (IL-1), ambas citocinas
secretadas por células del sistema inmune, inducen la expresion de la leptina en
dicho tejido (Figura 3). Ademas de que la leptina induce la sefializacién mediada por
el receptor a estrogenos (ER), promoviendo el crecimiento de las células tumorales,
igualmente facilita la expresion de los cdk-2 y ciclina D1, reguladores del ciclo celular

liberan a la célula del arresto en la fase G1 para que pasen a la fase S, asi como la
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regulacion en la expresion de la proteina antiapoptoética Bcl2. (Gonzélez, et al., 2009;

Sulkowska, et al., 2006; Ando & Catalano , 2012)

O Leptina Hipotilamao
Adiponentina

* Resistencia a la insulina
ENDOCRINA Funcion Endotelial

TNF-a
IL1-a \ (+) Leptina y HGF

{-}) Adiponectina

n I— -} Adiponectina

7~

Leptina, HGF y receptores
O N
PARACRINA

Leptina /\ Leptina y receptores

Adipocitos de estrégenos

<>

AUTOCRINA

Figura 3. Interaccion del tejido adiposo con otras estirpes celulares, mediante la sintesis de diferentes
adipocinas. Imagen tomada y modificada de la publicacion de Vona-Davis, 2007.

IMPLICACIONES DE LOS POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO UNICO (SNP) EN
LOS GENES DE LEPTINA Y DEL RECEPTOR DE LEPTINA'Y SU
REPERCUSION EN EL RIESGO A DESARROLLAR CANCER DE MAMA.

Debido al papel pleiotropico que desempefia la leptina, diversos estudios se han
llevado a cabo para determinar la presencia de una alteracion en el gen de esta
hormona asi como de su receptor, que pueda explicar el que se desarrolle un cancer
de mama mas agresivo en las mujeres obesas con respecto a las mujeres delgadas.
Se han identificado varios polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) en el gen de la

leptina, destaca aquel que se localiza en la zona promotora del gen donde se
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presenta una transicion de una guanina por una adenina en la posicion -2548 rio
arriba del codon de inicio. Dicha transicion se correlaciona con variaciones en los
niveles de leptina, el grado de obesidad asi como con el cancer. Una condicion de
Lep-2548A/A se correlaciona con un incremento en los niveles de leptina
independientemente del indice de masa corporal (IMC) asi como con un incremento

a desarrollar cancer. (Terrasi, et al., 2009)

En cuanto al receptor de leptina (LEPR), tres son los SNPs mas estudiados en la
patologia del cancer de mama, los cuales estan asociados con sustituciones de
aminoacidos en la region extracelular del LEPR, y que tienen consecuencias
potencialmente funcionales. Uno se manifiesta en un cambio conservativo de una
lisina por una arginina en el codén 109 (K109R), mientras que los otros dos resultan
en un cambio de carga debido a la sustitucibn del aminoacido, el cambio de
glutamina por arginina en el codén 223 (Q223R) y un cambio de lisina a asparagina
en el codon 656 (K656N), éstos ultimo debido al cambio en la carga son los que
probablemente tengan una consecuencia en la funcionalidad del receptor de la
leptina. La sustitucion Q223R presente en el exon 6 del gen, se localiza en el dominio
de citocina, que es donde se enlaza la leptina, se ha sugerido que el cambio de
carga de neutral a positiva puede afectar la capacidad de sefalizacion de dicho

receptor (Figura 4) (Yiannakouris, et al., 2001)
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Figura 4. Localizacion de los polimorfismos de nucledtido unico en el receptor de la leptina. Imagen tomada y modificada de
la publicacion de Stratigopoulos, 2009.

ANTECEDENTES.

Teniendo en cuenta lo anterior se han realizado varios estudios para evaluar el
impacto de la concentracion de la leptina en el desarrollo y pronéstico del cancer de
mama, igualmente se realizaron andlisis para evaluar el riesgo que representa la
presencia de SNP’s en los genes de la leptina y de su receptor sobre el desarrollo

del cancer de mama obteniéndose resultados no contundentes.

En dos estudios realizados de manera independiente por Tessitore (1998) y Vizio
(2000), se reporté que tanto los niveles de leptina como la expresion de ARNm en el
tejido adiposo se veian incrementados en los pacientes con cancer de mama, con
respecto a controles sanos, lo que los llevo a pensar que los niveles de leptina
plasmatica pudiera ser utilizada como un indicador de diagnostico temprano del

cancer de mama.

Por otro lado, en 1999 Mantzoros y colaboradores, estudiaron el efecto de la leptina
en el riesgo de desarrollar cancer de mama en mujeres pre-menopausicas, Yy

encontraron que la leptina no incrementd el riesgo sustancialmente, datos que se

18

—
| —



contrastan con los obtenidos por Petridou y sus colaboradores en el 2000, en
mujeres griegas pre-menopausicas donde encontraron una relacion inversa entre la
leptina y el cancer de mama, la cual fue significativa. Sin embargo, ninguna relacion
fue encontrada, en dicho estudio, entre la leptina y el cancer de mama en mujeres
post-menopausicas lo que coincide con los resultados obtenidos por Stattin y
colaboradores, evaluaron el papel de la leptina sérica entre mujeres
postmenopausicas, sin encontrar una asociacion significativa entre la leptina y el
riesgo a presentar cancer de mama, y por lo tanto no pudieron utilizarlo factor pre-
diagnéstico. Lo anterior se complementa con los resultados obtenidos por Coskun y
sus colaboradores en el 2003 al evaluar los efectos de la leptina sérica en los

procesos de angiogénesis y metastasis sin encontrar efecto alguno.

En caso contrario, dos estudios realizados en el 2005, uno realizado por Chen y
colaboradores, y otro por Han y colaboradores, los cuales reportaron un incremento
en la leptina en los pacientes con cancer de mama con respecto a los controles,
ademas el estudio realizado por Chen reportd un incremento significativo en la
proporcion de leptina-adiponectina. Ademas de que dicha proporcién se encuentra

altamente relacionada con el tamafio del tumor.

En cuanto a los SNP’s de los genes de la leptina y del receptor de leptina, y su
contribucion a incrementar el riesgo a desarrollar cAncer mama, se ha reportado lo

siguiente:
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En el 2006 Snoussi y colaboradores evaluaron a los SNP’s LEP G-2548A y para
LEPR Q223R en mujeres tusinianas, reportando para los genotipos mutantes A/A y
G/G, respectivamente, un incremento en el riesgo a desarrollar cancer de mama. Lo
reportado por Snoussi para el SNP Q223R coincide con lo que posteriormente
reportara Okobia y colaboradores en un estudio desarrollado con mujeres nigerianas
pre-menopausicas realizado en el 2008, quienes reportaron un ligero incremento en

el riesgo de padecer cancer de mama.

Finalmente, Cleveland y colaboradores, realizaron un estudio en el cual evaluaron si
la variacion genética en los genes de leptina (LEP) y de su receptor (LEPR) estan
asociadas con el riesgo de presentar cancer de mama, o si ya existia el diagnéstico
gue relacion tenian con la sobrevivencia. Se analizaron los polimorfismos, para LEP
G-2548A y para LEPR Q223R. Encontraron un modesto incremento de desarrollar
cancer de mama asociado con el genotipo LEP-2548AA comparado con el genotipo
LEP-2548GG, dicha asociacion fue mayor entre mujeres postmenopausicas que eran
obesas. Lo anterior refuerza la hipétesis de que la leptina esta relacionada con la

carcinogenesis.

JUSTIFICACION.

Tomando en cuenta todo lo descrito anteriormente la justificacion de este trabajo de
investigaciéon radica en analizar la proporcion de los polimorfismos descritos para la

leptina y su receptor en las mujeres que acuden al Servicio de Tumores Mamarios
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del Servicio de Oncologia del Hospital General y determinar si existe un incremento
en el riesgo a que presenten cancer de mama en aquellas portadoras del
polimorfismo con respecto a las que no lo presentan, y si asi fuera, poder brindar
herramientas de diagnostico molecular temprano que puedan auxiliar a la prevencion
0 manejo de la patologia del cancer la cual se complica con otras patologias, tal es el
caso de la condicion de obesidad y al igual que cuando se presenta una alteracion en
los genes que codifican para la leptina y su receptor que se traduce en un mal
pronéstico de supervivencia en las mujeres que lo padecen, para auxiliar en el
tratamiento de ambas patologias ya que en nuestro pais van en aumento y

representan un serio problema de salud publica.

A partir de lo anterior se genera la siguiente:

HIPOTESIS.

Si en las células cancerosas de la mama se ha identificado la presencia tanto de la
leptina como de su receptor, entonces la presencia de polimorfismos de nucleétido
anico en sus respectivos genes representara un factor de riesgo para desarrollar

cancer de mama en mujeres obesas mexicanas.
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OBJETIVOS.
GENERAL.

Identificar los polimorfismos de nucleétido (SNP) en los genes de la leptina y de su
receptor para determinar su probable relacion con el riesgo a desarrollar cancer de

mama en mujeres obesas mexicanas.

