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GLOSARIO

ADN

Acido Desoxirribonucleico. Macromolécula que codifica la informacién genética
responsable del desarrollo y funcion de un organismo. Esta informacién genética
puede se transmitida de una generacion a otra, por lo que constituye la base de la
herencia. La estructura de la molécula de ADN consiste en una hélice de dos
hebras unidas por enlaces de hidrogeno entre pares de bases purina-pirimidina y
se encuentra en el nucleo de células somaticas (2n) y germinales (n).

ALELO
Una de dos o mas secuencias de AND en un locus en particular. Tipicamente un
alelo es normal (ADN normal) y otros alelos mutados son raros.

ASHKENAZI, JUDioS

Uno de los dos principales grupos ancestrales de la comunidad Judia,
provenientes de Alemania, Polonia y Rusia. El otro grupo son los judios
Sephardicos.

AUTOSOMICO DOMINANTE

Este tipo de herencia se refiere a la condicion genética que se desarrolla cuando
solo una de las dos copias del gen es mutada o rara (Heterocigoto), asi la otra sea
normal.

AUTOSOMICO RECESIVO
Este tipo de herencia se refiere a la condicion genética que se presenta solo
cuando las dos copias de un mismo gen estan mutadas o son raras (Homocigoto).

BRCA1, GEN

Breast Cancer Gene 1. Gen de susceptibilidad para cancer de mama.
intimamente relacionado con el cancer de mama de tipo heredofamiliar por lo que
cuando esta mutado, se considera de alta penetrancia para la enfermedad.
Causante del Sindrome de Cancer de Mama/Ovario.

BRCA2, GEN

Breast Cancer Gene 2. Gen de susceptibilidad para cancer de mama, también de
alta penetrancia cuando esta mutado. Se relaciona principalmente con el cancer
de mama sitio especifico tanto en mujeres como en hombres.

CANCER ESPORADICO
En general, el término es usado para referirse al tipo de cancer que se presenta
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cuando no existe una mutacion en células de linea germinal de base que lo
predisponga o también cuando no existe historia familiar de cancer. Las
mutaciones se dan en células somaticas y hay compromiso de oncogenes.

CANCER FAMILIAR

En el cancer de mama, se refiere al tipo de cancer de mama que se presenta en
un individuo que tiene antecedentes familiares de cancer de mama (ningun otro),
por mutaciones tanto en oncogenes como en genes supresores de tumor.

CANCER HEREDITARIO

En el cancer de mama, se refiere al tipo de cancer que se presenta en un individuo
con antecedentes familiares de cancer de mama, ovario, prostata y otros, como
resultado de mutaciones en genes supresores de tumor en células de linea
germinal, que son segregadas de generacion en generacion.

CLON

Una copia idéntica de una secuencia de ADN o de un gen completo; También se
entiende por clon, una o mas células derivadas de otra célula idéntica (ej. Linea
Celular o Tejido Tumoral).

CONFORMATION-SENSITIVE GEL ELECTROPHORESIS

CSGE. Es una técnica molecular para detectar secuencias mutadas en una
muestra de ADN. Se logra favoreciendo la denaturacion de la doble hebra de
ADN vy luego favoreciendo la renaturacion entre secuencias normales y entre
secuencias mutadas. Esto se logra ver en un gel por las diferencias de corrido en
la electroforesis.

CROMOSOMA
Estructura fisica dentro del nucleo celular que consiste en ADN y proteinas.

EXON
Secuencia de ADN codificante de un gen presente en el RNA mensajero (mMRNA).

FAMILIAR

Cuando una manifestacion/fenotipo (ej. Enfermedad) ocurre con una mayor
frecuencia en una familia en particular, que sobre una poblacion en general. Esta
predisposicion familiar puede tener una causa genética o no.

FAMILIAR, HISTORIA

Comprende los antecedentes de las relaciones genéticas dentro de una familia y
las historias médicas de cada uno de sus miembros. Cuando se representa en
forma de diagrama usando los simbolos y la terminologia respectiva, es
denominado, Pedigree o Arbol Familiar.
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FENOTIPO

Se denomina fenotipo a toda caracteristica observable o detectable en un
organismo, ya sea de tipo estructural, bioquimico, fisiolégico o conductual, que
resulta como una manifestacion de la interaccion entre su genotipo y el ambiente
en el que se desarrolla.

FRAMESHIFT, MUTACION

Mutaciones de corrimiento de marco de lectura. Se refiere al tipo de mutacion por
inserciones o deleciones (de un numero de bases NO multiplo de tres), que
cambia el marco de lectura del codigo genético. Este tipo de mutaciones,
generalmente genera proteinas truncadas y no funcionales, por lo que en su gran
mayoria son bastante deletéreas.

GEN

La unidad basica de la herencia que ocupa un lugar en un cromosoma. Existen
dos copias de cada gen, uno paterno y uno materno, que en general codifican
proteinas especificas 0 segmentos de proteinas que tienen una determinada
funcidon dentro del organismo. Los genes contienen tanto regiones codificantes
(Exones) como regiones no codificantes (Intrones).

GENETICA, CONSEJERIA

Consiste en un proceso de comunicacion que tiene como objetivo asistir personas
afectadas con alguna enfermedad de componente genético y/o con predisposicion
a ella, en cuanto al entendimiento de la historia natural de la enfermedad, los
riesgos de la misma y el modo de transmision en términos de herencia. Busca
también, recomendar métodos de tamizaje, prevencién secundaria y seguimiento
en general con respecto a la enfermedad en el individuo afectado y su familia, asi
como, proveer herramientas para facilitar la toma de decisiones en aspectos tan
delicados como tener hijos. Ademas a partir de la consejeria genética se toman
decisiones para el manejo integral y multidisciplinario de un paciente y su familia.

GENETICA, PREDISPOSICION

Se refiere a la elevada posibilidad de desarrollar una enfermedad en particular por
presencia de una o mas mutaciones genéticas y/o por historia familiar positiva que
indique un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad. Se refiere también a
susceptibilidad genética a una enfermedad.

GENOTIPO
Es el contenido genético (genoma) de un individuo, en forma de ADN (gen,
genes), que junto con los factores ambientales determinan un fenotipo.

GERMLINE (LINEA GERMINAL)
Se refiere a células de linea germinal, es decir, 6vulos y espermatozoides.
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HETEROCIGOTO, GENOTIPO
Un genotipo heterocigoto es cuando los dos alelos (copias de un gen) de un locus
en particular son diferentes. Uno de los dos alelos es mutado o raro y el otro no.

HOMOCIGOTO, GENOTIPO
Un genotipo homocigoto es cuando los dos alelos (copias de un gen) de un locus
en particular son iguales, ya sean los dos normales o mutados.

LOCI
Se llama loci cuando se hace referencia a un par de locus de un gen en particular.

LOCUS

El sitio fisico o localizacién especifica de un gen en un cromosoma. Puesto que
en las células somaticas tenemos dos copias de cada gen, tenemos entonces dos
locus por gen.

MICROSATELITES

Segmentos repetitivos de AND en regiones no codificantes del genoma (entre los
genes o dentro de ellos como intrones). Son usados como marcadores en analisis
de ligamiento debido a su gran variabilidad en el numero de repeticiones entre
individuos. Estas regiones son muy inestables y susceptibles a mutaciones.

MISSENSE, MUTACION

Mutacién con sentido o de sentido erroneo. Consiste en un cambio de base
puntual (sustitucion) que altera el cdédigo genético al cambiar un aminoacido de la
proteina final. El efecto de este tipo de mutacién es variable, pues depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del aminoacido sustituto, si son similares o muy
diferentes del original.

MUTACION

Un cambio en la secuencia de ADN en un locus de un gen en particular. Estos
cambios pueden ser deletéreos, beneficiosos o0 neutrales con respecto al efecto en
el funcionamiento de una célula.

MUTACIONES, ANALISIS DE

Un analisis de mutaciones comprende una serie de técnicas
moleculares/genéticas para detectar ya sea una mutacién especifica, un set de
mutaciones o un tipo de mutacion.

NONSENSE, MUTACION

Mutacién sin sentido. Consiste en una mutacién puntual en la cual el cambio
(sustitucidon) de un aminoacido por otro, genera un codon (tripleta de nucledtidos)
de parada, es decir, un codon que no codifica para ningun aminoacido, generando
una proteina truncada o incompleta y por tanto no funcional.
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NUCLEOTIDO

Se define como una molécula formada por una base nitrogenada (adenina,
guanina, timina o citosina en el AND; adenina, guanina, uracilo o citosina en el
RNA), un grupo fosfato y un azucar desoxirribosa (ADN) o ribosa (RNA). Tanto el
ADN (doble cadena) como el RNA (cadena sencilla), son macromoléculas
formadas por muchos nucleétidos cuyo orden define el codigo genético para las
diversas proteinas de un organismo.

PENETRANCIA

La penetrancia es un término epidemioldgico que se refiere a la probabilidad de
que una condicion se manifieste como resultado de un genotipo en particular. Se
da en términos de porcentaje.

PERDIDA DE HETEROCIGOCIDAD

LOH. Consiste en una pérdida de una de las dos copias de un gen o pérdida
alélica. Este evento se produce por rearreglos cromosémicos en donde hay
pérdida de informacion genética. Puede ser muy deletéreo puesto que se altera la
produccion de una proteina, principalmente cuando la copia del gen que
permanece estd mutado o alterado.

POLIMORFISMO
Se define polimorfismo a un cambio o “mutacion” que tiene una frecuencia de al
menos el 1% en la poblacién de estudio.

PORTADOR

Se llama portador, a un individuo que tiene un alelo deletéreo para una
enfermedad autosdémica recesiva que puede o no predisponer a la enfermedad al
mismo individuo o a su descendencia.

PREDISPOSICION, MUTACION
Una mutacién de linea germinal que aumenta la susceptibilidad de un individuo a
desarrollar una enfermedad, es decir, lo hace mas susceptible.

PROBANDO
Se llama probando al individuo de una familia a partir del cual esta es estudiada
por una enfermedad genética de comportamiento familiar o hereditario.

SINDROME DE CANCER HEREDITARIO

Se usa este término para referirse a una patologia de multiples manifestaciones
asociadas a una mutacion(es) en uno 0 mas genes que generan una importante
susceptibilidad genética al cancer.

SINGLE-STRANDED CONFORMATIONAL POLYMORPHISM
SSCP. Una técnica molecular/genética de tamizaje de mutaciones que se basa
primero en favorecer la denaturacion de la doble hebra de ADN para luego
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someter la muestra denaturada a una electroforesis en condiciones no
denaturantes, lo que permite que las hebras sencillas adopten una determinada
conformacion estructural segun su secuencia. Si hay alteraciones en la secuencia
de alguna de las hebras (mutada), esta va a mostrar un patrén de corrido diferente
al resto (normales). Este analisis previo permite identificar que muestras muestran
anormalidades y deben ser sometidas a un estudio mas completo como
secuenciacion directa. Es muy util para el estudio de mutaciones puntuales en
genes de gran tamano, puesto que permite ahorrar tiempo y costos.

TAMIZAJE, CANCER

Es una serie de actividades que se realizan en la practica clinica con el objetivo de
detectar tempranamente la presencia de un determinado cancer (en una persona
asintomatica o poblacion en riesgo) y ofrecer mayores posibilidades de curacién
y/o sobrevida con calidad.
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TITULO®: ANALISIS DE MUTACIONES EN EL GEN BRCA1 EN MUJERES CON CANCER DE
MAMA HEREDOFAMILIAR ATENDIDAS EN LOS SERVICIOS DE ONCOLOGIA DE
BUCARAMANGA

AUTORES: SANABRIA MC. MD, VARGAS CI. MD. MSc.**

PALABRAS CLAVE: Cancer de Mama Heredo/familiar, Gen BRCA1, Mutaciones de Linea
Germinal, Epidemiologia Molecular del Cancer de Mama.

RESUMEN: Introduccién. El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial y
en Santander es la 1ra causa de morbi-mortalidad por cancer en mujeres. Todo cancer se
considera una enfermedad genética y mutaciones en los genes BRCA1-2, confieren un riesgo de
60 a 80% para cancer de mama. Este estudio se limitd a buscar las 2 mutaciones BRCA1 mas
reportadas segun el BIC. Objetivo. Determinar la presencia de mutaciones especificas (185delAG,
exon 2 y 5382insC, exon 20) en el gen BRCA1 en mujeres con cancer de mama heredo-familiar,
atendidas en los diferentes servicios de oncologia de Bucaramanga. Métodos. La muestra incluyo
30 pacientes, de las cuales se obtuvo un consentimiento informado, un cuestionario dirigido y
sangre venosa para los estudios moleculares, todo respectivamente codificado. El analisis
molecular se realizé mediante PCR-Mismatch, para introducir o eliminar sitios de restriccion, y
digestion enzimatica (Hinfl o Ddel). Resultados. No se hallaron las mutaciones que se estaban
buscando en el gen BRCA1 en ninguna de las pacientes. Conclusion. Se requieren mas estudios
al respecto para hacer una mayor contribucién al conocimiento de la epidemiologia molecular del
cancer de mama en Bucaramanga, Santander. Este estudio pretende motivar a la comunidad
cientifica para continuar con la investigacion de los aspectos moleculares del cancer de mama en
pacientes de Bucaramanga, Santander con riesgo para la enfermedad, con el objeto de ofrecer un
abordaje mas integral, brindandoles de esta manera, mayores posibilidades de sobrevida, una
mejor calidad de vida e incluso de curacion.

* Tesis
* Facultad de Salud. Maestria Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Clara Inés Vargas
Castellanos.
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TITLE': MUTATIONAL ANALYSIS IN THE BRCA1 GENE IN WOMEN WITH
FAMILIAL/HEREDITARY BREAST CANCER FOLLOWED IN SOME OF THE ONCOLOGY
SERVICES IN BUCARAMANGA.

AUTHORS: SANABRIA MC. MD, VARGAS CI. MD. MSc.**

KEY WORDS: Hereditary/Familiar Breast Cancer, BRCA1 Gene, Germline Mutations, Molecular
Epidemiology of Breast Cancer.

SUMMARY: Background. Breast cancer is considered a worldwide public health problem, and in
Santander is the first leading cause of morbid-mortality by cancer in women. Every cancer is
considered a genetic disease and mutations in BRCA1-2 genes arises the risk for breast cancer in
60 - 80%. This study just pretended to look for the two most frequent BRCA1 mutations reported in
the BIC database. Aim. Determine the presence of specific mutations (185delAG, exon 2 and
5382insC, exon 20) in the BRCA1 gene, in women with familial/hereditary breast cancer followed in
some of the oncology services in Bucaramanga. Methods. The sample included 30 patients and an
inform consent, a questionnaire and a blood sample, all with the respective codes, were obtain.
The molecular analysis was done with the PCR-Mismatch method, to insert or eliminate a restriction
site, and an enzymatic digestion (Hinfl or Ddel). Results. None of the specific mutations were
found in this cohort of patients. Conclusions. More studies are needed about molecular
epidemiology of breast cancer in Bucaramanga, Santander, in order to make a bigger contribution
to this issue. This study pretends to make the scientific community to be interested in keep doing
molecular studies about breast cancer in patients at risk for the disease in Bucaramanga,
Santander, and therefore, being able to offer to the patients, more survival possibilities, a better
quality of life and even healing of the disease.

* Tesis
** Facultad de Salud. Maestria Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Clara Inés Vargas
Castellanos.
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1. INTRODUCCION

La sociedad colombiana atraviesa por una época de grandes transformaciones
sociales a nivel demografico y epidemioldgico, afectando la magnitud y la
distribucion de las causas de enfermedad. Estas transformaciones son la
consecuencia de cambios, como son la disminucién de la mortalidad por
enfermedades infecciosas, la disminucion de la fecundidad, el envejecimiento de
la poblacién, el surgimiento de enfermedades no transmisibles y cronicas (ej:
cancer), la violencia, la industrializacion, una mayor educacién y el mejoramiento
de tecnologias médicas entre otros. Las tasas de incidencia y mortalidad por
cancer en general se han incrementado en los ultimos afos. Con respecto a la
mortalidad, los tumores malignos ocupaban el sexto lugar en 1960 (3,7%) y para el
ano 2000, se ubicaron en el tercer lugar con un 14,7% del total de muertes
reportadas, después de enfermedades cardiovasculares y la violencia. (Hormiga
C, et al. 2006)

Con respecto a la situacion del cancer de mama en el mundo, se considera un
problema de salud publica, siendo la primera causa de morbilidad por cancer en
general, con un 22% (Parkin DM. 2004; Boyle P, et al. 2003; CDC. 2001) vy la
segunda causa de mortalidad por cancer con un 15% en mujeres (Stewart SL, et
al. 2004). La incidencia de cancer de mama ha ido en aumento en USA pero la
mortalidad ha disminuido, esto se podria explicar por la implementacion de
mejores métodos de tamizaje y tratamientos. (Stewart SL, et al. 2004; Edwards
BK, et al. 2002; Ferlay et al, GLOBOCAN 2000-2002)

Segun reportes de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)/Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), las tasas estimadas de incidencia ajustadas por edad
con respecto al cancer de mama y el cancer cervicouterino en América Latina para
el afio 2000, fueron de 45,1 contra 30,9 respectivamente, mostrando una ligera
variacion para el ano 2002, que reporté 46,0 contra 28,6. En América Latina, los
paises que mostraron mayores tasas de incidencia para cancer de mama fueron
Uruguay seguido de Argentina. (Ferlay et al, GLOBOCAN 2000-2002)

En Colombia, el Instituto Nacional de Cancerologia (INC), estim6é que para el
periodo 1995-1999 se presentaron 61.641 casos nuevos de cancer en general, de
los cuales 33.504 correspondieron a mujeres. En mujeres la tasa de incidencia
ajustada por edad (TAE) por 100000 habitantes para cancer en todas las
localizaciones (excepto piel) fue de 212,9 siendo el cuello uterino (36,8) y la
glandula mamaria (30,0) las principales. La TAE por 100000 habitantes de la
mortalidad por cancer en todos los sitios (excepto piel) fue de 121,7 en mujeres,
siendo los principales el cancer de cuello uterino (18,4), estdmago (15,9) y mama
(12,4). (Pifieros M, et al. 2005)
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A pesar que en Colombia en general, el cancer de mama no parece ser la primera
causa de morbilidad en mujeres como se observa a nivel mundial, en Cali no
sucede lo mismo. Segun el Registro Poblacional de Cancer de Cali, la tasa de
incidencia por cada 100000 habitantes en el periodo 1987-1991 para cancer de
mama fue de 45,7 y para cancer cervicouterino fue de 42,6 (Rubiano J, et al.
Online.2006). Asi mismo, en Santander se observa este fendbmeno segun el nuevo
Observatorio de Salud Publica de Santander. Este registro resalta que en
Bucaramanga y Area Metropolitana entre el 2000 al 2004, la tasa de incidencia
cruda promedio de cancer de mama por cada 100000 habitantes fue de 32,6 y la
del cancer del cuello uterino fue de 19,8; y con respecto a la mortalidad por cancer
en mujeres en Santander, la tasa mediana de cancer de mama por cada 100000
habitantes desde 1998 al 2005, fue de 11,1 y la del cancer de cuello uterino fue de
10,3 en este mismo periodo. (Hormiga C, et al. 2006)

Siendo el cancer una enfermedad genética, es importante estudiar las bases
moleculares, alteraciones genéticas implicadas y su interaccion con factores
ambientales que contribuyen de alguna forma al desarrollo de esta enfermedad.