PARTICULARES.

¢ Identificar la variacion en los polimorfismos de los genes LEP y LEPR.
e Calcular la concentracién de leptina en suero y relacionarlo con la presencia
del polimorfismo en el gen de la leptina, la obesidad y el cAncer de mama.

e Correlacionar los polimorfismos LEP y LEPR con el cancer de mama.

CRITERIOS DE INCLUSION.

- Mujeres mexicanas de 20-65 afios de edad que tengan un indice de masa
corporal (IMC) mayor o igual a 30Kg/m? con diagnéstico de cancer mama.

- Mujeres mexicanas de 20-65 afios de edad que tengan un indice de masa
corporal (IMC) mayor o igual a 30Kg/m? sin diagnéstico de cancer mama.

- Mujeres mexicanas de 20-65 afios de edad que tengan un indice de masa
corporal (IMC) menor de 25 Kg/m? con diagnéstico de cancer mama.

- Mujeres mexicanas de 20-65 afios de edad que tengan un indice de masa

corporal (IMC) menor de 25 Kg/m? sin diagnéstico de cancer mama.
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METODOS.

1. OBTENCION DE LA MUESTRA.

Se canalizaron pacientes mujeres del Servicio de Oncologia, Tumores Mamarios, del
Hospital General de México, a quienes después de firmar la carta de consentimiento,
se les tom6 una muestra de sangre periférica, captandose 5mL en un tubo con EDTA
(BD Vacutainer® K3 EDTA 2mg, REF 366450) para evitar la coagulacién de la
sangre y 5mL mas que se capturaron en un tubo serologico (BD Vacutainer® Serum,
REF 368175) para obtener el suero. Igualmente se les aplicd una breve encuesta
sobre sus habitos alimenticios, se les determind su peso en kilogramos asi como su
estatura en metros, para poder determinar su indice de masa corporal que se obtiene

de la razon del peso en kilogramos entre la estatura en metros elevada al cuadrado.

2. EXTRACCION DEL ADN.

Las muestras de sangre contenidas en los tubos con EDTA se sometieron a
centrifugacion por seis minutos a 3,000 r.p.m., para separar los leucocitos y poder a
partir de su lisis, obtener el ADN. Se recuperaron los leucocitos con un bulbo para
leucocitos y se colocaron en un tubo Falcon® de 15 mL para extraer el ADN

mediante el método salino.
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2.1. Método Salino.

A los leucocitos se les agregé 9mL de una solucion de TTS (Tris-Triton-Sacarosa,
Tris 0.01M, Tritbn 1%, Sacarosa 0.3M), se agitaron durante 1 minuto, para
posteriormente someterlos a centrifugacion durante seis minutos a 3,000 r.p.m.; se
desecho el sobrenadante y se repitié el procedimiento. Al botén celular se le agrego
1mL de TTS y se disgregd con una micropipeta de un mililitro, el homogenizado se
colocd en un tubo eppendorf de 1.5mL, el cual se sometié a centrifugacion durante
tres minutos a 11,000 rpm. Se desecho el sobrenadante y al botdén celular se le
agregaron 570uL de una solucion de NaCl 5mM, se sometio a agitaciéon durante dos
minutos, posteriormente se le afiadieron 30uL de una solucion de SDS al 10% y se
procedio a agitar durante cinco minutos, finalmente se agregaron 200uL de una

solucién concentrada de NaCl y se sometid a agitacion durante diez minutos.

Posteriormente se sometieron a centrifugacion durante veinte minutos a 11,000 rpm
a 4 grados Centigrados, el sobrenadante se coloco en etanol absoluto frio y se dejo
precipitando toda la noche a 4° C. El ADN se recuper6 con una pipeta Pasteur, y se
hicieron dos lavados con Etanol al 70%, posteriormente se eluyo en 200uL de agua
inyectable y se colocd en el termoblot a 60°C durante una hora. Las muestras se

almacenaron a 4°C.
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3. CUANTIFICACION DE ADN.

La cuantificacion de ADN se realiz6 mediante espectrofotometria, utilizandose una
celda de cuarzo de 1mL y el espectrofotdmetro JENWAY 6305. Cada una de las
muestras se agitdé durante 30 segundos, se tomaron 5ulL de volumen y se diluyeron
en 995 uL de agua inyectable, posteriormente cada una de las diluciones se agito
durante 30 segundos y se procedi6 a la lectura en el espectrofotometro, a 260nm con

un factor de dilucion igual a 200.

4. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS.

Los oligonucledtidos especificos para cada uno de los SNP’s se disefiaron utilizando

el software LightScanner® Primer Desing.

4.1. LEPTINA.

Se determind la presencia del SNP del gen de Leptina G-2548A, rs7799039,

(Snoussi, 2006; Cleveland, 2010), mediante el uso de los siguientes oligonucleétidos:

Sentido: 5-TTC CTG TAA TTT TCC CAT GAG AAC- 3’ (IDT 80426187, Tm = 53.2
oC).

Antisentido: 5’- TCT CAG CAC TTA GGG AGA CT- 3’ (IDT 80426188, Tm = 54.6 °C).

4.2. RECEPTOR DE LEPTINA Lys109Arg.

Se determind la presencia del SNP del gen del receptor de la Leptina A326G,

rs1137100 (Liu, 2007), mediante el uso de los siguientes oligonucleotidos:
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Sentido: 5’- GAA ACT GCT CCT TAT GTG CAG A- 3’ (IDT 80426191, Tm= 55.1°C).

Antisentido: 5- TGC TTA CCT ATT TGT TGA AAA ACT AAA- 3’ (IDT 80426192,
Tm= 52.2°C).

4.3. RECEPTOR DE LEPTINA GIn223Arg.

Se determind la presencia del SNP del gen del receptor de la Leptina A668G,
rs1137101 (Terrasi, 2009; Cleveland, 2010), mediante el uso de los siguientes
oligonucleadtidos:

Sentido: 5’- CGA CAC TCT CCT TAT GTG TTT GA- 3’ (IDT 80426193, Tm= 54.6°C).

Antisentido: 5'- ATA TTT ATG GGG TGA ACT GAC ATT AG- 3’ (IDT 80426194, Tm=
53.1°C).

4.4. RECEPTOR DE LEPTINA Lys663Asn.

Se determind la presencia del SNP del gen del receptor de la Leptina G1968C,

rs8179183 (Anuradha, 2012), mediante el uso de los siguientes oligonucleétidos:

Sentido: 5- GAG GAC CTG AAT TTT GGA GAA TAA- 3 (IDT 80426195, Tm=
52.8°C).

Antisentido: 5'- GAA TAC CTT CCA AAG TAA AGT GAC A- 3’ (IDT 80426196, Tm=
53.1°C).
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5. HIGH RESOLUTION MELTING (HRM).

La fusién de alta resolucion del ADN (HRM, por sus siglas en inglés), es una técnica
recientemente empleada para poder genotipificar polimorfismos de nucle6tido Unico
(SNP, por sus siglas en inglés) dentro de pequefios amplicones. Este método de tubo
cerrado que incluye un ciclaje rapido de PCR se completa en menos de quince
minutos y no requiere de instrumentos para realizar la PCR en tiempo real o PCR
alelo especifica asi como se prescinde de oligonucle6tidos marcados con

fluorescencia. (Wittwer, et al., 2003)

El proceso de fusién es posible mediante el uso de ciertos colorantes que tifien el
ADN de doble cadena los cuales se utilizan a concentraciones saturadas sin inhibir la
reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), permitiendo
de esta manera la deteccion de heteroduplicados. Después de la amplificacion de un
heterocigoto se forman 4 dobles cadenas: 2 homoduplicados y 2 heteroduplicados,
cada par tiene una temperatura de fusidn especifica, siendo la de los
heteroduplicados menor que la de los homoduplicados, la diferencia entre dichos
pares se puede ver mediante el andlisis de la curva de fusion, ya que se presenta
una alteracibn en el comportamiento de la curva ante la presencia de un

heteroduplicado. (Wittwer, et al., 2003; Graham, et al., 2005)

Las mezclas de reaccion utilizadas consistieron en lo siguiente (Tabla 2):
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Tabla 2. Relacién de los componente y volimenes que integran la mezcla de reaccién para el procedimiento de HRM (volumen

reportado para una muestra 1X).

Componente Volumen para una reaccion (uL)
H,O (LightScanner Reagent Grade
Water Idaho Technology Inc.) 3,44
LC Green ™MPY* Gene Scanning
Reagent 10X Solution (Bio Chem) 1
Buffer Mix (BioTecMol) 1
dNTPs (PROMEGA) 1
Oligonucleétido Sentido 0,5
Oligonucleétido Antisentido 0,5
Tag (Amplificasa BioTecMol) 0,06
ADN 2 (0.1ng de ADN)
MgCl, [30mM] (BioTecMol) 0,5

Una vez que se prepararon las mezclas de reaccion, éstas se colocaron en los

capilares LightCycler® Capillaries (Roche) de 20uL de capacidad, disefiados

especificamente para el equipo LightScanner® 32 System.