El cancer entonces puede ser o no hereditario, y se caracteriza por la presencia
de mutaciones en el ADN de las células de un tejido, que conllevan a la pérdida
de control del ciclo celular y a la consecuente inmortalizacién celular por la
proliferacién ilimitada y la desregulacion de la apoptosis, aspectos claves en la
transformacion tumoral de un tejido. (CNIO:
http://www.cnio.es/es/cancer/cap100.htm; Zarate EG. Online, 1997; Romero K.
2004; Ringer DP, et al. Clinical Oncology)

Con respecto al cancer de mama, se han identificado una gran cantidad de
alteraciones genéticas relacionadas de baja y alta penetrancia, entre estas estan
la amplificacion de oncogenes como c-myc y HER-2/neu, asi como mutaciones en
genes supresores de tumor de alta penetrancia. Aquellos que son de baja
penetrancia dependen de su interaccién con agentes ambientales, por tanto son
los responsables de la mayoria de los canceres de mama esporadicos. En
contraste, los genes de alta penetrancia, siendo los mas importantes el
BRCA1(Miki Y, et al. 1994) y BRCA2 (Wooster R, et al. 1995), son los
responsables de la mayoria de los canceres de mama familiares/hereditarios. Se
ha descrito en la literatura que del 5 al 10% de los canceres de mama son
hereditarios (Easton D, et al. 1993; Oesterreich S, et al. 1999; Honrado E, et al.
2005; Szabo Cl, et al. 1997; Claus EB, et al. 1996; Kristensen VN, et al. 2000) y en
este grupo de pacientes, la enfermedad se manifiesta en edades tempranas, de
forma bilateral y asociado a cancer de ovario (Marcus, et al. 1996). Mutaciones en
los BRCA1 y 2, aumentan la probabilidad de sufrir cancer de mama en un 60-85%;
y a su vez incrementan la probabilidad de desarrollar cancer de ovario, en un 40 a
60% si la mutacion es en el gen BRCA1 y en un 10 a 30% si la mutacién es en el
gen BRCA2 (Brose MS, et. 2002; Thompson D, et al. 2002; Nathanson KN, et al.
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2001; Lalloo F, et al. 2006), afectando, como ya se citd, a personas jovenes y en
edades productivas.

Del total de los cancer de mama hereditarios el 80 al 90% se han relacionado con
mutaciones BRCA en células de linea germinal (de Jong MM, et al. 2002), aunque
es posible que esta asociacion se haya sobreestimado ya que en recientes
estudios como el que realizé Diez et al, 2003 en pacientes con Sindrome Cancer
de mamalovario en Espana, se observdo que las mutaciones BRCA estaban
implicadas en general s6lo en un 25% de las familias con alto riesgo, variando
esta cifra segun las caracteristicas de cada familia, es decir, en familias con
antecedentes de 3 personas con solo cancer de mama, la frecuencia de estas
mutaciones fue del 15%, en familias con mas de 5 afectados con solo cancer de
mama fue del 25 al 35% y en familias con antecedentes de cancer de mama y
ovario la frecuencia aumento al 45%. (Diez O, et al. 2003)

Se han identificado mas de 600 mutaciones en cada uno de estos genes, lo que
se debe al gran tamafio de los mismos, comprendiendo 24 regiones (22
codificantes y 2 no codificantes) en el gen BRCA1 y 27 regiones (26 codificantes y
1 no codificante) en el gen BRCA2. También es importante destacar la gran
variabilidad con respecto al perfil mutacional de los genes BRCA en las diferentes
poblaciones y grupos étnicos estudiados; ya que muchas de estas muestran una
gran heterogeneidad mutacional en estos genes, mientras que en otras, unas
pocas mutaciones con efecto fundador explican la mayoria de los casos de cancer
de mama heredofamiliar, mostrando ser mas homogéneas; algunas de estas
mutaciones pueden ser incluso compartidas entre poblaciones relacionadas.

Este estudio se limitd a buscar las 2 mutaciones reportadas con mas frecuencia en
el gen BRCA1, segun la base de datos del BIC, en un grupo de mujeres con
cancer de mama de Bucaramanga, Santander con antecedentes de cancer de
mama, ovario y/u otro tipo de cancer relacionado con mutaciones en el gen
BRCA1. El objetivo de este estudio consiste en determinar la presencia de
mutaciones especificas (185delAG, exon 2 y 5382insC, exon 20) en el gen BRCA1
en mujeres con cancer de mama heredo-familiar, atendidas en los diferentes
servicios de oncologia de Bucaramanga.

El propdsito de este estudio, es entonces, sensibilizar a la comunidad cientifica y
meédica con respecto a la importancia de estudiar los aspectos moleculares del
cancer de mama en la poblacion de Bucaramanga, Santander, con el objeto de
seguir abordando esta enfermedad, no solo desde el punto de vista clinico
(diagndéstico y tratamiento), sino también desde la perspectiva de la prevencion
secundaria, relacionado directamente con el tamizaje molecular, identificando de
esta manera la poblacion de alto riesgo para la enfermedad (portadores sanos de
mutaciones BRCA1 y BRCA2) vy facilitando la creacibn de registros
poblacionales/familiares en un futuro, en donde podamos tener a disposicion las
mutaciones mas frecuentes en este grupo de pacientes; esto en ultimas estara a
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favor de lograr aumentar la sobrevida de los afectados, mejorado su calidad y
productividad, ya que, conocer el perfil mutacional de un gen tan extenso como el
BRCA1, en una determinada poblacién, ayuda a optimizar el tamizaje molecular
del mismo, haciéndolo mas rapido y costo efectivo; permitiendo de esta manera, la
implementacion de medidas de prevencién secundaria, protocolos de deteccién
temprana y tratamientos en estadios tempranos de la enfermedad.

Mas aun, en la actualidad estan en estudio nuevas opciones terapéuticas basadas
en las diferentes funciones de las proteinas BRCA1-2 y otras relacionadas como la
proteina PARP1. (Venkitaraman AR. 2002; Khanna KK, et al. 2001; Farmer H, et
al. 2005; Nguewa PA, et al. 2003; Bryant HE, et al. 2005) Estas nuevas opciones
comprenden agentes quimioterapéuticos, como los Inhibidores de PARP1 y
prometen ser menos téxicos y mas especificos ya que su accion esta dirigida a la
induccion de apoptosis en las células deficientes de las proteinas BRCA1-2
(Farmer H, et al. 2005; Nguewa PA, et al. 2003; Bryant HE, et al. 2005). Estos
avances en la biologia molecular del cancer, solo pueden motivarnos a conocer
mas a fondo la problematica del cancer de mama en nuestra poblacion, teniendo
en cuenta tanto los factores extrinsecos como intrinsecos relacionados y de esta
manera tomar la mejor decision, entre tantas, para cada caso en particular.

A nuestro conocimiento, este es el primer estudio sobre cancer de mama
heredo/familiar que pretende indagar sobre los aspectos genéticos relacionados,
en nuestra poblacion.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de mutaciones especificas en el gen BRCA1 en mujeres
con cancer de mama heredo-familiar, atendidas en los diferentes servicios de
oncologia de Bucaramanga.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Determinar la presencia de la mutacién 185delAG en el exdn 2 del gen
BRCA1, en mujeres con cancer de mama heredo-familiar atendidas en
Bucaramanga.

2.2.2. Determinar la presencia de la mutacion 5382insC en el exéon 20 del gen
BRCA1, en mujeres con cancer de mama heredo-familiar atendidas en
Bucaramanga.

2.2.3. Describir las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y sociodemograficas
de las pacientes incluidas en este estudio y si es posible, relacionarlas con la
presencia o ausencia de mutacién.
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3. MARCO TEORICO

En la siguiente revision se va a tomar en consideracion inicialmente aquellos
aspectos relevantes con respecto a la glandula mamaria, comprendiendo las
caracteristicas anatémicas y su desarrollo fisiolégico a lo largo de la vida en la
mujer. Una vez detallado los aspectos “normales” de la glandula mamaria, se hace
referencia a los aspectos relacionados con el desarrollo de malignidad en la
misma, teniéndose en cuenta la historia natural de la enfermedad, los factores de
riesgo asociados segun la literatura, su clasificacién clinica y diagndstico precoz.

El principal propdsito de esta revisidbn es sin embargo, proveer una amplia
perspectiva que permita integrar a lo anteriormente mencionado, aquellos
aspectos celulares, moleculares y genéticos relacionados con la patologia
mamaria maligna.

3.1. GLANDULA MAMARIA

3.1.1. Generalidades
3.1.1.1. Embriologia

Es una glandula sudoripara muy modificada. Desde la quinta a sexta semana
embrionaria empieza su desarrollo. Inicia con la invaginacion del ectodermo, a
partir del cual se forman los alvéolos y conductos lactiferos, y del mesénquima del
cual se deriva el tejido de soporte conjuntivo vascularizado (Schwartz S, et al. Cap
14.Vol 1. Edicién 7.; Vinagre Martinez LM. AEC. Ultima Actualizaciéon 2004 —
2007)

3.1.1.2. Anatomia

La glandula mamaria (Figura 1), localizada entre la fascia superficial y la fascia
profunda del musculo pectoral mayor, consta de 15 a 20 I6bulos formados por
tejido glandular de tipo tubuloalveolar, por tejido conjuntivo fibroso de sostén (ej:
ligamentos de Cooper) y por tejido adiposo. Cada Iébulo esta formado por un
conjunto de lobulillos y cada lobulillo a su vez por un conjunto de alvéolos que son
considerados como la unidad anatomica y funcional de la glandula. Los alvéolos
tienen una forma esférica y estan conformados por células cubicas secretoras de
leche, células musculares y por una cavidad interna que se denomina lumen.
Estas unidades esféricas drenan a tubulos, el conjunto de tubulos vecinos
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desembocan a un conducto comun drenando cada lobulillo, y el conjunto de estos
ultimos llegan finalmente a un conducto lactifero. Hay un conducto lactifero por
cada lobulo, estos conductos tienen de 2-4mm de didmetro y cada uno
desemboca en un orificio del pezéon. Ademas, cada conducto tiene un seno
lactifero inmediatamente debajo de la areola que constituye un pequefo reservorio
de leche materna. (Pardo G, et al. ENCOLOMBIA. Ultima Actualizacién en 1998;
Schwartz S, et al. Cap 14.Vol 1. Edicién 7.; Vinagre Martinez LM. AEC. Ultima
Actualizacion 2004 — 2007) El pezoén y la areola estan recubiertos por un epitelio
escamoso estratificado queratinizado, y sufre cambios de tamano y pigmentacién
como se anotara mas adelante (Ver Fisiologia y Desarrollo). Fibras musculares
hacen parte de este complejo (pezdn-areola) y permiten la ereccion del pezon ante
estimulos sensoriales y térmicos. La areola ademas contiene glandulas sebaceas,
sudoriparas y otras areolares accesorias (tubérculos de Montgomery). En el
pezon se ubican terminaciones nerviosas sensoriales y los corpusculos de
Meissner en las papilas dérmicas. La inervacidon sensorial de la mama,
principalmente de la areola y pezdn, es de gran importancia en los procesos
neurohumorales relacionados con la eyeccion de la leche materna. (Schwartz S, et
al. Cap 14.Vol 1. Edicién 7.; Vinagre Martinez LM. AEC. Ultima Actualizacion
2004 — 2007)

Figura1 Anatomia de la Glandula Mamaria
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linfaticos

Fuente: http://www.senosalud.org/images/cancerde seno f1.jpg

Irrigacion. Es principalmente por ramas perforantes de la arteria mamaria interna,
ramas externas de las arterias intercostales posteriores y ramas de la arteria
axilar. Drenaje Venoso. Se da principalmente por ramas perforantes de la vena
toracica interna, tributarias de la vena axilar y ramas perforantes de las venas
intercostales posteriores. Inervacion Sensorial. Esta dada por las ramas
cutaneas externa y anterior de los nervios intercostales del segundo al sexto. La
piel de la porcion superior de la misma, esta inervada por las ramas anterior o
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interna del nervio supraclavicular proveniente del plexo braquial. Drenaje
Linfatico. Se da por seis grupos principales: el grupo de la vena axilar, el mamario
externo, el escapular, el central, el subclavicular y el interpectoral. El flujo de linfa
se dirige en un 75% hacia los ganglios axilares y cabe resaltar ademas, que la via
linfatica es precisamente la principal via de metastasis del cancer de mama,
seguida de la via hematica. (Schwartz S, et al. Cap 14.Vol 1. Edicién 7.; Vinagre
Martinez LM. AEC. Ultima Actualizacién 2004 — 2007)

3.1.1.3. Fisiologia y Desarrollo

El entendimiento de los cambios fisicos y fisioldgicos a partir de la pubertad
(menstruacion), en el embarazo y menopausia a los cuales estan sometidas las
glandulas mamarias, permiten dilucidar mejor el efecto de factores enddégenos
(genéticos, hormonales, reproductivos) y exogenos (ambientales, dietarios,
hormonales) en la malignizacion de este tejido.

El desarrollo de la mama se da desde sus inicios por diversos estimulos
hormonales, como son: estrégeno, progesterona, prolactina, oxitocina, hormona
tiroidea, cortisol y hormona del crecimiento. El estrégeno favorece el desarrollo de
los conductos, la progesterona por su parte, participa en la diferenciacion de las
células epiteliales y el desarrollo lobulillar, y la prolactina se encarga de estimular
la génesis lactea al final del embarazo y en el posparto, y favorece el desarrollo
ductal y lobulillo-alveolar aumentando los receptores celulares estrogénicos. La
regulacion de la secrecion de hormonas como estrogenos y progesterona por el
tejido ovarico esta dada por pulsos de hormonas neurotrépicas (gonadotropinas)
por la hipofisis anterior como son: LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona
foliculo-estimulante), y la secrecion de estas gonadotropinas, esta regulada por la
GnRH (Hormona liberadora de gonadotropinas) desde el hipotdlamo. Un
mecanismo de retroalimentacion positiva y negativa, de la concentracion sérica de
estrogenos y progesterona, es el que regula la secrecion de LH, FSH Y GnRH.

En una recién nacida, los niveles séricos de estrogenos y progesterona
disminuyen y se mantienen asi durante la nifiez hasta la pubertad, momento en el
cual ocurre un aumento del impulso central del hipotdlamo con la consecuente
secrecion de GnRH y por tanto de LH y FSH, llevando a un aumento en la
secrecion ovarica de estrogeno y progesterona. Estos pulsos tienen un
comportamiento ciclico y su inicio esta marcado principalmente con la
menstruacion. La mama alcanza su tamanio final a los 20 afios, pero, como se
hara referencia mas adelante, esta sometida a cambios regulados por niveles
hormonales fluctuantes caracteristicos tanto en la etapa reproductiva de la mujer
(ej: ciclos menstruales, embarazo, postparto), como en la no reproductiva
(menopausia).

Los cambios del tejido mamario durante el ciclo menstrual, incluyen: aumento del
volumen mamario durante la segunda mitad del ciclo (después del dia 14 del ciclo
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total de 28 dias), que esta dado primordialmente por un aumento de la nodularidad
y densidad, haciéndolo particularmente sensible. La proliferaciéon de las células
epiteliales de la mama y morfogénesis de la mama, estan reguladas positivamente
por la accion de los estrogenos que actuan como un mitégeno favoreciendo la
division celular, ademas de dirigir el desarrollo ductal durante la pubertad.