Se sometieron las muestras al

condiciones:

—

procedimiento de HRM con

28

las siguientes

—t



LEPTINA: G-2548A (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones para realizar el andlisis de High Resolution Melting (HRM) para el SNP de LEP G-2548A.

PROGRAMA PASO TEMPERA- TIEMPO | ADQUISICION | CICLOS
TURA (°C)
DESNATURALIZACION INICIAL 95 1 min. 1
CUANTIFICA-
AMPLIFICACION DESNATURALIZACION 95 5 seg CION 50
ALINEAMIENTO 61 17 seg
ELONGACION 72 30 seg SENCILLO
1 95 5 seg -
PRE-HRM 2 1
40 30 seg
HRM TEMPERATURA 1 50 PREDE- HIGH-RES 1
TERMI- MELT
TEMPERATURA 2 65 NADO
TEMPERATURA 3 95

RECEPTOR DE LEPTINA (A326G (Lys109Arg); A668G (GIn223Arg) y G1968C

(Lys663Asn)).

Tabla 4. Condiciones para realizar el andlisis de High Resolution Melting (HRM) para los SNPs en el receptor de la leptina

A326G; A668G y G1968C.

PROGRAMA PASO TEMPERATURA | TIEMPO ADQUISICION CICLOS
Q)
DESNATURALIZACION INICIAL . 1
95 1 min
AMPLIFICACION DESNATURALIZACION 95 5 seg CUANTIFICACION 45
ALINEAMIENTO 60 20 seg
ELONGACION 72 20 seg SENCILLO
PRE-HRM 1 95 5 seg 1
2 40 30 seg
HRM TEMPERATURA 1 50 PREDE- | HIGH-RES MELT 1
TERMI-
TEMPERATURA 2 65 NADO
TEMPERATURA 3 95

—
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6. DETERMINACION EN SUERO DE LA LEPTINA (ELISA).

Para evaluar o determinar las concentraciones séricas de la leptina se empled la
técnica del Ensayo Imnunoenzimatico (ELISA, por sus siglas en inglés), utilizando el
kit comercial de ELISA de la compaiiia Millipore ® para determinar la presencia de

leptina humana siguiendo el protocolo del fabricante.

7. ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizd el procedimiento de Modelos Lineales Generalizados, el cual esta
disefiado para construir un modelo estadistico que describa el impacto de uno o mas
factores X en una o mas variables dependientes Y, los factores pueden ser: 1)

cuantitativos o categoricos, 2) cruzados o anidados y 3) Fijos o aleatorios.

Por otro lado también se realizaron las pruebas de Kruskal-Wallis, para determinar
las diferencias entre las concentraciones de la leptina con respecto a diferentes
factores asi como un Analisis Multivariado, que esta disefiado para resumir dos o
mas columnas de datos numéricos. Calcula resimenes estadisticos para cada
variable, asi como correlaciones y covarianzas entre las variables. Todos los disefios
estadisticos se realizaron utilizando el programa STATGRAPHICS centurion

Version XVI.
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RESULTADOS.

Se reclutaron un total de 133 muestras segun los criterios de inclusion para realizar
el estudio, las cuales fueron separadas acorde a su indice de masa corporal (IMC) y
la presencia o ausencia de la patologia del cancer de mama, tal como lo muestra la

siguiente tabla:

Tabla 5. Muestras recabadas a pacientes que acuden al Hospital General de México. Un total de 133 muestras se sometieron
al estudio, separadas acorde a su indice de masa corporal (IMC) y a la presencia o ausencia de la patologia de Cdncer de
Mama.

Cancer de Mama SIN Céancer de Mama
IMC <25 Kg/m? 35 26
IMC >30 Kg/m?® 34 38

FUSION DE ALTA RESOLUCION DEL ADN (HIGH RESOLUTION MELTING,
HRM).

Se realizé el analisis de fusién de alta definicion (HRM) para detectar los SNP
reportados para el gen de leptina (LEP, rs7799039) y para el gen del receptor de
leptina (LEPR: rs1137100, rs1137101 y rs8179183), a partir de un amplicon de 96pb
y mediante el analisis tanto de la temperatura de fusién como de las curvas de fusion
para cada par de homoduplex y heteroduplex, obteniéndose los siguientes

resultados:
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Leptina

LEPG-2548A (rs7799039).

Para el SNP localizado en la regién promotora del gen de la leptina, en donde ocurre
una transicion de una A por una G en la posicion -2548 rio arriba a partir del codon
de inicio, se obtuvieron tres diferentes temperaturas y curvas de fusion
correspondientes a los tres genotipos posibles. Denotandose una mayor temperatura
de fusion para la condicion silvestre (G/G) que para la condiciébn homocigota mutante
(A/A), asi como una curva con dos picos para la condicién heterocigota (G/A), lo que
se encuentra representado en la Figura 5. A partir de dicho andlisis se obtuvo la
siguiente distribucién de los genotipos descritos anteriormente (Tabla 6) en los
grupos de estudios generados a partir de las muestras sometidas al estudio (Tabla

5).

-(didT) Fluorescencia (530)

R S S

79 745 80 805 81 815 82 825 83 835 a4 845 a5 855 a6 865 87

Temaeratura ‘EI

Figura 5. Curvas de fusion del ADN derivadas del estudio de HRM para el SNP LEPG-2548A obtenidos del LightScanner32®. Se
distinguen los tres genotipos posibles, silvestre (G/G) en rojo, heterocigoto (A/G) en gris y mutante homocigoto (A/A) en azul.
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Tabla 6. Distribucion de los genotipos en los diferentes grupos de estudio para el SNP LEPG-2548A. CaM= Cdncer de Mama.
IMC = indice de Masa Corporal. WT =Silvestre, HT= Heterocigoto, MUT= Mutante.

Grupo de Estudio LEPG-2548A
GIG (WT) G/A (HT) A/A (MUT)
CaM IMC >30 Kg/m? 11 (32%) 11 (32%) 12 (36%)
CaM IMC <25 Kg/m? 8 (23%) 21 (60%) 6 (17%)
SIN CaM IMC >30 Kg/m? 8 (21%) 23 (61%) 7 (18%)
SIN CaM IMC <25 Kg/m? 12 (46%) 12 (46%) 2 (8%)

Receptor de Leptina.

Lys109Arg (rs1137100).

Para el SNP localizado en el gen del receptor de la leptina en donde se presenta una
transicion de una G por una A en la posicién 326 que se traduce en un cambio de
una lisina por una arginina en el codon 109 a partir del codon de inicio, se obtuvieron
tres diferentes temperaturas y curvas de fusion correspondientes a los tres genotipos
posibles. Denotdndose una mayor temperatura de fusion para la condicidén
homocigota mutante (G/G) que para la condicion silvestre (A/A), asi como una curva
con dos picos para la condicion heterocigota (A/G), lo que se encuentra representado
en la Figura 6. A partir de dicho andlisis se obtuvo la siguiente distribucion de los
genotipos descritos anteriormente (Tabla 7) en los grupos de estudios generados a

partir de las muestras sometidas al estudio (Tabla 5).
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Lys109Arg
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Figura 6. Curvas de fusion del ADN derivadas del estudio de HRM para el SNP Lys109Arg obtenidas del LightScanner32®. Se
distinguen los tres genotipos posibles, silvestre (A/A) en rojo, heterocigoto (G/A) en gris y mutante homocigoto (G/G) en azul.

Tabla 7. Distribucion de los genotipos en los diferentes grupos de estudio para el SNP Lys109Arg. CaM= Cdncer de Mama.

IMC = indice de Masa Corporal. WT =Silvestre, HT= Heterocigoto, MUT= Mutante.

Grupo de Estudio Lys109Arg
AIA (WT) AIG (HT) G/G (MUT)
CaM IMC >30 Kg/m* 24 (70%) 8 (23%) 2 (7%)
CaM IMC <25 Kg/m® 22 (63%) 13 (37%) 0 (0%)
SIN CaM IMC >30 Kg/m? 13 (34%) 11 (29%) 14 (37%)
SIN CaM IMC <25 Kg/m? 3 (12%) 16 (62%) 7 (26%)

GIn223Arg (rs 1137101).

Para el SNP localizado en el gen del receptor de la leptina en donde se presenta una

transicion de una G por una A en la posicién 668 gque se traduce en un cambio de

una glutamina por una arginina en el codon 223 a partir del codon de inicio, se

obtuvieron tres diferentes temperaturas y curvas de fusién correspondientes a los

tres genotipos posibles. Denotandose una mayor temperatura de fusién para la

condicion homocigota mutante (G/G) que para la condicion silvestre (A/A), asi como
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una curva con dos picos para la condicion heterocigota (A/G), lo que se encuentra
representado en la Figura 7. A partir de dicho analisis se obtuvo la siguiente
distribucion de los genotipos descritos anteriormente (Tabla 8) en los grupos de

estudios generados a partir de muestras las sometidas al estudio (Tabla 5).