En el embarazo los estrogenos y la progesterona contribuyen en parte al
crecimiento adicional de la mama junto con el lactégeno placentario y con la
prolactina, esta ultima involucrada con la produccién de leche materna. La
asociacion de estrogeno-progesterona regula la proliferacion y cambios
morfologicos del proceso de ramificacion ductal y alveologénesis durante la
madurez sexual y embarazo. Otros cambios de la mama durante el embarazo
ademas del crecimiento de la glandula como tal, son, que la piel de la areola se
oscurece Yy sus glandulas crecen y se tornan prominentes. Con el alumbramiento y
en el consecuente posparto inmediato, los niveles de progesterona y estrogeno
disminuyen, dandole protagonismo a la actividad lactégena de la prolactina. La
oxitocina actuaria en la actividad contractil responsable de la expulsion de leche.

En la posmenopausia, hay una disminucion en la secrecion ovarica de estrégenos
y de progesterona que da lugar a bajos niveles séricos. Este fendmeno lleva a una
involucién del tejido glandular. El tejido se torna hipoplasico y con el
envejecimiento se pierde el componente graso y de apoyo. (Pardo G, et al.1998;
Schwartz S, et al. Edicién 7.)

En conclusion, a partir de solo unas pocas células epiteliales del boton mamario
en la nifez, surgen mas ceélulas (proliferan), contribuyendo al desarrollo tanto
anatomico y estructural de la glandula mamaria, como fisiolégico en cada una de
las etapas de la mujer, todo esto gracias a la accion mitogénica y estimulante del
estrogeno y la progesterona.

Cabe resaltar que en la medida en que las células del tejido glandular estén sanas
y bajo un riguroso equilibrio proliferacion — apoptosis, las posibilidades de
malignizacion son menores, pero si por algun motivo extrinseco (ambiental) o
intrinseco (genético, adquirido o heredado) ocurre un dafo celular, el riesgo de
malignizacion del tejido glandular aumenta en la medida en que se pierde el
equilibrio proliferacion — apoptosis celular, como se explicara en la seccidn
Regulacion del Ciclo Celular y Carcinogénesis.

3.1.2. Patologia Maligna de la Glandula Mamaria, Cancer de Mama
3.1.2.1. Generalidades

3.1.2.1.1. Definicion y Epidemiologia.
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Tipo de cancer que se desarrolla en la glandula mamaria, tanto en mujeres como
en hombres, aunque en estos ultimos es muy raro (1%). Como se hizo referencia
anteriormente, es el cancer mas comun en las mujeres y la segunda causa de
mortalidad, en este mismo grupo, a nivel mundial.

Las tasas de mayor incidencia generalmente son reportadas en diferentes
regiones de Estados Unidos, siendo en general la tasa de incidencia (TAE) por
cada 100000 habitantes de 91.4 en el afio 2000 y 101.1 en el afio 2002 (Ferlay et
al, Globocan 2000-2002). En Europa, para el afio 2000 se mostré la mas alta tasa
de incidencia (TAE) por cada 100000 habitantes en Holanda con 91.6, siguiendo
en orden descendente Dinamarca con 86.2, Francia con 83.2, Bélgica con 82.2 y
Suecia con 81.0 (Tyczynski J, et al. 2002). En general las tasas mas bajas se
reportan en paises poco desarrollados y de pocos recursos, posiblemente por un
pobre tamizaje y la falta de registros adecuados (Boyle P, et al. 2003). Los paises
del continente Americano con las mas bajas tasas de incidencia (TAE) por cada
100000 habitantes para el aino 2000 fueron: Nicaragua con 23.1 y Haiti con 4.7 en
Centroamérica, y Surinam con 29.7 y Bolivia con 26.6 en Suramérica (Ferlay et al,
Globocan 2000-2002); mientras que en Europa para ese mismo afo fueron
Macedonia con 38.7, Lituania y Belarus con 39.8 cada uno y Latvia con 42.2
(Tyczynski J et al. 2002). A su vez, India, Korea, China y Tailandia han mostrado
tasas de incidencia (TAE) bajas que van desde 7 a 20 por 100000 habitantes.
(Boyle P, et al. 2003)

En Colombia, como se anot6 antes, el cancer de mama se ubicdé como la segunda
causa de morbilidad por cancer en mujeres, después del cancer de cérvix, en el
periodo de 1995-1999. Segun reportes de la Unidad de Oncologia del Hospital
Universitario Ramoén Gonzalez Valencia, para el periodo de 1990-1995, Ila
morbilidad por cancer de mama en Santander fue de 19,7%, siendo la segunda
causa de morbilidad por cancer en mujeres (Castro MA, et al. 2000), y para el
periodo de 1996-1999, la incidencia del cancer de mama en Bucaramanga fue de
23,7 x 10000, siendo la primera causa de cancer en mujeres, mientras que el
cancer de cérvix mostré una incidencia mas baja (20,0 x 10000) (Mantilla A, et al.
2006). Este mismo comportamiento, en donde el cancer de mama tiene una mayor
tasa de incidencia que el cancer de cérvix, se evidencié durante el periodo de el
2000 al 2004, segun el Observatorio de Salud Publica de Santander, como se
referencio antes (Hormiga C, et al. 2006).

3.1.2.1.2. Historia Natural del Cancer de Mama.

Se acepta que la historia natural de la enfermedad, tanto en términos de tiempo de
desarrollo de la misma, como en términos de la agresividad para definir estadios
tempranos o tardios, esta estrechamente relacionada con la tasa de crecimiento
del tumor, que se asume es constante y exponencial. La estimacion de la tasa de
crecimiento de un tejido tumoral se define con respecto al tiempo que tarda el
tumor en doblar su tamano (Gershon-Cohen J, et al. 1963; Gullino PM, et al.
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1977). Investigadores han planteado a partir de estudios observacionales, una
clasificacion para el cancer de mama en base al tiempo de doblaje del tumor. Se
ha designado como tumor rapido, aquél que tiene una tasa de doblaje menor a 75
dias, intermedio de 75 a 150 dias y lento cuando la tasa de doblaje es mayor a
150 dias (Gershon-Cohen J, et al. 1963). Por tanto, un tumor de mama con un
tiempo de doblaje de 100 dias, se considera de crecimiento intermedio,
refiriéndose a que tarda 100 dias en doblar su tamafo inicial. Si tomamos como
tamafio inicial a una (1) célula maligna, a partir de la cual se desarrollara el tejido
tumoral, quiere decir que pasaran al menos 10 afos para que este tejido alcance
un tamafo de 1cm y sea clinicamente palpable (Figura 2). Con la mamografia es
posible detectar masas no palpables desde 0.5cm de diametro (tamafio que se
alcanza desde los 8 a 9 afos), dependiendo de la técnica radiografica como tal,
asi como de la experticia del radidlogo, entre otros (Rubiano J, et al. Proyecto ISS-
Ascofame, Online 2006). Por todo lo anterior, sumado a otros aspectos como la
densidad mamaria variable, la poca sintomatologia y los limitados métodos de
tamizaje y deteccion temprana disponibles en el momento, hacen del cancer de
mama, un verdadero problema de salud publica a nivel mundial, como se
evidencia en los muchos estudios epidemiolégicos reportados hasta la fecha,
puesto que no hay hasta el momento un mejor método para detectar la
enfermedad en estadios tempranos.

Figura 2 Modelo de la Historia Natural del Cancer de Mama.
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Fuente: Gullino P M. 1977.

3.1.2.1.3. Factores de Riesgo.
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Como se ha expuesto anteriormente, el cancer en términos generales, incluyendo
por supuesto el cancer de mama, es una enfermedad multifactorial y una gran
variedad de factores se han relacionado con incrementar el riesgo de desarrollarla.
Se han descrito como factores de riesgo para el cancer de mama, aquellos que
tienen que ver con la edad, la historia reproductiva, los antecedentes familiares de
cancer de mama y/o ovario principalmente, que estan relacionados con factores
hereditarios y genéticos, el uso de hormonas exdgenas y otros factores de tipo
ambiental.

En términos generales, aspectos ambientales y del estilo de vida, hormonales ya
sean enddgenos o0 exdgenos, hereditarios y la edad, son factores que asociados
favorecen en primera instancia la aparicion de cambios genéticos en una célula y
la sobrevida y proliferacion de la misma.

El riesgo para cancer de mama se incrementa con la edad hasta la menopausia, lo
que sugiere un componente de tipo hormonal. Después de la menopausia, se ha
descrito que en algunos paises puede, ya sea o disminuirse el riesgo o0 se
mantenerse. Mientras que en Colombia la tasa de incremento edad especifica, es
muy baja después de los 45 afios, en USA el riesgo continua aumentando
nuevamente después de los 75 anos, lo que tiene que ver mas con la longevidad
de las células en una persona de edad avanzada y con el gran acumulo de errores
en el material genético de las mismas. (Hulka BS, et al. 2001 referenciado por:
Dumitrescu RG, et al. 2005)

El factor de riesgo hormonal (endégeno y/o exégeno), es un actor importante en el
desarrollo del cancer de mama, ya que una vez se adquieren cambios genéticos
en una ceélula del tejido mamario, por factores ambientales y/o hereditarios, los
estrogenos y progestagenos que permanentemente estdan actuando sobre la
mama, ejercen una actividad estimulante para el crecimiento y de proliferacion del
tejido, incluyendo a aquella célula alterada. La menarca temprana <11 afos, la
menopausia tardia >54 anos, la nuliparidad o primer embarazo tardio y la poca
lactancia, se han relacionado con una mayor exposicién del tejido mamario al
efecto mitogénico de estrégenos y progestagenos enddégenos. Asi mismo, el
consumo de hormonas exdgenas en forma de anticonceptivos o como terapia de
reemplazo hormonal, se han relacionado con el incremento del riesgo para cancer
de mama. (Dumitrescu RG, et al. 2005; McPherson K, et al. 2000; Veronesi U, et
al. 2005)

Factores ambientales, como la exposicibn a radiacion ionizante, y factores
asociados con el estilo de vida, como la dieta rica en grasas, el consumo de
alcohol y el sedentarismo, también se han relacionado con un incremento del
riesgo para cancer de mama.

La historia familiar puede reflejar un gran componente hereditario en la
patogénesis del cancer de mama, por lo cual se ha considerado como el factor de
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riesgo mas importante para la enfermedad. (En la Tabla 1, se muestran todos
aquellos factores de riesgo descritos en la literatura con sus respectivos RR
para la enfermedad, y algunas caracteristicas de los mismos)

Tabla 1 Factores de Riesgo Descritos en la Literatura, con sus Respectivos
RR (Riesgo Relativo) y Grupo en Riesgo.

FACTORES DE RIESGO PARA CANCER DE MAMA, ESTABLECIDOS Y

PROBABLES
RIESGO GRUPO DE ALTO
FACTOR DE RIESGO RELATIVO RIESGO

EDAD >10 Vejez
LOCALIZACION GEOGRAFICA 5 Paises Desarrollados
EDAD DE LA MENARCA 3 Antes de los 11 afios
EDAD DE LA MENOPAUSIA 2 gg(fgues de los 54
EDAD DEL 1R EMBARAZO COMPLETO 3 A los 40 afios o

después

1 antecedente de
HISTORIA FAMILIAR Igual 0 >2 | cancer de mama en

1° <50 anos*
ENFERMEDAD BENIGNA PREVIA DE LA . . .
MAMA 4-5 Hiperplasia Atipica
CANCER DE MAMA PREVIO >4
ESTRATO SOCIOECONOMICO 2 Alto Estrato
DIETA 15 Alto consumo de

grasas saturadas
PESO CORPORAL:
Pre-menopausia 0.7 IMC >35
Post-menopausia 2 IMC >35
CONSUMO DE ALCOHOL 1.3 Consumo excesivo
EXPOSICION A RADIACIONES 3 Gran exposicion en
IONIZANTES ninas >10 anos
INGESTA DE HORMONAS:
Anticonceptivos Orales 1.24 Uso constante
Terapia de Reemplazo Hormonal 1.35 Uso por >10 afos

* El riesgo aumenta de 4-6 si son 2 los antecedentes de cancer de mama en 1*
grado (1<50 afios).
IMC (Indice de Masa Corporal)

Fuente: McPherson K, et al. 2000; Veronesi U, et al. 2005; Dumitrescu RG, et al. 2005.

3.1.2.1.4. Clasificacion.
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(En Cuadro 1, se exponen las principales clasificaciones con respecto al
cancer de mama, que ademas son utiles para la asignacion del estadio de
este cancer en el momento del diagnéstico y seguimiento). En el grado
histologico (histopatolégico) se tiene en cuenta ciertos aspectos propios del tejido
tumoral vistos al microscopio, como son: la formacion tubular, pleomorfismo
nuclear y numero de mitosis, y para cada uno de los anteriores caracteres, se da
una puntuacion de 1 a 3 segun la modificaciéon de Nottinghan al sistema de Scarff-
Bloom-Richardson; luego se suman y se obtiene una puntuacién final que permite
clasificar el grado histolégico de un tumor como bien, moderadamente o mal
diferenciado en orden ascendente. (Schwartz S, et al. Edicion 7; Palacios J. |
Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomia Patolégica. Ultima Actualizacion
el 1 Junio de 1997). En cuanto mayor es la desdiferenciacion de un tejido, mayor
es su potencial maligno y agresivo, puesto que adquieren un comportamiento de
tipo embrionario, que se traduce en un aumento en la tasa de proliferacién y
expansion clonal. La ya conocida y util clasificacion TNM, facilita hacer una
evaluacion local del cancer de mama, con respecto al tamano del tumor y su
extension, y también permite tomar en consideracion el compromiso ganglionar y
metastatico. Esta clasificacion se ve simplificada por etapas como lo muestra el
cuadro 1. Con respecto a la histopatologia, se destacan los principales que son el
carcinoma in situ e invasor tanto del tipo ductal como lobulillar.

3.1.2.1.5. Diagnéstico Precoz del Cancer de Mama.

Lastimosamente, teniendo en cuenta la etiologia del cancer de mama y su historia
natural, no es apropiado hablar de prevencion del cancer de mama para la
poblacion en general. Sin embargo, en pacientes de alto riesgo por historia
familiar y/o por ser portador de mutaciones en alguno de los genes de alta
penetrancia para la enfermedad, como los BRCA, existen métodos descritos como
preventivos. Los métodos de prevencion para pacientes de alto riesgo incluyen: la
mastectomia profilactica bilateral en portadores asintomatico (Schrag D, et al.
1997; Hartmann L, et al. 1999; Meijers-Heijboer H, et al. 2001; Nelson HD, et al.
2005), la mastectomia contralateral profilactica en pacientes con cancer de mama
previo (Vasen HFA, et al. 2005) y la ooforectomia bilateral (Rebbeck TR, et al.
2002; Nelson HD, et al. 2005). EIl uso de tamoxifeno se ha empleado sobretodo
como método de prevencion secundaria (Fisher B, et al. 1998; Nelson HD, et al.
2005). A su vez, en pacientes de alto riesgo se hace necesario implementar
medidas de tamizaje mas rigurosos y desde edades mas tempranas, para la
deteccion oportuna del cancer de mama. En un estudio comparativo con respecto
a la sensibilidad y especificidad de 4 diferentes métodos de deteccién temprana en
pacientes portadores de mutaciones BRCA sometidos a examenes de tamizaje
anuales (1 a 3), incluyendo Imagenes por Resonancia Magnética (RMI),
Mamografia, Ecografia y Examen Clinico de la Mama cada 6 meses, se determiné
que la RMI fue el método mas sensible en comparacién con los demas
(sensibilidad 77% y especificidad 95.4%). La mamografia tuvo una sensibilidad
del 36% y especificidad del 99.8%, la ecografia 33% y 96%, y el examen clinico de
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la mama 9% y 99.3%, respectivamente. En ese mismo estudio, se reporté que el
uso de la RMI, Mamografia y Ecografia combinados mejoré la sensibilidad (95%)
(Warner E, et al. 2004, referenciado por: Nelson HD, et al. 2005).

Cuadro 1 Clasificaciones del Cancer de Mama.