GIn223Arg

A/A =D

EoE LT, N N
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Figura 7. Curvas de fusion del ADN derivadas del estudio de HRM para el SNP GIn223Arg obtenidas del LightScanner32®. Se
distinguen los tres genotipos posibles, silvestre (A/A) en rojo, heterocigoto (G/A) en gris y mutante homocigoto (G/G) en azul.

Tabla 8. Distribucion de los genotipos en los diferentes grupos de estudio para el SNP GIn223Arg. CaM= Cdncer de Mama.
IMC = indice de Masa Corporal. WT =Silvestre, HT= Heterocigoto, MUT= Mutante.

Grupo de Estudio GIn223Arg
AIA (WT) AIG (HT) G/G (MUT)
CaM IMC >30 Kg/m? 12 (35%) 16 (47%) 6 (18%)
CaM IMC <25 Kg/m? 18 (51%) 10 (29%) 7 (20%)
SIN CaM IMC >30 Kg/m? 7 (18%) 20 (53%) 11 (29%)
SIN CaM IMC <25 Kg/m? 3 (12%) 16 (62%) 7 (26%)
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Lys663Asn (rs8179183).

Para el SNP localizado en el gen del receptor de la leptina en donde se presenta una
transversion de una C por una G en la posicién 1968 que se traduce en un cambio de
una lisina por una asparagina en el codon 663 a partir del codon de inicio, se
obtuvieron tres diferentes temperaturas y curvas de fusién correspondientes a los
tres genotipos posibles. Denotdndose una mayor temperatura de fusion para la
condicion silvestre (G/G) que para la condicion homocigota mutante (C/C), asi como
una curva con dos picos para la condicién heterocigota (G/C), lo que se encuentra
representado en la Figura 8. A partir de dicho analisis se obtuvo la siguiente
distribucion de los genotipos descritos anteriormente (Tabla 9) en los grupos de

estudios generados a partir de las muestras sometidas al estudio (Tabla 5).

Lys6E3Asn
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Figura 8. Curvas de fusion del ADN derivadas del estudio de HRM para el SNP Lys663Asn obtenidas del LightScanner32®. Se
distinguen los tres genotipos posibles, silvestre (G/G) en gris, heterocigoto (C/G) en rojo y mutante homocigoto (C/C) en rosa.
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Tabla 9. Distribucion de los genotipos en los diferentes grupos de estudio para el SNP Lys663Asn. CAM= Cdancer de Mama.
IMC = indice de Masa Corporal. WT =Silvestre, HT= Heterocigoto, MUT= Mutante.

Grupo de Estudio Lys663Asn
GIG (WT) GI/C (HT) C/C (MUT)
CaM IMC >30 Kg/m? 24 (71%) 9 (26%) 1 (3%)
CaM IMC <25 Kg/m? 26 (74%) 7 (20%) 2 (6%)
SIN CaM IMC >30 Kg/m? 23 (61%) 15 (39%) 0 (0%)
SIN CaM IMC <25 Kg/m? 21 (80%) 5 (20%) 0 (0%)

MODELOS LINEALES GENERALIZADOS.

Con este andlisis estadistico lo que se busca es generar un modelo lineal, en el cual
se pueda predecir una consecuencia X a partir de la contribucion de varias variables
independientes a través de la construccion de una ecuacion lineal. En este caso se
tomaron en cuenta los genotipos para cada uno de los SNP’s presentes en el gen de
la Leptina y en el gen del Receptor de la Leptina (LEPR), asi como la edad y el indice
de masa corporal (IMC), como factores asociados a incrementar el riesgo a

desarrollar Cancer de Mama.

NUumero de variables dependientes: Cancer de Mama.

Numero de factores categoricos: 4

A= LEPG-2548A
B= Lys663Asn
C=Lys109Arg

D= GIn223Arg
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NUumero de factores cuantitativos: 2

E=EDAD

F=IMC

Para determinar la asociacion y ajustar un modelo estadistico lineal entre los factores
predictivos, tanto los categéricos como los cuantitativos descritos anteriormente, con
el Cancer de Mama, se realizé un analisis de varianza (ANOVA), el cual indica una
relacion estadisticamente significativa entre dichos factores predictivos y la variable
dependiente (Tabla 10), con un nivel de confianza del 95% y una probabilidad (Valor-
P) de 0,00001, la cual al ser menor que 0.05, indica que tanto los SNP’s presentes
en el gen de la leptina como en el gen del receptor de la leptina asi como el indice de
masa corporal y la edad, son variables relacionadas con la variable dependiente de

cancer de mama, por lo tanto pueden ser referidas como factores predictores.

Tabla 10. Andlisis de Varianza para la Variable dependiente Cancer de Mama.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Modelo 18,558 10 1,8558 15,46 0,00001
Residuo 14,645 122 0,120041
Total (Corr.) 33,203 132

El siguiente punto en el ajuste del modelo es determinar el grado de significancia
estadistica de cada uno de los factores tanto categéricos como cuantitativos,

conforme fueron introducidos al modelo, lo anterior mediante un andlisis de varianza
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(ANOVA) para la variable Cancer de Mama, los resultados se muestran en la tabla
11, acorde con dicha tabla tenemos que los factores correspondientes a Edad, indice
de Masa Corporal (IMC) y el SNP de Lys109Arg, son los de mayor grado de
significancia dentro del modelo con una probabilidad de 0.00001 (Valor-P), en cuanto
al SNP LEPG-2548A, su grado de significancia es menor con respecto a los
anteriores con un valor de probabilidad de 0.0522, finalmente los valores de
probabilidad de los SNP’s Lys663Asn y GIn223Arg, es de 0.3211 y 0.6438,
respectivamente, debido a que el valor de probabilidad mas alto (mayor o igual que
0-05) lo presenta el SNP GIn223Arg, es un término que no es estadisticamente

significativo con un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla 11. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los factores categdricos y cuantitativos que forman el modelo.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F |Valor-P
Cuadrados Medio
LEPG-2548A 0,72637 2 0,363185 3,03 0,0522
Lys663Asn 0,275252 2 0,137626 1,15 0,3211
Lys109Arg 5,27656 2 2,63828 21,98 0,00001
GIn223Arg 0,106124 2 0,053062 0,44 0,6438
EDAD 8,05689 1 8,05689 67,12 0,00001
IMC 2,53214 1 2,53214 21,09 0,00001
Residuo 14,645 122 (0,120041
Total (corregido) 33,203 132
Tabla 12. Cuadrados Medios Esperados (CME).

Fuente CME

LEP G-2548A (7)+Q1

Lys663Asn (7)+Q2

Lys109Arg (7)+Q3

GIn223Arg (7)+Q4

EDAD (7)+Q5

IMC (7)+Q6

Residuo (7)
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En la tabla 12 se muestran los cuadrados medios esperados para cada uno de los
factores mediante el método de sintesis de Hartley (1967). El nimero 7 representa la
suma de todos los factores empleados mas el residuo, mientras que los términos
representados por “Q1,.....Q6", indican una cantidad unica correspondiente al factor
en el que aparece, por lo tanto Q1 corresponde a un valor Unico designado a LEP G-
2548A. Los cuadrados medios representados en la tabla anterior son necesarios

para la construccion de la prueba F.

Tabla 13. Denominadores de la Prueba-F.

Fuente Gl Cuadrado Medio Denominador
LEP G-2548A 122,00 0,120041 (7)
Lys663Asn 122,00 0,120041 (7)
Lys109Arg 122,00 0,120041 (7)
GIn223Arg 122,00 0,120041 (7)
EDAD 122,00 0,120041 (7)
IMC 122,00 0,120041 (7)

La prueba F (Tabla 13) se determiné utilizando los cuadrados medios como
denominador para cada factor, junto con sus grados de libertad, es decir, se obtiene
el valor de la prueba F usando el cuadrado medio (7) en su denominador que es lo
mismo que emplear a cada factor como término de error. En nuestro caso es
importante realizar el célculo de dicha prueba ya que se tienen presentes factores

aleatorios como lo son la presencia de los SNP’s.

Tabla 14. Componentes de Varianza.

Fuente Estimado

Residuo 0,120041
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Para los modelos con factores aleatorios, estima el componente de varianza (Tabla
14) de cada efecto aleatorio. Los componentes de varianza miden la variabilidad en
la respuesta inducida por la variacion en los efectos aleatorios Los componentes son
derivados igualando los cuadrados medios con sus valores esperados, lo cual es
conocido como el método de momentos. Para este caso, el valor del residuo se
igualé al valor esperado, siendo éste cerca de 0.12 lo que indica la condicion

aleatoria de los factores empleados en la prueba.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, arroja un porcentaje
gue es el valor de la variabilidad en la variable dependiente, en este caso el valor de
R-cuadrada explica el 55,8925% de la variabilidad en Céancer de Mama. El
estadistico R-Cuadrada ajustada, el cual es mas adecuado para comparar modelos
con diferente nimero de variables independientes, es de 52,2771%. El error estandar
del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es 0,346469,
mientras que el error medio absoluto es de 0.26551. El estadistico de Durbin-Watson
(DW) analiza los residuos para determinar si hay alguna correlacion significativa con
base en el orden en el que se presentaron en el archivo de datos, acorde a su valor

de probabilidad de 0.00001 (menor que 0.05) indica una posible correlacion serial.