TIPO HISTOPATOLOGICO

Carcinoma, NOS (no especificado de otra manera)

MANUAL PARA ASIGNAR LA ETAPA Pacal

DEL CﬁlNCER DE MAMA Intraductal {in sifu)
Invasor con componente intraductal predominante
Invasor, NOS
Comedén
Inflamatorio
Medular con infilirado linfocrico
DEFINICION DE TNM ’l::‘;“i;f” Yol
Escimo
Tumor primario (T) Tubular
TX No es posible valorar umor primario Lob%;ﬁ;r
T0 No hay praebas de twmor primario [RgEE:
Tis Carcinoma in situ: carcinoma intraductal, carcinoma lobulillar . .
in sitw o enfermedad de Paget del pezdn sin umor :::?s: com componcate. predominants: stk
Tl Tumor de 2 ¢cm © menor en su dimensién mayor Del pezén
Tla 0.5 cm o menos en su dimensién mayor Enf ad de Paget, NOS

Tlb Mis de 0.5 cm pero no mis de 1 cm en su dimensitn

Enfermedad de Paget con carcinoma intraductal

mayor T ;
Tle Mis de | em pero no mis de 2 em en su dimensién E'"C" ot e Frgiet bl AR S
mayor

T2 Tumor de més de 2 cm pero no miés de 5 cm en su dimension Carcinoma indiferenciado

mayor
T3 Tumor de mds de 5 cm en su dimensién mayor

T4 Tumor de cualquier tamafio con extensién directa a la pared GRADO HISTOPATOLOGICO (G)
o0 la piel del térax
Tda Extensi6n a la pared del tbrax GX Mo es posible valorar el grado
T4b Edema (incluso piel de naranja) o ulceracin de la piel Gl Bien diferenciado
de la mama o nédulos cutineos satélite limitados a la G2 Moderadamente diferenciado
misma mama G3  Mal diferenciado
T4c Ambos (Tda y Tdb) G4  Indiferenciado
Tdd Carcinoma inflamatorio (véase la definicidn de
carcinoma inflamatorio en la introduccidn) AGRUPAMIENTO DE LA ETAPA
Ganglios linfaticos regionales (N) Fiapa 0 Tis NO MO
NX No es posible valorar ganglios linfiticos regionales Etapa 1 Tl NO M0
(p. &j., extirpados previamente) Eiapa 1A TO Nl Mo
NO No hay metdstasis en ganglios linfiticos regionales Tl NI* MO
NI Metdstasis a ganglio(s) linfitico axilar ipsolateral movible T2 NO Mo
N2 Metdstasis a ganglio(s) linfitico axilar ipsolateral fijo a Eupa IB T2 N1 MO
olra(s) estructura(s) T3 NO Mo
N3 Metdstasis a ganglio(s) linfitico mamario interno ipsolateral Etapa IIA  TO N2 Mo
Tl N2 MO
Metistasis distante (M) E m ﬂg
MX No es posible valorar la presencia de metdstasis distantes T3 N2 Mo
MO No hay metistasis distantes Ewpa 1B T4 cualquier N MO
M1 Meudstasis distantes [incluye metdstasis a un (o unos) ganglie cualquier T N3 M0
linfatico supraclavicular ipsolateral) Eapa IV cualquier T cualquier N Ml

Fuente: Beahrs OH, et al. Edicion 4, referenciado por: Schwartz S, et al. Edicién 7.
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Para la poblacion en general, afectada en su mayoria por cancer de mama
esporadico, no existen métodos de prevencién, por lo tanto, las esperanzas se
centran en hacer un diagnostico precoz de la enfermedad, idealmente en estadios
in situ, en donde no ha habido aun una diseminacion a ganglios ni a otras
localizaciones distantes, y el cancer es aun muy localizado. Esto es importante,
ya que permite dar un tratamiento oportuno, que sea entonces mas efectivo en
términos de prolongar la sobrevida de los afectados e incrementar las
posibilidades de curacion (Vazquez T, et al. 2005).

3.2. REGULACION DEL CICLO CELULAR Y CARCINOGENESIS

3.2.1. Ciclo Celular y su Regulacion
3.2.1.1. Generalidades

La reproduccién es una caracteristica fundamental de todos los organismos vivos,
incluyendo la célula (unidad fundamental de la vida). Al igual que un organismo
vivo (plantas, animales y humanos), la célula tiene un periodo de vida limitado que
esta regulado por diferentes mecanismos que garantizan la integridad de la misma
en cuanto a su genoma y por tanto, su funcionamiento. El buen desempefio de las
células de un tejido, permiten la conservacion del mismo como parte de un érgano,
garantizando el buen funcionamiento de este dentro de un sistema fisiolégico en
un organismo vivo. La vida de la célula consta de varios ciclos conocidos como
“Ciclos Celulares”; el promedio de ciclos que alcanza una célula durante su vida,
son aproximadamente 50, comprendiendo cada uno de estos dos (2) grandes
fases, la Interfase, en la que el material genético se encuentra unido a proteinas
pero no condensado y que abarca G1, S y G2, y la Mitosis como tal, en la que el
material genético es condensado en forma de cromosomas. (Figura 3)

Partiendo de la base que el éxito del ciclo celular depende de los siguientes
principios: unidireccionalidad (regulado por la actividad de las kinasas),
irreversibilidad (regulado por la disponibilidad de las ciclinas y actividad del los
complejos ciclina-cdk’s) y adaptabilidad (dependiendo de factores externos a la
célula, es decir del tejido donde se encuentra), se hace necesario que exista una
serie de eventos que garanticen el cumplimiento de los mismos. Estos eventos se
han descrito como puntos de control del ciclo celular (Figura 4), en los cuales
participan un gran numero de proteinas con actividad proto-oncogénica y
supresora de tumor que regulan, directamente y en conjunto, los procesos de
proliferacion celular, reparacion del ADN, supervivencia, senescencia y apoptosis.
Existen tres puntos de control basicos a lo largo del ciclo celular, que seran
descritos a continuacion junto con cada una de las fases del ciclo:
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Interfase

Fase G1 (Gap = Intervalo 1): esta es la primera fase del ciclo celular, en el cual la
célula “nace y crece de tamafno”. La célula se considera metabolicamente activa y
en continuo crecimiento. El ADN es interfasico, como se menciond anteriormente,
lo que permite que se lleven a cabo procesos de transcripcion de genes que
codifican para proteinas necesarias para pasar a la siguiente fase de Sintesis de
ADN o Replicacion, y completarla (ej. Ciclinas, Kinasas, DNA Polimerasa,
Helicasas, etc...). La duracién de esta fase es de 11 horas aproximadamente y la
carga genética es n (equivalente a 23 cromosomas). En esta fase existe un punto
de control (Punto de Control en G1 o R), en el cual la célula revisa las
condiciones del ambiente en el que se encuentra, de manera que sean favorables
para dar origen a mas células hijas. Fase GO0: esta se encuentra al final de la fase
G1, antes de la fase S, y es en realidad un “estado quiescente”, en el cual la célula
no crece ni puede avanzar en el ciclo celular para la sintesis del ADN, a menos
que reciba una sefal que asi lo indique, pero es metabdlicamente activa. Es el
caso de las neuronas que son células muy activas pero se dividen muy poco, es
decir, permanecen en estado GO o de “reposo”. Fase S: en esta fase se lleva a
cabo la replicacion, sintesis o duplicacion del ADN. Este proceso debe ser muy
controlado vy fiel, para garantizar que las dos células hijas resultantes de una
célula, sean idénticas a esta. La fase S tiene una duracion de 8 horas
aproximadamente y la carga genética es de 2n (equivalente a 23 Pares de
cromosomas), y asi se mantiene hasta el final de la mitosis antes de la divisién
celular. Fase G2 (Gap = Intervalo 2): en esta etapa, continua el crecimiento
celular y se sintetizan proteinas necesarias para entrar en la siguiente fase de
mitosis y culminarla. Esta fase tiene una duracion de 4 horas aproximadamente. Al
final de esta etapa, se encuentra otro punto de control (Punto de Control G2-M),
en el cual la célula revisa que el material genético haya sido copiado de forma
correcta y fiel durante la fase S y que no existan errores en el nuevo material
sintetizado. Ademas, la verificacion de las condiciones ambientales apropiadas
para continuar con el proceso, se hace necesario antes de entrar a la fase de
division celular como tal.

Mitosis (Fase M)

La fase de mitosis consiste en la reparticion equitativa y por tanto conservada del
material genético duplicado a cada una de las células hijas, (2), resultantes de una
divisién celular, de manera que estas sean idénticas a su progenitora en cuanto a
la informacion genética se refiere. La fase de mitosis tiene varios pasos que
incluyen la profase, metafase, anafase y telofase, y culmina con la citocinesis
(separacion de las células hijas), para dar comienzo a un nuevo ciclo. Esta fase
tiene una duracion total de 1 hora. En la metafase hay un ultimo punto de control
(Punto de Control M), en el cual una serie de proteinas detienen el ciclo hasta
verificar que todos los cromosomas estan completamente alineados y unidos al
huso acromatico, de esta manera se garantiza la reparticion equitativa de los
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cromosomas a cada una de las células hijas, es decir, cada célula queda con una
carga genética de n, y lista para iniciar un nuevo ciclo.

Figura 3 Fases del Ciclo Celular.

Fuente: Nufez R, et al. UNAM.
http://www.facmed.unam.mx/deptos/embrio/Archivos/Docencia/CicloCel.pdf.

Figura 4 Puntos de Control del Ciclo Celular.
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Fuente: Realizado por el autor.
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Como se referencio antes, la fidelidad del proceso de division celular debe ser
regulada. Esta regulacion consiste en la detencidén del ciclo celular para: reparar
del ADN, esperar hasta que mejoren las condiciones en su microambiente, o para
inducir apoptosis. Estos procesos regulatorios se activan precisamente en los
puntos de control mencionados anteriormente. Por ejemplo, cuando existe un
dafio genético en una célula, por medio de la actividad de la proteina p53, gen
supresor de tumor conocido como el guardian del genoma, se llevan a cabo una
serie de eventos que involucran la activacion e inactivacion de otros genes (proto-
oncogenes y genes supresores) por medio de fosforilacion o inhibicién
estequiométrica, con el objeto de generar inicialmente un bloqueo del ciclo y
favorecer la reparacion del material genético. Una vez reparado el dafio, proceso
en el cual intervienen mas proteinas, incluyendo las BRCA1-2, se da via libre al
ciclo celular. En caso de no ser posible la reparacion, por la misma via de la p53,
se activa el mecanismo de muerte celular programada (apoptosis) permitiendo que
esta célula se suicide, por el bien del tejido en el que se encuentra, pues es la
unica manera de garantizar la conservacion y el buen funcionamiento del mismo.
Igualmente, cuando por ejemplo no hay suficientes nutrientes o espacio para las
futuras células, el proceso de ciclo celular se detiene hasta nueva orden.

Entonces, el control del ciclo celular debe ser positivo y negativo, es decir, deben
haber factores que estimulen la proliferacién, asi como factores que la inhiban o
bloqueen hasta resolver algun impase. Ademas, también debe haber un control
positivo y negativo de la muerte celular, que permita la eliminacion de células
dafadas y potencialmente lesivas para un tejido, asi como la supervivencia de una
célula necesaria, en presencia de un micro ambiente no muy favorable. Los
mecanismos de regulacién del ciclo celular no solo son positivos y negativos, sino
también son intracelulares y extracelulares, como se anotard mas adelante.
(Cooper G, Edition 2. 2000; Park M, et al. 1998; Dash B, et al. Vol 1.; Tapon N, et
a. 2001; Nufiez R, et al. UNAM. Ultima Actualizacién el 2 de Oct de 2007; Foster |.
2007. in press; Gasco M, et al. 2002)

3.2.1.2. Mecanismos de Control del Ciclo Celular

Los mecanismos de control intracelulares y extracelulares, tanto para proliferacion,
bloqueo y apoptosis, estan estrechamente ligados e interrelacionados (Figura 5),
permitiendo la coordinacion de estas actividades mediante la sefializacion desde
la misma célula como desde fuera de ella segun la situacion.

3.2.1.2.1. Regulacion Intracelular de la Proliferacion.

Estudios han revelado que el ciclo celular en eucariotas es regulado por un set de
proteinas kinasas conservadas que al ensamblarse con proteinas tipo ciclinas,
forman complejos de ciclina-kinasas CDK'’s (Figura 6) y se activan (esta activacion
debe ser potenciada por otro complejo con actividad kinasa CAK, mediante
fosforilacion), promoviendo la proliferacién celular. (En el Cuadro 2, se listan los
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complejos ciclina-kinasas que participan en las diferentes fases del ciclo
celular). Estos complejos pueden ser inactivados por: 1. Fosforilaciéon (ej: La
kinasa Wee1 fosforila al complejo MPF, Factor Promotor de Maduracién formado
por la ciclina B y la kinasa cdc2 (o cdk1) en la fase S-G2, inhibiéndolo; este efecto
es contrarrestado por la fosfatasa cdc25 que elimina los grupos fosfatos
inhibitorios del complejo para activarlo y dar paso a la mitosis), 2. CKI’s, proteinas
inhibitorias de CDK’s (en el Cuadro 3, se nombran las familias de proteinas
inhibitorias de complejos, sus blancos y las fases del ciclo donde actuan),
que ejercen un impedimento estequiométrico alterando la actividad kinasa del
complejo (ej: p21 de la familia CIP/KIP de las CKI's, inhiben la actividad del
complejo formado por la ciclina D y la kinasa 4 en G1), y 3. Por la accién
proteolitica que requiere primero la ubiquitilacion de la proteina blanco (CDK’s)
para que posteriormente un complejo enzimatico, E/ Proteosoma, degrade la
proteina (ej: al final de la mitosis se requiere la degradacion del complejo MPF,
accion que es efectuada por la via ubiquitina-proteosoma, dando paso a la
citokinesis y a un nuevo ciclo celular). (Figura 7)

Las kinasas son la subunidad enzimatica del complejo, son de varios tipos (cdk 1,
2, 4 y 6), se encuentran disponibles a lo largo del ciclo celular pero de forma
inactiva y son dependientes de ciclinas, de ahi su sigla Cdk (kinasa Dependientes
de Ciclinas). Las ciclinas son la subunidad estructural del complejo, también son
de varios tipos (A, B, D y E), y como su nombre lo dice, estan disponibles de
manera ciclica. En cada fase del ciclo celular, se van sintetizando solo aquellas
ciclinas compatibles con determinadas kinasas, para activarlas, y de esta manera
formar los complejos Ciclina-Cdk’s necesarios para avanzar y completar la
siguiente fase del ciclo celular. Al final de cada fase, el sistema de regulacion del
ciclo celular se encarga de degradar, por la via ubiquitina-proteosoma, la ciclina
del complejo y de esta manera, evitar la posibilidad de repetir una fase en un
mismo ciclo, garantizando de esta forma la unidireccionalidad, irrevesabilidad y
éxito del ciclo. (Alberts B, et al. 2002. Edition 4.; Nufiez R, et al. UNAM. Ultima
Actualizacion el 2 de Oct de 2007; Cooper G, Edition 2. 2000; Park M, et al. 1998;
Dash B, et al. Vol 1; Foster I. 2007. in press)

3.2.1.2.1.1. Maquinaria de Proliferacién Celular. (Complejos Ciclina-Cdk’s)

El motor de la proliferacion celular son los complejos de Ciclina-Kinasas (c-cdk’s).
Por ejemplo en G1, se hace necesario activar la transcripcion de proteinas
necesarias para la fase S. Para esto los complejos de Ciclina D-Cdk 4 o Ciclina D-
Cdk 6, ejercen su actividad kinasa, o de fosforilacion, sobre Rb, un gen supresor
de tumor muy conocido, para inactivarlo. En su estado activo, la proteina Rb se
encuentra hipofosfatada y reteniendo a proteinas de la familia de factores de
transcripcion E2F. Por lo tanto, cuando la sefial de proliferacién se hace evidente
en G1, los complejos de ciclina-kinasas, propios de esta fase, fosforilan a Rb y lo
inactivan, quedando entonces libres los factores de transcripcion E2F, que
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actuaran para promover la sintesis de otras proteinas necesarias para la fase S,
dando continuidad al ciclo celular. (Figura 8)

Figura 5 Interrelaciéon Entre la Senalizacion Intracelular y Extracelular de
Proliferacion y Apoptosis.

REGULACION
INTRACELULAR
PROLIFERACION

REGULACION
INTRACELULAR
APOPTOSIS

REGULACION
EXTRACELULAR

LIGANDOS
RECEPTORES
TRANSDUCCION DE
SENALES

CICUNA-CDK CASPASAS

Fuente: Realizado por el autor.

Figura 6 Complejo Ciclina — Kinasa (C-CDK).

CICLINA

Fuente: Alberts B, et al. Edition 4. 2002, referenciado por: Nufez R, et al. UNAM. Ultima
Actualizacion el 2 de Oct de 2007.

La sefial de proliferacion celular se puede detener y cambiar por una sefal de
bloqueo del ciclo, en casos como se ha mencionado anteriormente, para reparar
un dafo o superar alguna eventualidad.
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Cuadro 2 Lista de Complejos CDK’s que Participan en las Diferentes Fases
del Ciclo Celular.

COMPLEJO CICLINA-KINASA
FASES DEL CICLO s
CELULAR S COMPATIBLES
G,-Cdk Ciclina D* Cdlket,CdkB
G,/s-Cdk Ciclina E Cdk2
s-Cdk Ciclina A Cdi2
M-Cdk Ciclina B Cdk1**

* En mamiferos hay 3 tipos de ciclinas (D1, D2 y D3).
** También conocida como Cdc2.

Fuente: Cooper G, Edition 2. 2000. Online book.

Cuadro 3 Lista de las Familias de Kinasas Inhibitorias de Complejos CDK’s y
sus Blancos Segun la Fase del Ciclo Celular.

PROTEINAS INHIBIDORAS CONMPLEJO FASE DEL CICLO
DE CDK’s (CKI) CICLINA-KINASA CELULAR
EN MAMIFEROS
Cdk4 / Ciclina D G,
Familia Cip/Kip Cdk6 / Ciclina D G,
(P21, p27,p57) Cdk2 / Ciclina E G, /8
Cdk2 / Ciclina A s
Familia Ink4 Cdk4 / Ciclina D G,
(p15, p16, p18, p19) Cdk6 / Ciclina D G

ity

Fuente: Cooper G, Edition 2. 2000. Online book.

Muchas otras proteinas intervienen en este tipo de sefalizacidén, que se hace
mediante un impedimento estequiométrico sobre el complejo ciclina-cdk. Este
impedimento es realizado por un grupo de proteinas inhibitorias de cdk’s (CKI’s),
resultando en la inactivacion del complejo ciclina-cdk, lo que permite mantener el
estado hipofosforilado y activo de la proteina Rb, y por lo tanto, favorece el
secuestro permanente de las proteinas de transcripcion E2F. Al no haber
transcripcién de genes ni sintesis de proteinas necesarias para la siguiente fase,
no es posible continuar y se bloquea el ciclo hasta nueva orden. Cuando se ha
resuelto el impase que generd el bloqueo, la nueva senalizacién de proliferacién
incluye la degradacién de las CKl's por la via ubiquitina-proteosoma, y la
consecuente liberacién y activacion del complejo ciclina-cdk, para continuar.
(Figura 9) (Cooper G, Edition 2. 2000; Park M, et al. 1998; Dash B, et al. Vol 1;
Foster |. 2007. in press; Nufiez R, et al. UNAM. Ultima Actualizacién el 2 de Oct
de 2007; Tapon N, et al. 2001; Gasco M, et al. 2002.)
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Figura 7 Algunos Mecanismos de Regulacion de la Actividad de los
Complejos Ciclina-Kinasa (CDK’S), Mediante la Modificacion Promotora e
Inhibitoria de Kinasas.

Regulacion
de CDK’S

Asociacion
con Ciclinas

Asociacion con
Inhibidores de
Cdk (CKI)

Activacion por
Fosforilacion.
(CAK)

Fosforilacion
Inhibitoria.

(Wee1)

Fuente: Cooper G, Edition 2. 2000.

Figura 8 Via de Progresion del Ciclo Celular en G1.
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Fuente: Realizado por el autor.
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3.2.1.2.2. Regulacion Intracelular de la Apoptosis. (Caspasas)

La apoptosis (Muerte Celular Programada) es el proceso activo de muerte celular
autoinducida, que requiere gasto energético y que se encuentra controlado
genéticamente. Este proceso es diferente de la necrosis, que sucede asociado a
una respuesta inflamatoria. En la apoptosis la célula sigue un programa que
resulta en el suicidio, siendo este proceso regulado por factores intracelulares y
extracelulares, como se expone mas adelante. El motor intrinseco de la apoptosis
es la cascada proteolitica de las CASPASAS (Cisteinil-Aspartato-Especifico de
Proteasas); que son proteinas enzimaticas que generan una cascada de efectos
en la célula llevandola a la muerte. Se encuentran en forma de procaspasas o
proenzima inactiva y consta de tres regiones: un predominio, una subunidad
mayor y una subunidad menor; la proenzima es clivada o autoclivada en residuos
de aspartato y es separada en las tres regiones ya nombradas para
posteriormente unirse con otra igualmente clivada, formando un heterotetramérico
que consta de dos subunidades menores y 2 mayores. A este complejo activo se
le denomina caspasa (forma activa) que ejerce la actividad proteolitica al ser
estimulada por factores extracelulares e intracelulares. Hay un gran numero de
caspasas y estan clasificadas como Iniciadoras y Ejecutoras. Las caspasas
iniciadoras son aquellas que se expresan ante un estimulo y activan las caspasas
ejecutoras, y las caspasas ejecutoras son aquellas que llevan a cabo los cambios
celulares responsables de la muerte de la misma, como son, fragmentacion de la
membrana nuclear, condensacion de la cromatina, fragmentacion del DNA,
formacién de cuerpos apoptoticos, entre otros. A nivel intracelular por ejemplo,
cuando hay un dafio del genoma, se activa la transcripcion de genes cuyas
proteinas bloquean o mejor detienen el ciclo celular (ej: p21) y reparan el DNA
(proteinas mismatch, BRCA1, BRCA2, RAD 51, entre otros), en caso de no
poderse reparar el dafio, otros genes que favorecen la apoptosis son transcritos
(Bax, Bad, Bid), generando asi, la cascada proteolitica y muerte celular. (Figura
10) (Davila JC. 1999; Alberts B, et al. 2002. Edition 4)

3.2.1.2.2.1. Proceso de Apoptosis Via p53

Cuando ocurre un dafio en el ADN (UV - IR) diversas kinasas sensoras son
activadas, dentro de las cuales se encuentran ATM, ATR y DNA-PK. Estas
kinasas fosforilan una serie de proteinas como BRCA1 y Nbs1 para reparacién del
ADN y p53 para bloqueo del ciclo y/o inducciéon de apoptosis. La p53 al ser
estimulada, actua como factor de transcripcion de otras proteinas para bloquear el
ciclo celular, como la ya nombrada p21 y otras como la GADD45 (Growth Arrest
on DNA Damage, arresto en el ciclo por dafo del ADN), que regula a su vez la
actividad de otra proteina PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacion Nuclear),
secuestrandola, deteniendo la replicacion del ADN y favoreciendo, tanto el
bloqueo del ciclo, como la reparacién del ADN, de ser posible.
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Figura 9 Bloqueo del Ciclo y Continuacion del Mismo Via p53.
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Fuente: Realizado por el autor.

Figura 10 Sustratos de Caspasas Ejecutoras y Efectos en la Célula.
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Las proteinas antiapoptoticas (Bcl-2) son inhibidas por la via de la p53 cuando se
induce la apoptosis, en contraste con la activacion de proteinas proapototicas
(Bax, Bad, Bid). Una vez se transcriben los genes proapoptoticos, sus proteinas
derivadas que se encuentran en la membrana mitocondrial, forman canales
mediante los cuales se escapa el citocromo c al citoplasma. El citocromo ¢ junto
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con la procaspasa 9 y la proteina Apaf 1, forman El Apoptosoma que finalmente
activa la caspasa 3, esta se conoce como la via apoptotica mitocondrial o
intinseca. (Figura 10 y 11) (Davila JC. 1999; Alberts B, et al. 2002. Edition 4;
Dash B, et al. Checkpoint Controls and Cancer. Vol 1; Foster I. 2007. in press;
Levine AJ, et al. 1991; DeVita VT, et al. 2005. Edition 6)

3.2.1.2.3. Regulacion Extracelular de la Proliferacién y Apoptosis.

Los mecanismos de regulacion extracelular juegan un papel importante en
procesos que vimos anteriormente de proliferacion y apoptosis en el
mantenimiento y conservacion de un tejido, érgano y sistema. El mecanismo
principal de control extracelular se da por medio de transduccion de senales, que
consiste en el conjunto de sefales de proliferacién, bloqueo, supervivencia o
muerte celular que son enviadas a la misma en respuesta de un estimulo. El
proceso de transduccion de sefales requiere de un primer mensajero —
extracelular (ligando hidrosoluble o liposoluble), que puede ser factores de
crecimiento, hormonas y neurotransmisores que interaccionen con receptores
transmembranales (ej: tirosin kinasa) o intracitoplasmaticos (para ligandos
extracelulares liposolubles que atraviesan facilmente Ila membrana, ej:
Estrogenos); y de segundos mensajeros — intracelulares que actuarian generando
la cascada de sefales hasta provocar el efecto deseado. El proceso de
transduccién de sefiales entonces consta de los siguientes elementos: ligando,
receptor, transductor y efector. (Figura 12)

Figura 11 Via de Inducciéon de Apoptosis Dependiente de Kinasas Sensoras
de Dainos en el ADN (ATM/ATR) y p53.

Reparacion del ADN

%RCA1

Bloqueo del Ciclo

ATM § ATR

%
Induccidn de Apoptosis

Fuente: Realizado por el autor.
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3.2.1.2.3.1. Vias de Senalizacion Extracelular de Proliferacion.

Ligandos hidrosolubles como el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), requieren
de un receptor transmembranal especifico con el cual interactuar y generar una
cascada de senales que finalmente provoque la respuesta deseada, en este caso,
la respuesta deseada es de proliferacion celular. Los receptores tirosin-kinasa (ej:
Her2/neu), son proteinas transmembranales que constan de tres dominios,
extracelular, transmembranal e intracelular, y que tienen actividad tirosin-kinasa
(actividad enzimatica que consiste en la fosforilacion de otras proteinas en
residuos de tirosina, a partir de moléculas de ATP del medio, modulando la
actividad de la proteina blanco). El ligando (primer mensajero), se une al dominio
extracelular del receptor, activandolo, proceso que implica el acercamiento de dos
receptores y la consecuente formacién de dimeros.

Figura 12 Elementos del Proceso de Transduccién de Senales.
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Este acercamiento permite la fosforilacion mutua de los receptores y su activacion.
Siguiente a la activacion del receptor, proteinas adaptadoras facilitan la unién y
activacion de GEF (Factor Intercambiador de Nucleotidos de Guanina). GEF es
una proteina que participa activamente en la modificacion de la Proteina Ras
(segundo mensajero), de actividad GTPasa, favoreciendo asi, la capacidad de
pasar de un estado activo (Ras-GTP), a un estado inactivo (Ras-GDP). Estando
activa la proteina Ras, se genera entonces la cascada de sefales, que en este
caso en particular, resultara en la estimulacién de la proliferacion celular, mediada
por procesos de fosforilacion y activacion de proteinas de actividad proto-
oncogénica y supresora de tumor, como c-myc y Rb respectivamente, que
modulan la actividad de otras proteinas relacionadas directamente con el control
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del ciclo celular (ciclinas, CKI, E2F y Rb). Este proceso es controlado, ya que Ras-
GTP, vuelve a su estado inactivo, Ras-GDP, finalizando la sefal. (Figura 13)
(Alberts B, et al. 2002. Edition 4; Tapon N, et al. 2001)

Ligandos liposolubles como las hormonas (estrogenos y progestagenos), pueden
atravesar la membrana citoplasmatica por difusiéon e interactuar con su respectivo
receptor intracelular. Los receptores de estrogenos y progestagenos, ER y PR,
son proteinas diméricas regulatorias de genes, ya que junto con sus ligandos
modulan la transcripcion de diversos genes involucrados con el ciclo celular. La
via de proliferacion celular dependiente de estrogenos ha sido de gran interés, ya
que se han asociado con varios aspectos normales y patolégicos del desarrollo de
la glandula mamaria. Los estrégenos actuan en la fase G1 del ciclo, induciendo la
transcripciéon de los proto-oncogenes c-myc y ciclina D1. Al tener disponibilidad de
ciclina D1 en esta fase, se forman complejos ciclinaD1-cdk4, que como ya se
referencio antes, tienen actividad kinasa sobre Rb, inactivandolo y dejando libre al
los factores de transcripcion E2F, para avanzar a la fase S.

Figura 13 Senal de Proliferacion Mediante el Receptor Tirosin — Kinasa y
Ras.
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Fuente: Realizado por el autor.

El factor de transcripcion c-myc, también es estimulado por la presencia de
estrogenos. Esta proteina de actividad regulatoria, favorece la transcripcion de
ciclina D1 y EZ2F, favoreciendo aun mas la proliferacién celular. Ademas, la
proteina ligasa E3, SCF, cuya actividad consiste en ubiquitilar proteinas blanco
(p27, p21) para ser luego degradadas mediante la via ubiquitina-proteosoma,
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también es estimulada por c-myc, evitando de esta manera que estas CKI, inhiban
los complejos de ciclina-kinasas, parando el ciclo. (Figura 14) (DeVita VT, et al.
2005. Edition 6; Sabbah M, et al. 1999; Doisneau-Sixou SF, et al. 2003; McNeil
CM, et al. 2005.)

3.2.1.2.3.2. Vias de Senalizacién Extracelular de Apoptosis.

Ademas de la ya referenciada via apoptotica mitocondrial o intrinseca, existe otra
via que involucra sefializaciones extrinsecas de muerte celular. Esta via esta
mediada por ligandos y receptores de muerte celular, en donde una molécula de
ligando Fas genera la trimerizacion de su receptor. En la porcion intracelular del
receptor se conservan unos dominios de muerte (DD) que permiten la mediacion
de una proteina FADD (Proteina de Asociacion a Fas con Dominios de Muerte,
DD) que facilita el reclutamiento de pro-caspasas 8 y/o 10. Estas procaspasas se
autoclivan y autoactivan para dar inicio a la cascada de caspasas. Una vez activas
las caspasas 8/10, estas tienen la capacidad de clivar y activar las demas
caspasas (3, 6, 7) que van a actuar sobre las proteinas blanco, ya descritas en la
figura 12. Ademas, las caspasas 8 y 10 pueden activar la proteina proapoptotica
Bid y conectarse de esta manera con la via mitocondrial apoptotica, potenciando el
proceso de muerte celular programada. (Figura 15) (Alberts B, et al. 2002)

Figura 14 Senal de Proliferacion Mediada por Estrégenos.
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Fuente: Realizado por el autor.
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3.2.2. Proceso de Carcinogénesis

El proceso de carcinogénesis se ha descrito mediante dos vias, la mutadora y la
supresora. La via mutatora se caracteriza por ser mas lenta y no compromete los
genes reguladores del ciclo celular (proto-oncogenes y genes supresores de
tumor), sino las regiones microsatélite del genoma. Un gran acumulo de
mutaciones en estas regiones, genera inestabilidad de microsatélites. Esta
alteracion puede comprometer la organizacion de la cromatina, o incluso, afectar
las regiones promotoras de los genes, modificando los patrones de expresion
génica. Los tumores que se desarrollan por esta via, como el cancer de colon
hereditario no polipésico (HNPCC), son ejemplos ya estudiados, en los cuales
ademas se han identificado mutaciones en los genes de reparaciéon por mal
apareamiento, “mismatch” (hMLH1 y hMLHZ2) y son diploides o pseudodiploides,
porque no presentan inestabilidad cromosdmica sino genémica.

La via supresora por su parte, es la via mas rapida de carcinogénesis, pues
implica el compromiso de genes reguladores del ciclo celular, es decir de proto-
oncogenes y genes supresores, generando facilmente una gran inestabilidad, que
es tipicamente cromosdmica. El numero minimo de mutaciones necesarias para
que una célula se malignice, son 7. Las células tumorales por esta via son
aneuploides y se caracterizan por presentar grandes rearreglos cromosomicos,
pérdida de heterocigocidad e inestabilidad gendémica. El cancer de mama se
desarrolla por esta via, como se menciond anteriormente. (Perucho M. 1998;
Montenegro YM, et al. 2002)

3.2.2.1. Carcinogénesis en la Glandula Mamaria

Multiples oncogenes y genes supresores de tumor se han relacionado con la
patologia maligna mamaria, indicando una pérdida del control del ciclo celular
como base.

3.2.2.1.1. Oncogenes en el Cancer de Mama.

Se denomina protooncogenes, ha aquellos genes que favorecen la proliferacion y
supervivencia de la célula, pero en condiciones en las que existe un error en
estos, alterando su funcionamiento, se denominan Oncogenes, debido a que
adquieren un gran potencial maligno. Tipicamente las mutaciones de los
oncogenes se presentan en células somaticas y se comportan como dominantes,
puesto que con una sola de las 2 copias del gen que este mutada, la actividad de
la proteina se ve afectada. La alteracion del funcionamiento de la proteina consiste
en la potenciacion de su actividad oncogénica, aun en condiciones de error en la
célula, cuando deberia morir. Esto favorece aun mas, un mayor acumulo de
mutaciones en genes iguales o mas importantes, llevando finalmente a la
malignizacion celular. (En la Tabla 2, se listan los oncogenes relacionados con
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el cancer de mama, segun la literatura, su funcion normal y su tipo de
alteracioén) (Osborn C, et al. 2004; DeVita VT, et al. 2005. Edition 6)

Figura 15 Via de Senalizacion Extrinseca de la Apoptosis.
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Tabla 2 Oncogenes Relacionados con el Cancer de Mama.

PROTOONCOGEN FUNCION ALTERACION (ONCOGEN)

HER-2/neu Receptor Tirosin-Kinasa Amplificacion (Proliferacion)

Ras Proteina G (GTPasa) Mutacm_)n (Prlollferamon,
Supervivencia)

PI3-K Kinasa, Via PI13-k / Akt Mutacion (Supervivencia)

. ., Amplificacion

Akt Kinasa, Regulacién (-) p53 (Supervivencia)

Ciclina D1 Regulador Ciclo Celular Amphﬁgamop (Proliferacion y
Supervivencia)

Ciclina E Regulador Ciclo Celular Amphﬁgacmn (Proliferacion y
Supervivencia)

c-Myc Factor de Transcripcion Amplificacion (Proliferacion)

Fuente: Realizado por el autor.
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3.2.2.1.2. Genes Supresores de Tumor en el Cancer de Mama.