R-Cuadrada = 55,8925%
R-Cuadrada (ajustada por grados de libertad) = 52,2771%
Error estdndar del estadistico = 0,346469

Error medio absoluto = 0,26551
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Estadistico Durbin-Watson = 0,921066 (P=0,00001)

La tabla 15 resume el desempefio del modelo para ajustar los datos, y para predecir
cualquier valor retenido fuera del proceso de ajuste. Muestra el cuadrado medio del
error (CME), el error medio absoluto (MAE), el porcentaje de error medio absoluto
(MAPE), el error medio (ME) y el porcentaje de error medio (MPE), cada uno de los
estadisticos esta basado en los residuos. Los primeros tres estadisticos miden la
magnitud de los errores. El mejor modelo dara el valor mas pequefio. Los ultimos
dos estadisticos miden el bias (sesgo). El mejor modelo dara un valor cercano a 0.
NOTA: el MAPE y el MPE no fueron calculados debido a que el valor mas pequefio

en el conjunto de datos es menor o igual a 0.

Tabla 15. Andlisis de Residuos

Estimacion Validacion
n 133
CME 0,120041
MAE 0,26551
MAPE
ME -2,83399E-16
MPE

Continuando con la construccion de un modelo se debe establecer la ausencia de
multicolinealidad. Dos requisitos son necesarios para la linealidad de un modelo, que
las variables explicativas sean independientes, que no haya multicolinealidad y que
sean lineales. El factor de inflacién de varianza (V.l.F.), es la manera mas sencilla y
directa para determinar la multicolinealidad y medir el dafio producido por la falta de
independencia; si las variables explicativas no son redundantes entonces el V.I.F. es

igual a la unidad, valores de V.I.LF. mayores a 4 sugieren la existencia de
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multicolinealidad y valores mayores de 10 sugieren una multicolinealidad grave.

(Mandeville, 2008)

La existencia de multicolinealidad se determind para cada uno de los factores
tomados en cuenta para la construccion del modelo, los resultados obtenidos se
expresan en la tabla 16, ahi se denota que solamente para la variable
correspondiente al SNP Lys663Asn, el valor del V.I.F. es mayor a 4. Igualmente en
dicha tabla se reportan los intervalos de confianza del 95% para cada uno de los

factores.

Debido a que existen dos variables con un V.I.LF. mayor a cuatro, una alternativa a
aplicarse para que dicha multicolinealidad no tenga una mayor repercusion es ajustar
los factores por cuadrados minimos (Tabla 17) a una ecuaciéon polinominal de grado
apropiado. Los métodos de regresion polinominal son aplicables cuando las variables
explicativas son continuas y estdn medidas en escala ordinal, intervalo o razén.

(Mandeville, 2008)
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Tabla 16. Limites de Confianza del 95% para el coeficiente estimado, Cdncer de Mama.

Error

Pardmetro Estimado |Estandar Limite Inferior |Limite Superior |V.I.F.
CONSTANTE 0,217402 |0,179293 |-0,137527 0,57233

LEP G-2548A 0,124624 |0,0515671 |0,0225413 0,226706 1,43806
LEP G-2548A -0,0700978 |0,0419342 |-0,153111 0,0129153 1,46643
Lys663Asn 0,199426 |0,137356 |-0,0724841 0,471336 5,45953
Lys663Asn -0,120052 |0,0806352 |-0,279677 0,0395742 5,67145
Lys109Arg 0,317389 |0,0482709 |0,221832 0,412946 1,45858
Lys109Arg -0,0967516 |0,0531886 |-0,202044 0,00854083 1,57953
GIn223Arg 0,0324662 |0,0528954 |-0,0722457 0,137178 1,64067
GIn223Arg -0,0418207 |0,0459898 |-0,132862 0,0492209 1,5113
EDAD 0,0226953 |0,00277024 (0,0172114 0,0281793 1,10806
IMC -0,0209786 [0,00456771 [-0,0300209 -0,0119364 1,26923

Finalmente, la ecuacion del modelo ajustado es la siguiente:

Céancer de Mama = 0,217402 + 0,124624*I1(1) - 0,0700978*I11(2) + 0,199426*12(1) -
0,120052*12(2) + 0,317389*I3(1) - 0,0967516*13(2) + 0,0324662*14(1) -
0,0418207*14(2) + 0,0226953* EDAD - 0,0209786*IMC

En donde:

11(1) = 1 si LEP G-2548A =A/A, -1 si LEP G-2548A =G/G, 0 de lo contrario

11(2) = 1 si LEP G-2548A =G/A, -1 si LEP G-2548A =G/G, 0 de lo contrario

12(1) = 1 si Lys663Asn =C/C, -1 si Lys663Asn =G/G, 0 de lo contrario

12(2) = 1 si Lys663Asn =G/C, -1 si Lys663Asn =G/G, 0 de lo contrario

13(1) = 1 si Lys109Arg =A/A, -1 si Lys109Arg =G/G, 0 de lo contrario

13(2) = 1 si Lys109Arg =A/G, -1 si Lys109Arg =G/G, 0 de lo contrario

14(1) = 1 si GIn223Arg =A/A, -1 si GIn223Arg =G/G, 0 de lo contrario

14(2) = 1 si GIn223Arg =G/A, -1 si GIn223Arg =G/G, 0 de lo contrario
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La ecuacion anterior queda ejemplificada en la siguiente grafica, la cual muestra la
superficie de respuesta, es decir, la presencia de cancer de mama en funcion de la
edad y del indice de masa corporal, teniendo en cuenta el genotipo mutante para

cada uno de los SNP’s tanto del gen de leptina como el gen del receptor de leptina.

SUPERFICIE ESTIMADA DE RESPUESTA
LEP=A/A, Lys109Arg= G/G, GIn223Arg= G/G, Lys663Asn=C/C

_—
e ———
— —
T
—————
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CANCER DE MAMA

60 g0 17
Grdfica 1. Superficie Estimada de Respuesta de la variable dependiente, Cdncer de

Mama, la cual refleja la contribucion de cada uno de los factores predictivos
empleados para construir la ecuacion del modelo.

Tabla 17. Medias de Minimos Cuadrados de Cdncer de Mama con intervalos de confianza de 95%.

Nivel Recuento |Media Error Limite Limite
Estandar Inferior Superior
MEDIA GENERAL 133 0,562495 [0,0738226 |0,416355 |0,708634
LEP G-2548A
A/A 27 0,687118 [0,0942245 ]0,500591 |0,873645
G/A 67 0,492397 [0,0792719 |0,33547 |0,649324
G/IG 39 0,507968 [0,087901 ]0,333959 |0,681978
Lys663Asn
C/C 3 0,761921 [0,203082 ]0,359898 |1,16394
G/IC 36 0,442443 [0,0672027 ]0,309408 |0,575478
G/G 94 0,48312 |0,0399256 |0,404083 |0,562157
Lys109Arg
A/A 62 0,879883 [0,0844867 |0,712633 |1,04713
AIG 47 0,465743 |0,0845487 ]0,29837 |0,633116
GIG 24 0,341857 [0,101736 |0,140459 |0,543255
[ =)




GIn223Arg
A/A 40 0,594961 [0,0912287 |0,414364 |0,775557
G/A 62 0,520674 [0,0840087 |0,35437 ]0,686978
G/IG 31 0,571849 [0,0930626 |0,387622 |0,756076
Tabla 18. Medias de Factores Cuantitativos
EDAD 42,1429
IMC 29,1417

Las tablas 17 y 18 muestran la variacion media de Cancer de Mama para cada nivel
de los factores. Sin embargo, solamente la tabla 17 muestra los errores estandar de
cada media, que son una medida de su variabilidad de muestreo. Las dos columnas
de la extrema derecha muestran intervalos de confianza del 95,0% para cada una de
las medias. La variabilidad expuesta en la tabla anteriormente descrita, debe
evaluarse de manera independiente para cada uno de los factores con la finalidad de
descifrar si existen diferencias significativas entre los grupos para poder determinar
la existencia de un genotipo que pueda asociarse con un incremento en el riesgo a

desarrollar cAncer de mama.

Se realizé una prueba de comparaciones multiples (Tabla 19) entre los genotipos del
SNP de gen del leptina LEPG-2548A para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de cuales otras, estableciendo grupos homogéneos

denotados por una X en el mismo nivel, para este polimorfismo en especifico, el

genotipo A/A es diferente de los genotipos G/A 'y G/G.
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Tabla 19. Comparaciones multiples para Cancer de Mama por LEP G-2548A

LEP G-2548A Recuento Media MC Sigma MC Grupos Homogéneos
G/IA 67 0,492397 0,0792719 X

G/G 39 0,507968 0,087901 X

A/A 27 0,687118 0,0942245 X

Tabla 20. Diferencias estimadas mediante una el método de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con un nivel de

confianza del 95%.

Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
A/A - G/A * 0,194722 0,162199
A/A - GIG * 0,17915 0,174875
G/A - G/G -0,0155717 0,141394

* denota una diferencia estadisticamente significativa.

Con el fin de evaluar una diferencia significativa entre los grupo aparentemente
heterogéneos determinados por las comparaciones multiples se aplicé la diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher (Tabla 20), con este método hay un 5,0% de
riesgo de decir que cada par de medias es estadisticamente diferente cuando la
diferencia real es igual a 0. La prueba fortalece lo obtenido por las comparaciones
multiples, indicando que el genotipo A/A de riesgo, es significativamente diferente
con un nivel de confianza del 95,0% (Grafica 2) con respecto a los genotipos A/G
(HT) y G/G (WT), lo cual se puede interpretar como que la presencia de dicho

genotipo se asocia con un incremento en el riesgo a padecer cancer de mama.
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Medias y 95,0% Intervalos LSD
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Grdfica 2. Comparacion de las diferencias entre las medias, resultado de la diferencia minima significativa de Fisher con un
intervalo de confianza del 95% para cada uno de los genotipos para el polimorfismo de nucledtido tnico en el gen de leptina
(LEP G-2548A).

La prueba de comparaciones multiples, utilizada para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de cuales otras, aplicada a los genotipos del SNP de
gen del receptor de leptina (LEPR) Lys663Asn se reporta en la tabla 21,
estableciendo a todos los grupos como homogéneos lo cual se denota por la X en el

mismo nivel.

Tabla 21. Comparaciones Multiples para CANCER por Lys663Asn.

Lys663Asn Recuento Media MC Sigma MC Grupos Homogéneos
G/C 36 0,442443 0,0672027 X
GIG 94 0,48312 0,0399256 X
CiC 3 0,761921 0,203082 X

Tabla 22. Diferencias de medias entre los genotipos de Lys663Asn estimadas mediante una el método de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de confianza del 95%

Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
C/C-GIC 0,319478 0,420416
C/C-GIG 0,278801 0,408109
G/C - G/IG -0,040677 0,145564

* denota una diferencia estadisticamente significativa.

48

—
| —



Por otro lado, el resultado del procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher (Tabla 22), indica que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre ningun par de medias con un nivel de confianza del 95,0%.
(Gréafica 3). Lo que indica que para la poblacibn mexicana estudiada todos los

genotipos tienen el mismo nivel de riesgo a desarrollar cancer mama.
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Grdfica 3. Comparacion de las diferencias entre las medias, resultado de la diferencia minima significativa de Fisher con un
intervalo de confianza del 95% para cada uno de los genotipos para el polimorfismo de nucledtido unico en el gen del
receptor de leptina Lys663Asn.

El resultado de comparacién multiple aplicado a los genotipos del SNP Lys109Arg
del receptor de leptina (LEPR), que se muestra en la Tabla 23, denotando que el
genotipo A/A es heterogéneo con respecto a los grupos A/G y G/G, lo que indica que

sus medias son significativamente diferentes.

Tabla 23. Comparaciones Multiples para Cancer de Mama por Lys109Arg.

Lys109Arg Recuento Media MC Sigma MC Grupos Homogéneos
G/IG 24 0,341857 0,101736 X

AIG 47 0,465743 0,0845487 X

AJA 62 0,879883 0,0844867 X
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Tabla 24. Diferencias de medias entre los genotipos de Lys109Arg estimadas mediante una el método de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de confianza del 95%

Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
A/A - AIG * 0,41414 0,167857
A/A - G/IG * 0,538026 0,17803

AlG - GIG 0,123886 0,193806

* denota una diferencia estadisticamente significativa.

El resultado obtenido de la prueba de comparaciones mdultiples se corrobora con el
resultado del resultado del procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher (Tabla 24), donde se indica que el genotipo A/A presenta exhibe una
diferencia significativa con un nivel de confianza del 95,0% (Grafica 4) con respecto a
los genotipos A/G y G/G. Lo que se ve en dicho analisis puede ser interpretado como
una mayor frecuencia del genotipo silvestre (A/A) en la poblacién estudiada lo que lo
determina como diferente a los otros genotipos, es aventurado interpretar dicha
diferencia como un factor de riesgo ya que podria tratarse de un sesgo por el tamafio
de la muestra, se necesita realizar el escaneo en una poblacién mayor para observar
si el patrén se repita y entonces tomarlo como factor de riesgo.

Medias y 95,0% Intervalos LSD
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Grdfica 4. Comparacion de las diferencias entre las medias, resultado de la diferencia minima significativa de Fisher con un
intervalo de confianza del 95% para cada uno de los genotipos para el polimorfismo de nucledtido unico en el gen del
receptor de leptina Lys109Arg.
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La prueba de comparaciones mdltiples, utilizada para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de cuales otras, aplicada a los genotipos del SNP de
gen del receptor de leptina (LEPR) GIn223Arg se reporta en la tabla 25,
estableciendo a todos los grupos como homogéneos lo cual se denota por la X en el

mismo nivel.

Tabla 25. Comparaciones Multiples para Cancer de Mama por GIn223Arg.

GIn223Arg Recuento Media MC Sigma MC Grupos Homogéneos
G/A 62 0,520674 0,0840087 X
GIG 31 0,571849 0,0930626 X
AIA 40 0,594961 0,0912287 X

Tabla 26. Diferencias de medias entre los genotipos de GIn223Arg estimadas mediante la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher con un nivel de confianza del 95%.

Contraste Sig. Diferencia Limites +/-
A/A - G/A 0,0742869 0,166187
A/A - GIG 0,0231116 0,188194
G/A - G/G -0,0511753 0,165497

* denota una diferencia estadisticamente significativa.

Por otro lado, el resultado del procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher (Tabla 26), indica que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre ningun par de medias con un nivel de confianza del 95,0%.
(Gréfica 5). Lo que indica que para la poblacibn mexicana estudiada todos los

genotipos tienen el mismo nivel de riesgo a desarrollar cancer mama.
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Grdfica 5. Comparacion de las diferencias entre las medias, resultado de la diferencia minima significativa de Fisher con un
intervalo de confianza del 95% para cada uno de los genotipos para el polimorfismo de nucledtido unico en el gen del
receptor de leptina GIn223Arg.

CONCENTRACION DE LEPTINA (ELISA).

Se determinaron las concentraciones en suero de leptina en 45 muestras de

pacientes para poder realizar la:

1) Evaluacién de la relacion entre la concentracion de la leptina y la

presencia del SNP LEPG-2548A.

Para poder determinar una relaciéon entre la concentracion en suero de la leptina y el
SNP LEPG-2548A, se calcul6 la mediana de las concentraciones de leptina
correspondientes a cada uno de los genotipos posibles para el SNP descrito (Tabla
27), se aplicod el estadistico de Kruskal-Wallis para evaluar la diferencia entre los

grupos, lo cual se ve reflejado en la Grafica 6.
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Tabla 27. Concentracion de leptina correspondiente a cada genotipo posible para el SNP LEPG-2548A. Estadistico de Kruskal-
Wallis para evaluar la diferencia en la concentracion de leptina entre los diferentes genotipos. P>0.05 indica que no existe
diferencia significativa. G/G= silvestre, G/A= heterocigoto y A/A= homocigoto mutante.

Genotipo [Leptina] ng/mL Kruskal-Wallis P-Value
LEPG-2548A (mediana)
G/G 4.27258445 3.14675 0.207344
G/A 3.8503535
A/A 5.47329144

Debido a que el valor de probabilidad (P-value), arrojado por el estadistico de
Kruskal-Wallis es mayor que 0.05 indica que no existe una diferencia entre los
grupos (Grafica 6), es decir, no es posible justificar un incremento en la

concentracion de la leptina sérica debido a la presencia del genotipo mutante A/A

para el de la leptina.

Leptina en Suero
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Grdfica 6. Concentracion en suero de leptina correspondiente para cada uno de los genotipos posibles para el SNP de LEPG-
2548A. G/G= silvestre, G/A= heterocigoto y A/A= homocigoto mutante.
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2) Evaluacién de larelacion entre la concentraciéon de la leptinay el indice

de masa corporal (IMC).

En el mismo sentido, para poder determinar una relacion entre la concentracion
sérica de la leptina y el indice de masa corporal (IMC), se calcul6 la mediana de las
concentraciones de leptina correspondientes tanto a el indice de masa corporal que
denota obesidad (IMC >30 Kg/m?) como a el indice de masa corporal que denota no
obesidad (IMC <25 Kg/m?), lo cual se describe en la Tabla 28, se aplicé el estadistico
de Kruskal-Wallis para evaluar la diferencia entre los grupos, lo cual se ve reflejado

en la Gréafica 7.