Los genes supresores de tumor, son aquellos que como su nombre lo indica,
evitan el desarrollo potencial de cancer, regulando de forma negativa el ciclo
celular. La regulacion negativa, consiste en bloquear el ciclo, ya sea para reparar
un dafo en el ADN o para inducir apoptosis en caso que el dafio no pueda ser
reparado. Cuando existe un error en estos genes se pierde la actividad de la
proteina, quiere decir, que no seria posible bloquear el ciclo para reparacion ni
para induccion de apoptosis en aquellas situaciones que asi lo requieran. De esta
manera, persisten los dafios en el ADN y mas aun, la célula alterada continua
dividiéndose. Las mutaciones en los genes supresores de tumor se comportan
como recesivas, debido a la importancia del funcionamiento de los mismos, es
decir, que se requiere el dafio de los dos alelos del gen, para que se altere
definitivamente su funcién, o que uno de los alelos tenga la mutacion y el otro se
pierda, es decir, que haya pérdida de heterocigocidad. Las mutaciones se
presentan tanto en células somaticas como en células de linea germinal, por lo
que pueden ser heredadas. Los genes supresores de tumor pueden ser
clasificados segun su funcién como guardianes o cuidadores. Los guardianes son
aquellos que, como p53 y Rb, estan directamente involucrados con la inhibicién
del crecimiento tumoral y los cuidadores son aquellos que mantienen la integridad
del genoma, incluyendo la de los genes guardianes, estos son por ejemplo FANC,
BRCA1 y BRCAZ2. La inactivacion de los primeros favorece la proliferacion de las
células malignas y la formacién del tumor, y la inactivacion de los ultimos altera los
procesos de reparacion, favoreciendo aun mas el potencial oncogénico de una
célula. (En la Tabla 3, se hace referencia a los genes supresores de tumor
que se relacionan con el cancer de mama, segun la literatura, su funcién
normal y tipo de alteraciéon) (Osborn C, et al. 2004; Sherr CJ. 2004
Venkitaraman AR. 2002; Oliveira AM, et al. 2005; Ruiz FP, et al. 2001; DeVita VT,
et al. 2005. Edition 6)

3.2.2.1.2.1. Funcion de los Genes BRCA1-2.

Los genes BRCA (BReast CAncer genes o genes del cancer de mama), son
genes supresores de tumor que participan en la regulacion del ciclo celular
mediante la coordinacion de procesos de transcripcion de proteinas,
recombinacion cromosomica, reparacion de ADN y mantenimiento de la integridad
cromosomica. Su amplio campo de accidén se debe a que interactuan con un gran
numero de proteinas supresoras de tumor, oncogénicas, de reparacion, de control
del ciclo y represores/activadores transcripcionales, a través de sus dominios.
(Figura 16)

El gen BRCA1 esta localizado en el cromosoma 17q12-21 y tiene 24 regiones, de
las cuales 22 son codificantes y 2 son no codificantes, que generan una proteina
de 1863 aa (NIH/NHGRI, Ultima Revisién en agosto del 2006; Ruiz FP, et al.
2001). La proteina BRCA1 consta de una region N-terminal, que contiene un
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dominio RING mediante el cual forma un complejo con la proteina BARD1
(BRCA1-BARD1) con actividad de ubiquitina ligasa E3, controlando de esa
manera la vida media de diferentes proteinas de regulacion del ciclo celular. Asi
mismo, mediante la regiones NLSs (senalizacion de localizacion nuclear),
interactuia con el complejo MRE11/RAD50/Nbs1 (complejo enzimatico con
actividad exonucleasa y helicasa), para llevar a cabo los mecanismos asociados a
la reparacion homologa y no homoéloga. Contiene ademas 2 regiones C-terminal
que le confiere la propiedad de factor de trascripcion de proteinas como p53,
BRCAZ2 y otras de reparacion y control del ciclo.

Tabla 3 Genes Supresores de Tumor Relacionados con el Cancer de Mama.

GENES A ALTERACION POR
SUPRESORES FUNCION MUTACION
Arresto del ciclo, Factor . . .
p53 Transcripcion. Apoptosis Proliferacion, No Apoptosis
Rb Arresto del ciclo Proliferacion
Inhibidor de Cdk’s, Arresto : .
p27 ) Proliferaciéon
del ciclo
Reparacion del ADN, No Reparacion, Inestabilidad
BRCA1 T o .
Regulador Transcripcional Cromosomica y Genémica
BRCA2 Reparacion del ADN No Reparacion, Inestabilidad
Cromosomica y Gendémica
CHK2 Kinasa activadora de p53 |\, control del Ciclo Via p53
por dafio en el ADN
PTEN Fosfatasa, Inactiva a Akt N,o Regulacion (-) Sobre p53,
Via Akt.
ATM Kinasa Sensora de dafio en | No Sefalizacion de Reparacién
el ADN del ADN, Via p53 / BRCA1.

Fuente: Realizado por el autor.

Ademas, a lo largo de la proteina BRCA1, existen otras regiones mediante las
cuales puede interactuar con proteinas como el ATM (de reconocimiento y
respuesta al dafio en el ADN) y RAD 51 (primordial para la reparaciéon homodloga-
libre de error). La proteina BRCA1 actua como cofactor de p53, lo estabiliza y
estimula la via dependiente de p53 (p21 y GADDA45) para favorecer el arresto del
ciclo celular. Con respecto a los procesos de reparacion del ADN, estos se
encuentran ligados a eventos especificos de fosforilacion como respuesta a danos
en este. Dependiendo del tipo de agresor, IR o UV, se activa una determinada
kinasa sensora que tendra como blanco la proteina BRCA1. Es asi como
entonces, la proteina BRCA1 puede ser fosforilada por la kinasa ATM en G1 vy
G2/M o por la kinasa CHK2 en G2/M, ante la exposicion a IR. A su vez, por la
exposicion a UV, BRCA1 es fosforilada por la kinasa ATR. Estos eventos de
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fosforilacion activan a BRCA1 y la re-ubica en los sitios de replicacion marcados
por PCNA, donde es necesario reparar rompimientos de doble hebra, DSB’s. En el
sitio a reparar, se llevan a cabo una serie de modificaciones como son la
fosforilacion de histonas mediante H2A-X, que facilita la migracién de BRCA1 y la
remodelacion de la cromatina mediada por SWI/SNF, que permite el acceso de
mas proteinas que hacen parte de la maquinaria de reparacién. Los procesos de
reparacion de DSB’s mediados por BRCA1, son la Reparacion Homoéloga (HR,
libre de error) y la Reparaciéon Mediante la Union de Extremos no Homodlogos
(NHEJ, promotora de posibles errores). La reparacion NHEJ involucra el complejo
proteico de reparacion MRE11/Rad50/Nbs1, que contienen actividad helicasa y
exonucleasa, para eliminar los residuos de los extremos lesionados, posterior a
este evento, las proteinas Xrcc4 y ligasa 4 unen los extremos. Este método de
reparacion, puede llevar a errores y generar rearreglos debido a que no se basa
en la recombinacion con su homélogo. La reparaciéon homologa, HR, inicia con la
actividad helicasa y exonucleasa del complejo MRE11/Rad50/Nbs1 y la posterior
migracion de BRCA2-RAD51, inducido por BRCA1. La proteina de union a
extremos, RAD52, junto con RAD51, forman unos filamentos desde los extremos
del ADN hasta donde se encuentra su homodlogo para iniciar el proceso de
recombinacion. Por actividad de la polimerasa de ADN, se lleva acabo la extensién
y copia fiel del fragmento lesionado, formando las uniones Holliday tipicas de la
recombinacion en meiosis, para finalizar con la union de los fragmentos mediante
la ligasa 1. (Figura 17) (Khanna KK, et al. 2001; Yoshida K, et al. 2004,
Venkitaraman AR. 2002; Chu-Xia Deng. 2006)

Figura 16 Estructura Proteica de los Genes BRCA
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Fuente: Realizado por el autor.
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Figura 17 Mecanismo de Reparacion Homéloga Mediada por BRCA1-2

DSPB’s :
: BRCAZ2

Reparacién Homdloga

Fuente: Realizado por el autor.

El gen BRCAZ2 esta localizado en el cromosoma 13q12-13, tiene 27 regiones, de
las cuales 26 son codificantes y 1 es no codificante, y genera una proteina de
3418 aa (NIH/NHGRI, Ultima Revisién en agosto del 2006; Ruiz FP, et al. 2001.
La proteina BRCA2, como se muestra en la figura 16, tiene una region de
interaccion con RAD51, por medio de la cual se hace participe de los fendmenos
de reparacion homdéloga, ya descritos anteriormente (Khanna KK, et al. 2001;
Yoshida K, et al. 2004; Venkitaraman AR. 2002; Gretarsdottir S, et al. 1998).

Cabe resaltar, que mutaciones en alguno de los genes BRCA, traeran como
resultado el mal funcionamiento de sus proteinas, con respecto a las actividades
de reparacién y control del ciclo celular en si, generando mas alteraciones en la
célula y finalmente favoreciendo el desarrollo de cancer (Tirkkonen M, et al. 1997).

3.2.2.1.2.2. Diferencias entre los Fenotipos de Tumores BRCA1 y BRCA2.

En cuanto a la expresion de estos genes para cancer de mama, se han
encontrado diferencias. Las mutaciones BRCA1 se relacionan con el Sindrome de
Cancer de Mama/Ovario, y se caracterizan por expresar un fenotipo epitelial basal,
por lo que expresan marcadores mioepiteliales como citokeratinas, cadherinas,
EGFR y ciclinas A y B entre otras, ademas son de alto grado histolégico, muy
proliferativos, y receptores hormonales y erbB-2 negativos. En su mayoria son
Carcinomas Ductales Invasivos y también se relaciona con Carcinomas
Medulares. Los tejidos tumorales se caracterizan por ser invasivos y por presentar
en mayor proporcion areas necréticas e infiltrados linfociticos (Honrado E, et al.
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2005; Foulkes W, et al. 2003; Breast Cancer Linkage Consortium, et al. 1997;
Chappuis PO, et al. 2000; Lakhani SR, et al. 1998; Chappuis PO, et al. 2000;
Palacios J, et al. 2003; Lakhani SR. 1999).

Las mutaciones BRCAZ2 se relacionan con el Sindrome de Cancer de Mama Sitio
Especifico y son responsables del cancer de mama tanto en mujeres como en
hombres. Dentro de sus caracteristicas fenotipicas se ha visto que son de menor
grado que los relacionados con mutaciones BRCA1, pero son de mayor grado que
en el cancer de mama esporadico. Ademas, de ser receptores E2/P2 positivos,
también expresan marcadores como ciclinas D1y p27. En los tejidos tumorales se
observan menos areas necroticas y menos infiltrado linfocitico que los BRCA1. Su
relacion histopatolégica es con el Carcinoma Ductal Invasivo y Carcinoma Lobular
Invasivo en su mayoria, pero también con el Carcinoma Medular en menor
proporcion que el BRCA1 (Honrado E, et al. 2005; Armes JE, et al. 1998; Lakhani
SR, et al. 2002; Breast Cancer Linkage Consortium, et al. 1997; Chappuis PO, et
al. 2000; Lakhani SR, et al. 1998; Chappuis PO, et al. 2000; Palacios J, et al.
2003; Lakhani SR. 1999).

3.3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA: GEN BRCA1

Segun la base de datos de mutaciones BRCA en cancer de mama (BIC) del NIH
(Nacional Institutes of Health, USA), en el gen BRCA1 el numero total de registros
en los 24 exones es de 12012 (ultima consulta en Marzo de 2007), de los cuales,
los que tienen mayor porcentaje de reportes son el exon 2 con el 17.7%
(2125/12012), regiones del exon 11 (11c y 11d con aproximadamente 12% cada
uno) y el exon 20 con el 10,6% (1273/12012). De estos los mas sencillos de
abordar son el exon 2 y 20, pues el exon 11 en su totalidad es el 60% del gen,
haciendo su estudio mas laborioso por su tamafio. El tipo de mutacion mas
frecuentemente reportado en este gen es el de corrimiento de marco de lectura
(frameshift) en un 48.3% debido a deleciones e inserciones, y el producto mas
frecuente de las mutaciones del gen BRCA1 en general, es una proteina truncada
(86%) (NIH/NHGRI, Revision en Marzo de 2007). Igualmente, tanto en el exon 2
como en el exon 20 el tipo de mutacion mas frecuente es por corrimiento de marco
de lectura (96% y 82% respectivamente), siendo las mutaciones mas reportadas
de este tipo la 185delAG con el 93,2% (1597/1713) para el exon 2 y la 5382insC
con el 81,1% (836/1030) para el exon 20 (NIH/NHGRI, Revisién en Agosto de
2006). ElI fendbmeno anterior bien puede deberse ya sea a que son realmente las
mutaciones mas frecuentemente reportadas porque se han hallado en varias
poblaciones o a que son los exones y/o mutaciones mas estudiados en diferentes
poblaciones.

Las mutaciones especificas de estos genes tienen una frecuencia variable segun
los grupos poblacionales (Mullineaux L, et al. 2003), debido a aspectos
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geograficos, ambientales y por supuesto genéticos, caracteristicos de cada
poblacion. Se han publicado diversos estudios en diferentes poblaciones, siendo la
correspondiente a Judios Ashkenazi de las mas estudiadas debido a la alta
frecuencia de mutaciones BRCA asociadas al desarrollo de cancer de mama
(principalmente en el Sindrome de Cancer de mama/ovario), en relacién con otras
poblaciones. Las mutaciones BRCA fundadoras en la poblacién judia Ashkenazi
son las 185delAG y 5382insC (BRCA1) y la 6174delT (BRCAZ2); la prevalencia de
estas mutaciones es del 57% en mujeres con Sindrome de Cancer de
Mama/Ovario en esta poblacion (Fishman A, et al. 2000; Gershoni-Baruch R, et al.
2000) vy la frecuencia combinada de estas mutaciones es de 2.0 a 2.5% en
poblacion general Ashkenazi (Tonin P, et al. 1996).

Gen Alteracion Frecuencia en Poblacion
General Judia Ashkenazi

(Struewing JP, et al. 1995; Roa BB, et al. 1996;

BRCA1 185de|AG 1 0 ;yo Fitzgerald MG, et al. 1996; Neuhausen S, et al.
BRCAZ g??ilc?sl'cr: ?1 é’ 1996; Thorlacius S, et al. 1996; Oddoux C, et al.
e . (v

1996; Offit K, et al. 1996)

Se han realizado estudios en poblaciones sin descendencia judias Ashkenazi, en
las cuales se han detectado estas mutaciones con una frecuencia variable segun
el grupo poblacional. En Texas, por ejemplo, se encontré 1 familia con la mutacién
185delAG (7,7%) en 13 familias con cancer de mama y ovario con mutaciones
BRCA (Schorge JO, et al. 2001). En Espana, Osorio et al (1998), encontraron que
2/87 familias con cancer de mama/ovario tenian la mutacion 185delAG, de las
cuales 1 carecia de ancestro Ashkenazi (Osorio A, et al. 1998) y en otro estudio,
Diez et al (1999), se hall6 estd misma mutacion en el 1,9% de pacientes con
cancer de mama familiar (Diez O, et al. 1999).

En Alemania se encontr6 una frecuencia de la mutaciéon 5382insC de 4,0%
(10/248) en pacientes con cancer de mama/ovario familiar y de 1,0% (8/800) en
pacientes no seleccionados (Backe J, et al. 1999). Esta mutacion se ha
encontrado también en Apulia, Italia en 6/7 pacientes con cancer de mama,
historia familiar positiva y mutacion en el gen BRCA1 (Tommasi S, et al. 2005). De
Benedetti et al (1998), también en ltalia, hallaron esta misma mutacion en 11 de
142 pacientes con diagndstico de cancer de mama y/u ovario independiente de su
historia familiar (De Benedetti V, et al. 1998). Por otra parte, en Polonia la
frecuencia de 5382insC fue del 12,5% (1/8) en familias de alto riesgo para cancer
de mama con mutacion BRCA (Van der Looij M, et al.2000).

En poblacién Latino-Americana/Hispana son pocos los estudios que se han hecho
para hallar la frecuencia de estas mutaciones en mujeres con cancer de mama
esporadico, familiar o hereditario. La mutacion 185delAG se ha encontrado en: el
Valle de San Luis Colorado USA (6/19) pacientes con ancestro Latino/Espanol
(Mullineaux L, et al. 2003), en Chile en el 0,26% de mujeres sanas con 2 0 mas
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familiares con cancer de mama (Jara L, et al. 2002) y en el 3,12% de familias de
alto riesgo (Jara L, et al. 2006). Por otra parte, la mutacién 5382insC se ha
encontrado en Brasil en el 25% de pacientes con antecedentes familiares y
mutacion BRCA (Dufloth RM, et al. 2005).

En Colombia, el unico reporte publico a la fecha es de Torres et al (2007), que
consistio en el estudio de 53 familias colombianas, con cancer de mama y/u ovario
hereditario, en las cuales se realiz6 una tamizacién de mutaciones germinales en
la totalidad de los genes BRCA1 y BRCA2 mediante la combinacién de las
técnicas DHPLC, SSCP y PTT, seguido de secuenciacion directa, ademas se
realizaron estudios haplotipicos para confirmar efecto fundador de mutaciones.
Los hallazgos relacionados con este estudio, permitieron identificar tres
mutaciones fundadoras, dos en BRCA1 (3450delCAAG y A1708E) que
representaron el 100% de las mutaciones BRCA1 identificadas, y una mutacion
fundadora en BRCA2 (3034 del-ACAA) que represento el 40% de las mutaciones
identificadas en esta cohorte de pacientes. La frecuencia de mutaciones BRCA
encontrada en las familias fue de 24.5% (13/53), ocho en BRCA1 y cinco en
BRCA2. Ninguna de las mutaciones mas frecuentes en BRCA1 (185delAG,
5382insC) ni en BRCA2 (6174delT) se encontr6 en este grupo de pacientes
(Torres, et al. 2007).