Tabla 28. Concentracidn de leptina correspondiente a la condicion de obesidad (IMC >30 Kg/mz) y no obesidad (IMC <25
Kg/mz). Estadistico de Kruskal-Wallis para evaluar la diferencia en la concentracion de leptina entre las diferentes
condiciones. P<0.05 indica la existencia de una diferencia significativa.

indice de Masa [Leptina] ng/mL Kruskal-Wallis P-Value
Corporal (IMC) (mediana)

IMC >30 Kg/m* 5.91555381 27.4593 1.60433E-7
IMC <25 Kg/m? 3.063629222
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Grdfica 7. Concentracion en suero de leptina correspondiente para la condicién de obesidad (IMC >30 Kg/mz) y no obesidad
(IMC <25 Kg/m®).

Para el caso del indice de masa corporal (IMC), el cual representa una forma de

medir la obesidad, si existe una diferencia significativa entre la concentracién de

leptina entre los que presentan la condicidon de obesidad con respecto a los que no la

presentan, lo cual indica que la cantidad de leptina disponible se incrementa

conforme se incrementan los depdsitos de grasa en el organismo.

3) Evaluacion de larelacion entre la concentracion de leptinay la presencia

de cancer de mama.

Por otro lado se determind la relacion entre la concentracién sérica de la leptina y la
presencia de la patologia del Cancer de Mama, lo anterior a partir de calcular la

mediana de las concentraciones de leptina correspondientes tanto a la presencia de

—
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la patologia del Cancer de Mama como a la ausencia de la misma (Tabla 29), se
aplico el estadistico de Kruskal-Wallis para evaluar la diferencia entre los grupos, lo

cual se ve reflejado en la Grafica 8.

Tabla 29. Concentracion de leptina correspondiente a la presencia de Cdncer de Mama (CaM) o a la ausencia de Cdncer de
Mama (No CaM)). Estadistico de Kruskal-Wallis para evaluar la diferencia en la concentracion de leptina entre las diferentes
condiciones. P>0.05 no indica la existencia de una diferencia significativa.

Céncer de Mama [Leptina] ng/mL Kruskal-Wallis P-Value
(CaM) (mediana)
CaM 5.160193774 0.107417 0.743104
SIN CaM 5.565593087
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Grdfica 8. Concentracion sérica de leptina correspondiente para la presencia de Cdncer de Mama (CaM) y la ausencia de
Cdncer de Mama (SIN CaM)
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Debido a que el valor de probabilidad (P-value) arrojado por la prueba de Kruskal-
Wallis que al ser mayor que 0.05, no se puede atribuir una asociacion entre la
concentracion de leptina y la tendencia a desarrollar cancer de mama, ya que las
concentraciones de dicha proteina no son mayores en las muestra de las pacientes

con cancer de mama con respecto a las pacientes sanas.

Con el fin de evaluar si existe una correlacion entre la presencia del genotipo de
riesgo A/A para el SNP LEPG-2548A presente en el gen de la leptina, con la
concentracion de leptina en suero, la presencia de cancer de mama y el indice de

masa corporal (IMC), se recurrié al analisis multivariado.

ANALSIS MULTIVARIADOS.

El objetivo de dicho analisis es encontrar combinaciones de las columnas que estan
fuertemente asociadas entre si. Lo anterior mediante la realizacion de correlaciones
resultado del producto de Pearson, entre cada par de variables. El rango de estos
coeficientes de correlacién va de -1 a +1, y miden la fuerza de la relacion lineal entre
las variables. También se muestra, entre paréntesis, el nUmero de pares de datos
utilizados para calcular cada coeficiente. El tercer nUmero en cada bloque de la tabla
es un valor-P que prueba la significancia estadistica de las correlaciones estimadas.
Valores-P abajo de 0,05 indican correlaciones significativamente diferentes de cero,

con un nivel de confianza del 95,0%.

Datos/Variables utilizadas:
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CANCER

IMC

CONCENTRACION DE LEPTINA

LEP G-2548A

Existen 45 casos completos a utilizarse en los calculos

Tabla 30. Correlaciones entre las variables analizadas. La primer fila da el valor de la correlacion, la sequnda el tamario de la

muestra y la tercera indica el valor de P.

CANCER [IMC CONCENTRACION DE LEP G-2548A
LEPTINA
CANCER 0,0115 [-0,0377 0,1031
(45) (45) (45)
0,9400  [0,8060 0,5002
IMC 0,0115 0,8025 0,2758
(45) (45) (45)
0,9400 0,00001 0,0667
CONCENTRACION  [-0,0377 [0,8025 0,2697
DE LEPTINA
(45) (45) (45)
0,8060  [0,00001 0,0732
LEP G-2548A 0,1031  [0,2758  [0,2697
(45) (45) (45)
0,5002 [0,0667 [0,0732

La tabla 30 muestra los coeficientes de correlacién de Pearson para cada una de las
diferentes variables, en dicha tabla se puede apreciar que no existe una correlacion
entre la concentracion de la leptina y el cancer, lo cual se refleja en el coeficiente
obtenido de -0.0377 con un valor de P= 0.8060. Por otro lado, la concentracion de
leptina se correlaciona con el indice de masa corporal (IMC), obteniéndose un
coeficiente de 0.8025 con un probabilidad de P= 0.00001, lo que indica que el

coeficiente de correlacion es significativamente diferente de cero.
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Finalmente se determiné la existencia de una correlacion entre la concentracion de
leptina y la presencia del SNP LEPG-2548A en el gen de la leptina, que pudiera
explicar una asociacidon entre la presencia del genotipo de riesgo A/A y un
incremento en la concentracion de dicha proteina, sin embargo, a partir de los datos
arrojados, el valor del coeficiente de correlacion es de 0.2697, el cual a partir de su
valor de probabilidad, P= 0.0732, se puede considerar como una no correlacion entre

ambos parametros.

DISCUSION.

La obesidad es un factor de riesgo en desarrollar la patologia del caAncer de mama en
mujeres post-menopausicas ya que mujeres pre-menopausicas el efecto de la
obesidad es aparentemente protector (Calle & Thun, 2004); sin embargo, en un
estudio realizado por Harris et al en el 2011 con el fin de evaluar la relacién de los
niveles en suero de la leptina y el cancer de mama en mujeres pre-menopausicas,
observaron una asociacion inversa no significativa la cual estaba mediada por el
indice de masa corporal (IMC) (Harris, et al., 2011); aunado a lo anterior en un
estudio realizado por Harvie en el 2003 determiné que un incremento en la grasa
superior central incrementaba el riesgo de cancer de mama en mujeres pre-
menopausicas (Garofalo & Surmacz, 2006). Los resultados obtenidos arrojan una
mayor incidencia de cancer de mama con un elevado indice de masa corporal (IMC)
y con una mayor edad de las pacientes, tal como se observa en la Grafica 1, lo que

coincide hasta el momento con lo reportado en la literatura.
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Debido a que la cantidad de leptina esta en proporcion a la cantidad de grasa
corporal y que se encuentra involucrada en la homeostasis energética, aunado a que
se ha reportado en diversos estudios la presencia tanto de leptina como de su
receptor en las células mamarias cancerigenas, nos llevo a evaluar si la presencia de
los polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP) en los genes de la leptina (LEPG-
2548A) y en el de su receptor (LEPR): Lys109Arg, GIn223Arg y Lys663Asn, facilitan

o permiten el desarrollo del cancer de mama.

Para determinar lo expuesto anteriormente lo primero que se evalué6 fue la relacion
entre los polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) presentes tanto en el gen de la
leptina (LEPG-2548A) como en el gen del receptor de leptina (LEPR): Lys109Arg,
GIn223Arg y Lys663Asn, la edad y el indice de masa corporal (IMC) con el cancer de
mama (Tabla 10), el valor obtenido de probabilidad es de 0.00001 lo que indica que
los SNP’s, la edad y el IMC guardan una relaciéon con el cancer de mama, dicha
relacion puede ser entendida como que dichas variables pueden ser utilizadas como
predictores en el desarrollo de dicha patologia a partir de la construcciéon de una

ecuacion lineal como la que se ha reportado anteriormente.

Posteriormente se analizé la repercusion de cada uno de los polimorfismos de
nucleétido anico en el desarrollo el cancer de mama, lo anterior mediante una
comparacion de medias seguida de una prueba de diferencia minima significativa de

Fisher.
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Para el SNP LEPG-2548A (rs7799039), se obtuvo que el genotipo correspondiente a
A/A, fue significativamente diferente con respecto a los genotipos heterocigoto y
homocigoto silvestre, se esperaba que el alelo de riesgo “A”, representara un
incremento en el riesgo tanto en su forma heterocigota como en su forma
homocigota. Sin embargo, para la condicion de heterocigocidad, G/A, aunque tuvo
una mayor frecuencia en la muestra analizada (Tabla 17), ésta no representé una
diferencia significativa al compararla con el genotipo silvestre G/G y el genotipo
mutante A/A (Tablas 19 y 20), resultado que concuerda con el reportado en el

estudio realizado por Cleveland et al en el 2010 con mujeres europeo-americanas.