Con respecto a la mutacion 185delAG, se ha calculado una ancestria aproximada
de 1200 - 2000 afos (46 generaciones), ya que en analisis de haplotipos se ha
evidenciado que tanto judios Ashkenazi como judios Sefarditas y judios del Medio
Oriente (Iran e Irak), comparten el mismo haplotipo asociado; esto indica que la
mutacion estaba presente antes de la primera dispersién judia (destruccion del
segundo templo de Salomodn, en los afios 70, durante la invasion romana a Israel)
y que comparten un ancestro comun; aun asi se han encontrado otras poblaciones
como Inglaterra, en las que un haplotipo diferentes se ha asociado a la
segregacion de esta mutacion, indicando que también ha podido ocurrir de forma
independiente en otras regiones geograficas (Neuhausen, et al. 1996; Diez O, et
al. 1999; Bar-Sade RB , et al. 1998). Es posible que como consecuencia de la
inquisicion y persecucion judia en Espafa, que precedio la época de la conquista
de América por Cristébal Colon en 1492 (en este periodo ocurre la segunda
dispersion judia, en la que muchos de ellos se vieron obligados a convertirse al
cristianismo o a migrar, ya fuera a América o a Europa Oriental —Alemania-; los
judios que provenian de Espafa, fueron denominados sefarditas y se ubicaron no
solo en América, principalmente Latinoamérica, sino también en paises del
mediterraneo y norafricanos, entre otros; los judios que se asentaron en Alemania
y mas tarde en Polonia y otros de Europa Oriental, fueron llamados Ashkenazis),
judios de Espafia que viajaron con Cristébal Colon a nuestras tierras, fueran ya
portadores de esta mutacion. En lo que respecta a la mutacién 5382insC, se ha
calculado una ancestria aproximada de 38 generaciones, y se ha establecido que
su origen es Baltico, ya que presenta una mayor prevalencia en paises de Europa
Oriental, que se ve, disminuye en Europa Central y Occidental; los analisis de
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haplotipos muestran un origen comun en todos los casos, Alemania, Polonia,
Rusia, Hungria, ltalia, Francia, e incluso en Norteamérica-Canada (Neuhausen, et
al. 1996; Diez O, et al. 1999). A mediados de los siglos XIX y XX, antes de la
segunda guerra mundial, arribaron a algunas regiones de Colombia, incluido
Santander, algunos Alemanes; Geo Von Lengerke, llegé a Santander en 1852, y
junto con él a mediados de 1871, llegé una comision de mas de cien alemanes
solteros, incluyendo judios, que se distribuyeron en Cucuta, Ocafa, Bucaramanga
y Socorro. Por la edad calculada de esta mutacién, podriamos pensar que es
posible que los inmigrantes alemanes la hayan ingresado a nuestra poblacién.

En un reporte publicado en Universia Colombia, el 20 de Julio de 2006, se
referencid que en una tesis de doctorado de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de los Andes, se hizo un estudio sobre Variabilidad Genética que
incluyé la composicién genémica en poblaciones de los Santanderes. Segun este
reporte, se hizo un analisis de haplogrupos, con la técnica de secuenciacion, para
Santander y Norte de Santander y se determinaron las variaciones especificas del
ADN mitocondrial y del cromosoma Y, con el fin de establecer el origen de los
linajes maternos y paternos, respectivamente. Con respecto al analisis del mtADN,
al comparar con poblaciones europeas, africanas, y amerindias, principalmente de
la familia linguistica chibcha, provenientes de bancos de datos, los resultados
demuestran que para las poblaciones de Santander existe un 92,9% de
contribucion amerindia, concluyéndose entonces que el mayor aporte femenino,
fue por parte de mujeres nativas de Santander. Por su parte, los resultados del
analisis del cromosoma Y, muestra una alta contribucion de linajes europeos en
Santander con un 86.6%; dentro de esa contribucion europea, se encontraron
marcadores genéticos judios en un 12,7%, de los cuales el 7% correspondio al
haplotipo Cohen, perteneciente al apellido Judio mas antiguo, Cohanim, que se
encuentra tanto en judios Ashkenazi como en judios Sefarditas (Solano V. 2006.
Online, Comunicacion Telefonica con la Dra. Torres).

Si bien las mutaciones 185delAG ni 5382insC de los exones 2 y 20,
respectivamente, del gen BRCA1, no fueron halladas en el estudio de Torres et al,
(2007), la antigledad ancestral de las mismas, la historia migratoria y composicién
gendmica de nuestra region segun estudios de variabilidad genética, y la alta
frecuencia con la cual se han encontrado estas dos mutaciones a nivel mundial
segun el BIC, motivaron el desarrollo de este proyecto en nuestra poblacién.

3.4. TECNICAS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE GENES BRCA

El abordaje de los genes BRCA es complejo debido al tamafio de los mismos y a
la heterogeneidad que los caracteriza. Para el estudio molecular de estos genes,
se pueden implementar diversas técnicas, dentro de las que se encuentran
aquellas que permiten el analisis completo del gen, como la secuenciacion directa
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(gold standard). Algunas otras técnicas de tamizaje también se pueden
implementar para el estudio de todo el gen, como son, SSCP (Polimorfismos de
Conformacion de una Hebra), HA (Analisis Heteroduplex), DGGE (Electroforesis
en Gel de Gradiente Denaturante, CSGE (Conformacion Sensitiva en Gel de
Electroforesis), PTT (Test de Proteina Truncada) y DHPLC (Cromatografia Liquida
Denaturante de Alta Resolucién), de estas las técnicas CSGE y DGGE ofrecen los
mayores porcentajes de sensibilidad, con 98% y 95%, respectivamente. Otros
métodos de tamizaje son usados para identificar mutaciones ya caracterizadas y
conocidas en una poblacién, como son, ASO (hibridizacién oligonucleotidica
alelo-especifica), analisis mediante enzimas de restriccion y PCR-Mismatch, esta
ultima usada en el presente estudio. (Tian H, et al. 2000; Gayther S, et al. 1997;
Warren W, et al. 1997)
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4. MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo que consisti6 en determinar la presencia o
ausencia de dos de las mutaciones mas frecuentes en el gen BRCA1 segun lo
reportado en la base de datos Breast Cancer Core Information, BIC,
(http://www.nhgri.nih.gov/Intramural_research/Lab_tranfer/Bic/Member/index.html),
en una muestra de pacientes, mujeres, santandereanas con cancer de mama
sugestivo de ser del tipo heredo-familiar.

Las mutaciones que se buscaron fueron la 185delAG en el exén 2 y la 5382insC
en el exon 20 del gen BRCA1, puesto que ademas de ser las mas reportadas en el
BIC como se citd previamente, se han encontrado en diversos grupos
poblacionales relacionados con el nuestro. El analisis de estas mutaciones se hizo
a partir de muestras de sangre periférica (8 ml) de cada paciente. Los pacientes
fueron recolectados a lo largo de un ano, desde Marzo del 2006 hasta Marzo del
2007 y el total de pacientes incluidos fue de 30. (En el Esquema 1, se
especifican los pasos metodoldgicos que se siguieron con el desarrollo del
presente estudio).

Los criterios de inclusidn previamente establecidos fueron: mujeres con
diagnostico de cancer de mama confirmado con biopsia, de cualquier edad con al
menos 1 antecedente familiar en primero o segundo grado de cancer de mama,
ovario y/u otro tipo de cancer relacionado con este gen como son el de prostata,
estbmago, colon, pancreas, utero y vesicula biliar (Montero J.
http://www.cirugest.com/htm/index.php; Ford D. 1998; Struewing JP, et al. 1997).
Ademas, como la posibilidad de encontrar mutaciones en el gen BRCA1 aumenta
en la medida en que el cancer de mama se presente en edades muy tempranas,
se incluyeron cuatro (4) pacientes con cancer de mama diagnosticado a los 36
afnos o antes, a pesar de no tener antecedentes familiares de cancer en general.
El criterio de exclusion previamente establecido y tenido en cuenta, fue que alguna
de las pacientes estuviera emparentada con otra participante de este mismo
estudio. Estas pacientes se contactaron a partir de los servicios oncologicos de la
Liga Santandereana de Lucha Contra el Cancer, La Clinica Comuneros Francisco
de Paula Santander, El Hospital Universitario de Santander, EI Centro Oncolégico
y Oncosalud de Bucaramanga.

La participacion de las pacientes fue voluntaria, lo que se confirmé con la firma del
consentimiento informado (Anexo A). Se realiz6 un cuestionario (Anexo B)
dirigido para recopilar datos personales relacionados con factores
sociodemograficos, antecedentes clinicos y antecedentes familiares. Este estudio
fue evaluado por el comité de ética UIS-HUS (Universidad Industrial de Santander-
Hospital Universitario de Santander), y aprobado bajo el cédigo CB0601.
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Esquema 1 Metodologia del Estudio

COMITE DE ETICA

UIS-HUS
|
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|

I -
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- Diagndstico CARM.
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| I 1
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EXTRACCION Y
CUANTIFICACION
DEL DNA BASE DE DATOS — EXCEL @
PCR MISMATCH

ANALISIS DESCRIPTIVO
Frecuencias
Prornedios

DIGESTION ENZIMATICA

3

4.1. METODOS MOLECULARES IMPLEMENTADOS

4.1.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se hizo a partir de 4 ml, por el método de Salting Out segun
el protocolo del Laboratorio de Genética de la UIS.

4.1.1.1. Precipitaciéon Salina (Salting Out)
4.1.1.1.1. Descripcion.
Debido a que las proteinas son menos solubles en soluciones altamente salinas,

el método de Salting Out permite la precipitacion de las proteinas de las células
sanguineas (incluyendo aquellas adheridas al ADN) y la consecuente liberacién
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del ADN que se encuentra en los linfocitos. Las moléculas proteicas estan
formadas por aminoacidos hidrofébicos y aminoacidos hidrofilicos que en solucion
acuosa adquieren una configuracién estructural que favorece la disolucion de
estas proteinas en el agua. Este fendmeno es posible debido a que los
aminoacidos hidrofébicos de la proteina son protegidos por los aminoacidos
hidrofilicos, siendo estos ultimos los que realmente van a interactuar y formar
enlaces de hidrégeno con las moléculas acuosas. En un medio acuoso pero
altamente salino, las moléculas acuosas tienen una mayor afinidad por las sales
idnicas que por los aminoacidos hidrofilicos, por lo tanto, las proteinas se coagulan
al hacerse mas fuertes los enlaces hidrofébicos entre ellas. De esta manera es
posible precipitar posteriormente las proteinas mediante centrifugacion.
Posteriormente, el uso de detergentes polarizantes, como el SDS 10%, le
proporciona a las proteinas adheridas al ADN (histonas y no histonas) una carga
negativa, razon por la cual son posteriormente repelidas por el material genético
(por su carga negativa), liberando y purificando de esta manera el ADN.

(Miller SA, et al. 1988; Salting out, http://en.wikipedia.org/wiki/Salting_out)

4.1.1.1.2. Protocolo de Salting Out.

1. Tomar la muestra de sangre venosa, 4 ml por tubo (2 tubos debidamente
codificados) con EDTA y homogenizar rapidamente por inversion para evitar la
coagulacion de la muestra. (A partir del otro tubo se obtiene Buffy Coat por
centrifugacion y/o mancha de sangre, ambos debidamente codificados, para
almacenar en caso de ser insuficiente el ADN extraido por Salting Out).

2. Se pasa la muestra de sangre (4 ml) a un tubo de polipropileno (con el codigo
correspondiente), agregar Buffer de Lisis | (Solucién a 4°C con: Sucrosa 0.3 M,
Tris HCI 10 Mm (pH 7.5), Cloruro de Magnesio 5 mM, Triton 100X) llevando a 15
ml, tapar y mezclar suavemente por inversion hasta 10 veces. (Las caracteristicas
salinas, hiperosmolares y detergentes del Buffer de Lisis I, permite la lisis de los
gloébulos rojos y la precipitacion proteica).

3. Centrifugar durante 5 minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm).

4. Retirar el tubo, descartar el sobrenadante dejando escurrir bien los tubos sin
desprender el boton celular del fondo.

5. Adicionar 1.4 ml de Buffer de Lisis Il (Solucion a T° ambiente y pH 8.0 con:
Buffer EDTA-Na y NaCl), 38 ul de SDS y 330 ul de Perclorato de Sodio, tapar el
tubo y mezclar en vortex durante 10 segundos. (El Buffer de Lisis Il permite lisar
los glébulos blancos, y tanto el SDS como el Perclorato de Sodio facilitan la
separacion de las proteinas del ADN y su precipitacion).

6. Agregar 0.6 ml de NaCl 6 M, tapar el tubo y mezclar fuerte en vortex (con el
objetivo de solubilizar el ADN y precipitarlo), luego centrifugar durante 5 minutos a
3000 rpm.

7. Una vez centrifugado, pasar el sobrenadante (que contiene el ADN disuelto) a
otro tubo de polipropileno (con el codigo correspondiente) sin dejar pasar el
precipitado (este ultimo se desecha).
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8. Agregar 2.1 ml de Isopropanolol (-20°C), tapar el tubo y mezclar suavemente
por inversion hasta visualizar las fibras de ADN (como algoddn).

9. Tomar un tubo eppendorf de 1.5 ml (codificado correctamente) y agregar 0.2
ml de Buffer TE.

10.Con una punta envolver las fibras de ADN vy retirarlas del tubo.

11.Tomar 0.7 ml de Etanol al 70% y lavar el ADN en la tapa del mismo tubo de
polipropileno.

12.Una vez lavado el ADN, se coloca en el tubo eppendorf (codificado
previamente) con el Buffer TE, asegurandose que se desprenda bien de la punta.
13.Tapar el tubo y guardarlo en refrigeracién (2-8°C).

4.1.1.2. Extraccion ADN de la Muestra 003 por Chelex

De una paciente, 003, de la que solo se contd con un tubo de sangre + EDTA, no
se obtuvo con éxito el ADN por medio de salting out, asi que se procedio a extraer
el ADN por el método de Chelex a partir de una mancha de sangre. Chelex es una
resina de intercambio i6nico que une magnesio protegiendo el ADN durante el
proceso de extraccion. La extraccién de ADN por el método Chelex, se hizo segun
el protocolo manejado en el Laboratorio de Genética de la UIS.

4.1.1.2.1. Protocolo de Extraccion de ADN por Chelex.

1. Marcar un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril con el cédigo de la muestra
respectiva y verter 1 ml de agua destilada.

2. Recortar un fragmento de 0,3 cm x 0.3 cm y partirlo en pequefios pedazos
dentro del eppendorf. (Las tijeras deben ser estériles).

3. Incubar a T° ambiente por 30 minutos hasta un dia (hasta que los papeles
queden lo mas blanco posible), mezclando en vortex repetidamente.

4. Centrifugar a 10.000 — 15.000 rpm por 3 minutos.

5. Retirar el sobrenadante con una pipeta hasta dejar 50 ul, o lo mas seco
posible. (Repetir el lavado por 30 minutos una vez mas Si es necesario,
centrifugar y secar).

6. Anadir Chelex al 5% hasta un llevar a un volumen final de 200ul (anadir 150
ul), agitar el recipiente de Chelex todo el tiempo durante este paso, para asegurar
que se toma resina puesto que se tiende a ir al fondo.

7. Incubar en bafio maria a 56°C por 30 minutos.

8. Agitar en vortex por 10 segundos cada muestra.

9. Introducir los tubos en agua a 100°C por 8 minutos.

10.Agitar en vértex por 10 segundos cada muestra.

11.Centrifugar a 10.000- 15.000 rpm por 3 minutos.

12.Recoger el sobrenadante (donde se encuentra el ADN disuelto) y pasarlo a
otro eppendorf estéril y marcado con el respectivo codigo. (Evitar que se pase el
Chelex del fondo).

13.Almacenar a 4°C en nevera.
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4.1.1.3. Extraccion de ADN a partir de Células MCF-7, con el kit DNAzol

Las células MCF-7 (ATCC N° HTB-22TM) corresponden a una linea celular de
cancer de mama de tipo epitelial proveniente de un adenocarcinoma de tejido
mamario y que consta de varias alteraciones moleculares que le otorgan su
potencial maligno, como la expresion de los oncogenes WNT7B y Tx-4, y
Receptores Estrogénicos (ER) positivos. Estas células carecen de mutaciones en
los genes BRCA1 y BRCA2, aunque pueden tener otros cambios que modifiquen
su transcripcion, como pérdida alelica en el gen BRCA1 (Elstrodt F, et al. 2006),
por esta razon son usadas en este estudio como controles negativos.

El DNAzol, es un reactivo detergente de lisis a base de guanidina que hidroliza el
ARN vy precipita selectivamente el ADN a partir de un lisado de células. La
extraccion de ADN con DNAzol (segun el protocolo del kit) requiere que a partir de
un cultivo celular MCF-7, se obtenga la mayor cantidad de células para
homogenizar con el reactivo DNAzol (1 ml de DNAzol para cada 107 células). Esta
mezcla se debe preferiblemente centrifugar por 10 minutos a 10.000 gravedades.
Se obtiene el sobrenadante para precipitar el ADN con Etanol al 100% (0,5 ml de
Etanol 1005 por cada 1 ml de DNAzol usado en la mezcla) y se mezcla hasta 8
veces por inversion hasta observar el ADN precipitado. Una vez identificado y
obtenido el ADN, se lava cuidadosamente con 1 ml de Etanol al 75% y después se
solubiliza  en NaOH 8mM. (Molecular Research Center. Inc.
http://www.mrcgene.com/dnazol.htm)

4.1.2. Cuantificacion de ADN

Es importante conocer la cantidad y calidad del material genético obtenido
mediante los métodos de extraccion, con el objetivo de lograr estandarizar la
cantidad de ADN necesaria para tener los mejores resultados en los
procedimientos analiticos posteriores. En este estudio se hizo la cuantificacién de
ADN mediante Espectrofotometria y Electroforesis en gel de Agarosa.