Por otro lado para su condicion de homocigocidad, el genotipo A/A, es
significativamente diferente con respecto a los genotipos G/A y G/G (Tablas 19 y 20),
pudiéndose interpretar dicha diferencia como un factor de riesgo de desarrollar
cancer de mama en mujeres obesas y post-menopausicas (Gréfica 1), datos que
coinciden con los resultados obtenidos en los estudios realizados en poblaciones de

mujeres de Tunisia (Snoussi, 2006) y europeo-americanas (Cleveland, 2010).

Por otra parte, también se evalud la correlacion entre el SNP LEPG-2548A con el
cancer de mama (Tabla 30), para determinar si la presencia del SNP asegura la
condicion de cancer de mama, se obtuvo un valor de correlacion de 0.1031 con un
valor de probabilidad P= 0.5002, que indica que la presencia del SNP en el gen de la

leptina no va a condicionar el desarrollo del cancer de mama.
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En cuanto a los SNP’s presentes en el gen del receptor de la leptina (LEPR), se han
determinado como responsables de una alteracion en el buen funcionamiento del
receptor (Yiannakouris, et al., 2001), y el que mas se ha estudiado y relacionado
tanto con el cancer de mama (Okobia, et al., 2008; Cleveland, et al., 2010) como con
la obesidad (Liew, et al., 2009), es el GIn223Arg (rs1137101), dicho polimorfismo se
localiza en el sitio de enlace con la leptina (Stratigopoulos, et al., 2009) y se
caracteriza por una transicion de Adenina (A) a Guanina (G) en el nucleétido 668 a
partir del codon de inicio que convierte una glutamina a arginina en el codén 223.

(Han, et al., 2008)

En el estudio que nosotros llevamos a cabo el resultado que se obtuvo para el alelo
de riesgo “G” de dicho SNP, ya sea para su condicibn homocigota G/G o
heterocigota G/A, no fue significativamente diferente con respecto al genotipo
silvestre A/A (Tablas 25 y 26), lo que indica que la presencia de dicho SNP no
incrementa el riesgo a padecer cancer de mama, dicha informacion concuerda con
los resultados reportados por Woo, 2006 (mujeres coreanas); Cleveland, 2010 y Gu,

2012 (mujeres caucasicas pre-menopausicas).

Otro SNP presente en el gen del receptor de la leptina es el Lys109Arg (rs1137100),
el cual en un estudio realizado por Liu et al en el 2007, dicho polimorfismo se
asociaba con el tamafio del tumor. Los resultados que se obtuvieron para dicho
polimorfismo son los siguientes, el genotipo silvestre A/A fue significativamente
diferente (Tablas 23 y 24) con respecto a los genotipos A/G y G/G (riesgo), lo cual no

coincide con lo reportado por el investigador antes citado, la relacion que guarda
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dicho polimorfismo es inversa, pudiéndose entender que el riesgo esta dado por el

genotipo silvestre A/A'y no por el genotipo G/G.

El altimo SNP sometido a analisis fue el SNP Lys663Asn (rs8179183), el analisis de
comparaciéon de medias y la prueba de Fisher (Tablas 21 y 22) no muestran
diferencias significativas entre los genotipos G/G (silvestre), G/C (heterocigoto) y C/C
(riesgo), lo cual puede ser interpretado como que la presencia de dicho SNP no
incrementa el riesgo de desarrollar cAncer de mama, datos que coinciden con lo

reportado por Gu, 2012

La estructura de la glandula mamaria favorece una interaccion muy cercana entre el
tejido adiposo y el tejido mamario por lo tanto al presentarse un incremento en el
tejido graso conlleva a alteraciones en los niveles séricos de leptina, adiponectina,
estrogenos y factores inflamatorios, lo que en conjunto puede contribuir al desarrollo
y progresion del cancer de mama. (Koda, et al., 2007; Jardé, et al., 2011; Taliaferro-

Smith, et al., 2013)

Con base en el argumento anterior se han realizado diversos estudios que han tenido
como objetivo el determinar la existencia de una relacién entre un incremento en las
concentraciones de leptina y el riesgo a desarrollar un cancer de mama; se ha
prestado una mayor atencién a dicha adipocina debido a que interactia con las
diferentes estirpes celulares que componen la mama induciendo: la infiltracion de

macréfagos dentro del tejido mamario, la adhesién celular, la angiogénesis y una
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mayor disposicion de estrégenos (Ando & Catalano , 2012), por lo que se le ha

considerado un mitdgeno para este carcinoma.

Los niveles de leptina se incrementan conforme existe un incremento en los
depositos grasos del organismo, sin embargo, también pueden incrementarse debido
a la presencia del polimorfismo de nucleétido Uunico (SNP) en el gen de la leptina a
nivel de la region promotora, LEP (G-2548A), lo que facilita la expresién del gen e

incrementa los niveles circulantes de leptina. (Cleveland, et al., 2010)

Se han realizado varios estudios en donde se han relacionado los niveles en suero
de la leptina con el riesgo a padecer cancer de mama, en algunos de ellos de
manera simultanea también se han relacionado con la presencia del SNP LEPG-

2548A, y el cancer de mama.

En nuestro estudio realizamos las determinaciones en suero de la leptina en funcion
del genotipo presente para el SNP LEPG-2548A, esperando que el genotipo A/A se
correlacionara con un nivel mayor en la concentracion de leptina y que esto a su vez

se pudiera correlacionar con el cancer de mama.

El aparente incremento en la concentracién de leptina para el alelo de riesgo “A”, en
condicion homocigota A/A, con respecto a los genotipos G/A y G/G, que se observa
en la grafica 6, no resulto significativo segun el resultado de la prueba de Kruskal-

Wallis de 3.14675 con una P= 0.207344, indicando que no existen diferencia entre
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los grupos, lo cual se corrobord después al someter a un analisis multivariado (Tabla
30), que arroja un valor de correlacion de 0.2697 con un probabilidad de P= 0.0732,
gue indica que el incremento en la concentracion de la leptina no puede ser atribuido
totalmente a la condicion homocigota mutante A/A del SNP, lo cual es contrario a lo
reportado por Terrasi et al en el 2009 en su estudio realizado con células
cancerigenas y con el incremento de casi el doble en la secrecién de leptina por
adipocitos que portan el genotipo de A/A con respecto de los adipocitos que portan el

genotipo G/G reportado por Hoffstedt en el 2002 (Snoussi, et al., 2006)

En la grafica 7 se puede apreciar que la concentracion de la leptina se encuentra
elevada en las muestras provenientes de pacientes con un indice de masa corporal
(IMC) mayor o igual a 30 Kg/m? que representa una condicién de obesidad con
respecto a las muestras de las pacientes con un indice de masa corporal menor de
25 Kg/m?, resultd significativo segun el resultado de la prueba de Kruskal-Wallis
27.4593 y un valor de probabilidad de P= 1.60433E-7, lo que se corroboré al realizar
el estudio de analisis multivariado, arrojando un valor de correlacion de 0.8025, con
una probabilidad de P= 0.00001 (Tabla 30), indicando la concentracion de la leptina
variara con respecto al IMC, lo cual es coincide con los resultados reportados por

Kamal en el 2010.

La gréafica 8 ilustra la variacion en la concentracion de leptina con respecto a la
presencia de la patologia de cancer de mama, mostrando un aparente incremento en

la concentracion de leptina para las personas que no tienen cancer mama, Sin
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embargo dicha diferencia no es significativa, acorde al resultado del estadistico de
Kruskal-Wallis 0.107417 con una probabilidad de P= 0.743104. Posteriormente se
realizd el analisis multivariado para evaluar una relacion entre la concentracion de
leptina y el cancer de mama obteniéndose un valor de correlacion de -0.0377 con
una probabilidad P= 0.8060, lo cual indica una débil relacion entre ambas variables,
corroborando que la concentracion de leptina, no cosiste en un factor de diagndstico
temprano para el cancer de mama, lo cual coincide con lo reportado por Mantzoros

(1999), Coskun (2003), Sauter (2004), Stattin (2004) y Woo (2006).
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CONCLUSIONES.

La presencia del genotipo A/A del SNP LEPG-2548A, presente en la regidn
promotora del gen de la leptina, representa un riesgo a desarrollar cancer de mama,
dicho riesgo se incrementa conforme hay un aumento en el indice de masa corporal

asi como en la edad de la mujer (estado menopausico).

La presencia de los SNP Lys109Arg, GIn223Arg y Lys663Asn en el del receptor de la

leptina no representan un riesgo a desarrollar cancer de mama.

El SNP LEPG-2548A no esta relacionado con un incremento en la concentracion en
suero de la leptina. De igual forma, una alta concentracion de leptina en suero no

tiene ninguna correlacion con el riesgo a desarrollar cancer de mama.

Cabe recalcar que tanto el cancer de mama como la obesidad estan influidas
genéticamente y son entidades multifactoriales, por lo que este estudio finalmente es
manejado como un estudio piloto en una muestra de pacientes mexicanas para el
genotipificado de los SNP dirigidos basados en la literatura internacional, destacando
que este mismo estudio da pie a seguir enriqueciendo informacién genética en

estudios posteriores.
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