4.1.2.1. Espectrofotometria

Consiste en un método de analisis 6ptico que permite comparar la radiacién
absorbida por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto y
una que tiene una cantidad conocida de la misma sustancia, con el objetivo de
determinar de forma mas precisa la concentracion de ADN en una determinada
muestra. En un tubo eppendorf de 1.5 ml se diluyen 10 ul de ADN (previamente
puesto por 30 minutos en bafio maria a 56°C para denaturarlo) en 990 ul de H,O
destilada. Mezclar en vortex y pasar a una cubeta de cuarzo. Se debe calibrar
primero el espectrofotdmetro con solo H,O destilada y posteriormente leer las
muestras a 260 nm. El anterior protocolo se siguid segun lo manejado en el
laboratorio de genética de la UIS.
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El calculo de la concentracion de ADN se hizo mediante la formula:
D.O. X5 =()ug/ml, donde D.O. es la densidad éptica y 5 es el factor de dilucion.

4.1.2.2. Electroforesis en Gel de Agarosa

Para preparar el gel de agarosa al 1,5%, se pesan 0,75 gr agarosa, se vierten en
un Elermeyer y se agrega a continuacion el buffer TBE 0.5X, esta mezcla se
coloca en una placa de calentamiento hasta que disuelva en su totalidad. Una vez
este homogénea la mezcla, se afiade 1 ul de Bromuro de Etidio (usar guantes y
tapabocas para evitar el contacto fisico o por inhalacion de esta sustancia debido
a que es cancerigena), se mezcla bien el bromuro y se vierte esta solucion en el
molde para el gel (con el peine puesto y previamente equilibrado). El gel se deja
solidificando por aproximadamente 30 minutos, y mientras se va preparando la
camara de electroforesis con 800 ml de buffer TBE 0.5X. Una vez solidificado el
gel, se retira el peine cuidadosamente y se coloca con su molde en la camara de
electroforesis. La camara debe estar equilibrada y el buffer debe tapar el gel
completamente.

Para sembrar, en este caso, el ADN directo, se debe colocar primero en un papel
no absorbente 2 ul del buffer de corrido 6X que viene con el marcador de peso.
Se toman 3 ul del ADN extraido, se mezcla con la gota del buffer de corrido 6X y
se siembra en el fondo del pozo evitando que se salga, este proceso se repite con
cada una de las muestras. Terminado el proceso de sembrado, se ubican los
electrodos de manera que la direccidon sea desde el polo negativo al polo positivo.
Se deja correr a 150 voltios por unos 15 minutos.

El gel se observa en el transiluminador de luz ultravioleta para analisis el ADN
extraido. (En este caso no se requiere sembrar en alguno de los pozos el
marcador de peso, puesto que solo se va a verificar la cantidad y calidad de ADN
de forma subjetiva, evaluando la presencia de ADN y el grosor de la banda, asi
como sefiales de posible degradacion del material genético). El anterior protocolo
se realiz6 segun lo establecido en el laboratorio de genética-UIS)

4.1.3. PCR-Mismatch y Digestion Enzimatica
4.1.3.1. Descripcion

Esta técnica consiste en una PCR convencional con modificaciones y es usada
para identificar algunas mutaciones puntuales en una regién de un gen de interés
con la ayuda de enzimas de restriccion. La principal caracteristica de esta técnica
en particular, es el uso de un par de primer’s de los cuales uno de ellos contiene
en su secuencia una base “Mismatch”, es decir, una base no complementaria a la
cadena molde que queremos estudiar; esto con el objetivo de introducir un cambio
de base en el amplificado resultante, que permita crear o eliminar un sitio de
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restriccion para una enzima en particular. El amplificado resultante que
corresponde a el alelo normal (silvestre) y a el alelo mutado (inserciones o
deleciones puntuales), seran diferentes en su secuencia, por lo tanto, al ser
sometidas posteriormente a un proceso de restriccion con la misma enzima,
mostraran diferentes patrones de digestion que se podran observar en una
electroforesis al comparar los tamafos de las bandas, permitiendo de esta manera
evidenciar si existe o no la mutaciéon en particular que se esta buscando, las
posibilidades son: homocigoto para la mutacion (si los dos alelos estan mutados),
homocigoto silvestre (si no existe la mutacién en ninguno de los dos alelos) o
heterocigoto para la mutacién (si estan presentes los dos alelos, tanto el mutado
como el silvestre en una misma muestra de estudio) (Backe J, et al. 1999; Jara L,
et al. 2002; Jara L, et al. 2002; Jara L, et al. 2004; Abeliovich D, et al. 1997).

Durante el proceso de PCR-Mismatch, es importante tener en cuenta que lo que
se esta buscando es introducir un error en el amplificado, por lo tanto, se debe ser
cuidadoso en el manejo de la temperatura de alineamiento T.A. y otros factores,
para que no se amplifiquen regiones inespecificas que alteren el resultado y el
analisis final. La técnica PCR-Mismatch para detectar las mutaciones 185delAG y
5382insC del gen BRCA1 ha sido usada y referenciada previamente en diferentes
estudios y los primer's usados en este estudio, asi como las respectivas enzimas
de restriccién, ya han sido reportados por varios grupos con buenos resultados
(Backe J, et al. 1999; Jara L, et al. 2002; Jara L, et al. 2002; Jara L, et al. 2004;
Abeliovich D, et al. 1997). (En los Cuadros 4 y 5, se muestran los primer’s
mismatch usados para amplificar cada region de interés con el cambio de
base, que esta en rojo, y el tamano del amplificado en pares de bases, antes
y después de la digestion enzimatica).

El analisis tedrico de los sitios de restriccion de cada una de las enzimas
respectiva para cada amplicon, se realizo en el software online REBsites
(http://tools.neb.com/REBsites/index.php3), permitiendo confirmar el tamano de los
amplificados segun cada par de primer's mismatch usado, asi como los sitios de
restriccion de la enzima en presencia y ausencia de la mutacion en estudio,
verificando el tamafo de los fragmentos a obtener en cada caso en particular.

Cuadro 4 Primer’s para PCR Mismatch Exon 2 (185delAG)

FRAGMENTOS
. PRIMERS NORMAL Y TA. ENZIMA
MUTACION i & | ampuicon |  ENENE S RESU:_';I'SNTES
185delAG | F 5-GAA GTT GTC ATT TTA TAA ACC TTT-3' , Hinf
55 h’\/lll-lzsg ptt; 5'GAANTC N: 149 +21
R 5-TGA CTT ACC AGA TGG GAG AC-3’ 1168 p FeTnAG M: 168

Fuente: Abeliovich, et al 1997. Confirmado en http://tools.neb.com/REBsites/index.php3
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Cuadro 5 Primer’s para PCR Mismatch Exon 20 (5382insC)

FRAGMENTOS
) PRIMERS NORMAL Y TA. ENZIMA
MUTACION SMATOH & | Aampuicon | LoeneE L RESU:;TSNTES
F 5°CCA AAG CGA GCA AGA GAA TCT C-3’ N 270 ob Ddel
5382insC 61 | 571 pb scatNag | N 214+36+20
Exon 20 R 5'GGG AAT CCA AAT TAC ACA GC-3’ 1271 p AP M: 235 + 36

Fuente: Backe J, et al 1999. Confirmado en http://tools.neb.com/REBsites/index.php3

(En los Esquemas 1 y 2 se explica el mecanismo de amplificacion mediante

PCR-Mismatch del exon 2,

tanto silvestre como mutado

-185delAG-,

respectivamente, el tamafno en pares de bases de los amplificados
respectivos y los tamanos (pb) de los fragmentos resultantes esperados
después de la digestion enzimatica con Hinf | en cada uno de los casos; la
base mismatch del primer reverse para el exon 2, es una G).

Esquema 2 PCR-Mismatch del Exon 2 Silvestre, Gen BRCA1

. ¥-CTCAG AGG GTA GAC CAT TCAGT-5'R

Exon2... GCAGAA AAT CTT AGA GTG TCC CAT CTG
. 3-CTCAG AGG GTA GAC CAT TCAGT-5'R
5 AMPLIFICACION EXPONENCIAL
r
Exon2... GCAGAA AAT CTT AGA GTC TCC CAT CTIG

170 pb

ELECTROFORESIS GEL DE

-

%

r

5 GAANTC
J'CTNAAG

AGAROSA LMP AL 4%

150 pb
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Esquema 3 PCR-Mismatch del Exon 2 Mutado (185delAG), Gen BRCA1

Exon2.... GCAGAA AATCITAGTG TCC CAT CTG
. 3-TCAG AGG GTA GAC CAT TCAGT-5'R

AMPLIFICACION EXPONENCIAL

F Y

Exon2.... GCA GAA AATCTT A GTC TCC CAT CTG
148 pb
.. ¥-TCAG AGG GTA GAC CAT TCAGT-5'R

DIGESTION ENZIMATIC A — HINF |

-~

5 GAANTC
'CTNAAG

ELECTROFORESIS GEL DE
AGAROSA LMP AL 4%

L 4

168 pb |+— NO DIGIERE

Una vez obtenidos los amplificados, con un sitio de reconocimiento de una enzima
de restriccion (alelo normal) o sin un sitio de reconocimiento de una enzima de
restriccion (alelo mutado), se someten a digestion enzimatica para obtener los
respectivos fragmentos. Para hallar la mutacion 185delAG (exon 2) se usoé la
enzima Hinfl y para la mutacion 5382insC (exon 20) se uso la enzima Ddel.
Posterior a la digestidn, los fragmentos se analizan en gel de agarosa LMP (Low
Meeting Point o Bajo Punto de Fusion) al 4%, en el cual se espera observar: para
el alelo normal del exon 2, un fragmento de 149pb (digerido) y para el alelo
mutado de este mismo exon, un fragmento de 168pb (no digerido) (En las
Imagenes 1y 2, ANEXO C, se muestra el analisis con la enzima de restriccion
Hinfl de la region con mutacién y sin mutaciéon, amplificada con el cambio de
base, como guia de lo que se espera obtener en cada caso en particular)
(Abeliovich D, et al 1997, http://tools.neb.com/REBsites/index.php3). Igualmente
para el alelo normal del exon 20, se espera observar un fragmento de 214pb
(digerido en dos sitios) y para el alelo mutado de este mismo exon, un fragmento
de 235pb (habiéndose eliminando uno de los sitios de restriccion) (En las
Imagenes 3 y 4, ANEXO C, se muestra el analisis con la enzima de restriccion
Ddel de Ia regiéon con mutacion y sin mutacién, amplificada con el cambio de
base, como guia de lo que se espera obtener en este caso en particular)
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(Backe J, et al 1999, http://tools.neb.com/REBsites/index.php3). A continuacién se
explica en detalle el protocolo correspondiente a la PCR-Mismatch, que fue
estandarizado y usado en el laboratorio de genética de la UIS.

4.1.3.2. Protocolo PCR-Mismatch

1. Prender el bafio maria a 56°C y colocar las balas codificadas con el ADN
previamente diluido (1/10 o 1/20, segun su cuantificacion) por 30 min, con el
objetivo de denaturarlo y posterior a esto, retirar. (Se colocan tanto las muestras a
analizar, como los controles positivos para cada mutacion y el control negativo
MCF-7).

2. Hacer limpieza en el area de trabajo (meson y micropipetas) con hipoclorito y
alcohol, y preparar el material incluyendo puntas estériles, bandeja con hielo
donde se colocan todos los reactivos menos la Taq Polimerasa (dNTP’s diluidos
(4), Cloruro de Magnesio, Buffer de la Taq Polimerasa y set de los respectivos
Primer's diluidos), servilletas, balas de PCR estériles, bala(s) de 1.5 con agua
destilada, bala(s) de 1.5 para preparar el respectivo mix de reactivos, etc... (La
Taq Polimerasa debe estar en hielo, nunca descongelar y se debe afiadir de
ultimo).

3. Marcar las balas con el respectivo codigo incluyendo siempre el control positivo
y negativo, y el blanco (sin muestra, solo mix y agua destilada).

4. Preparar el mix (En la Tabla 4, se muestran las cantidades y
concentraciones de cada reactivo dentro del mix de PCR. El mix fue el
mismo para las dos regiones, cambiando solo el set de primer’s) y adicionar a
cada bala 38 ul del mismo. (Pipetear la cantidad adecuada sin contaminar el
material).

5. Agregar a cada bala 12 ul de su respectiva muestra de ADN ya denaturada y
mezclada en vortex, incluyendo los controles y el agua destilada para el blanco,
completando un volumen final de 50 ul por bala. (Tapar las balas en la medida en
que se sirve el ADN respectivo y cambiar de punta para cada muestra).

6. Una vez terminado lo anterior, se llevan las balas al termociclador, se revisan
que estén bien tapadas y activa el programa deseado segun lo estandarizado para
la region que se quiere amplificar. (En la Tabla 5, se muestran las condiciones
de la PCR, para cada region a analizar)

7. Al terminar el proceso de amplificacion en el termociclador, las balas se
disponen en una gradilla y se guardan en la nevera de PCR para posteriores
analisis.

8. Siempre se deben verificar todos los amplificados en un gel de agarosa al 2.5%
(50 cc de Buffer TBE 0.5X + 1,25 gr de agarosa + 2 ul de Bromuro de Etidio),
antes de seguir con los otros analisis, en este caso, con la digestion enzimatica.
(Todas las electroforesis se hicieron en un gel de agarosa al 2.5% de 20 pozos,
incluyendo en estos los controles, el blanco y un marcador de peso molecular de
50 pb, y las condiciones de corrido fueron a 45 mV por 80 minutos y fue visto y
analizado en un Transiluminador UV).
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Tabla 4 Preparacion del Mix de Reactivos para el Exon 2 y 20 del Gen

BRCA1.
MEZCLA DE REACCION EXON 2 Y EXON 20. GEN BRCA1
CONCENTRACION | CANTIDAD A USAR
REACTIVO INICIAL = FINAL POR TUBO

dH20 19,8 ul
BUFFER 10X =1X 5ul
MgCl2 25mM =1,5mM 3ul
dNTP's x 4 10mM =0,2mM x 4 0,5ulx4
Primers (F '-R") 5uM  =0,4uM x 2 4ulx?2
TucanTaq Poli 0,2u 0,2 und
SUBTOTAL DE LA MEZCLA POR BALA 38 ul
DNA | 250ng/ul = 50ng/ul 12 ul
VOLUMEN FINAL POR BALA 50 ul

Tabla 5 Condiciones en el Termociclador para los Exones 2 y 20 del Gen
BRCA1.

PCR MISMATCH 185delAG (Exon 2) PCR MISMATCH 5382insC (Exon 20)

CONDICIONES EN TERMOCICLADOR CONDICIONES EN TERMOCICLADOR

DENATURACION INICIAL 94°C x 3 min DENATURACION INICIAL 94°C x 3 min
DENATURACION | 94°C x 30 seg DENATURACION [ 94°C x 30 seg
30 CICLOS | ALINEAMIENTO [55°C x 30 seg 30 CICLOS | ALINEAMIENTO |61°C x 30 seg
EXTENSION 72°C x 30 seg EXTENSION 72°C x 30 seg
EXTENSION FINAL 72°C x 10 min EXTENSION FINAL 72°C x 10 min
T° FOREVER 4°C T° FOREVER 4°C

4.1.3.3. Protocolo de la Digestion Enzimatica

(La actividad de las enzimas fue confirmada previamente mediante la digestion del
Plasmido pUC18 y de ADN sin diluir, cada uno con su respectivo control sin
digerir). (En la Tabla 6, se hace referencia a las cantidades y concentracion de
cada reactivo usado en el mix para la digestion enzimatica; estos valores
fueron diferentes cuando se uso6 el amplificado de las pacientes, el ADN
directo y el plasmido pUC18)

1. Limpiar el lugar de trabajo y las pipetas con hipoclorito y alcohol, antes de
empezar el procedimiento.

2. El Buffer de la enzima se debe precalentar en bafio maria a 37°C por 25 min.

3. Preparar el resto de los reactivos con los que se va a trabajar incluyendo el
agua destilada y el BSA correspondiente a cada enzima, mientras el Buffer 10X de
la enzima respectiva se precalienta. (La enzima a usar, se debe afadir a final y
mantener en hielo mientras su uso)

4. Preparar balas de PCR con los amplificados de las muestras que se van a
analizar y codificar las balas de PCR estériles correspondientes, en donde se
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montara la respectiva digestion. (Incluir digeridos y no digeridos de los respectivos
controles positivos y negativo, de muestras y del Plasmido pUC18).

5. Se prepara el mix de las muestras que se van a digerir, en una bala aparte del
mix de las muestras que no se van a digerir.

6. Una vez listo el mix (Tabla 6) que incluye Buffer 10X a 37°C, agua destilada y
BSA, con o sin la enzima segun el caso, se sirve en cada bala respectiva un
volumen de 10 ul.

7. A cada bala segun como corresponda se le anaden 10 ul del amplificado de
cada muestra para obtener un volumen final de 20 ul. (Es importante servir cada
muestra con una punta diferente y tapar cada bala para evitar contaminacion).

8. Digestion del Plasmido pUC18: debe ser mas diluido para obtener mejores
resultados, por lo tanto a las balas correspondientes que contienen 10 ul del mix,
solo se le agregan 5 ul del mismo y luego se le agregan 5 ul de agua destilada
para completar un volumen final de 20 ul. (El plasmido debe estar a T° ambiente
en el momento de usarse).

9. Una vez terminados los pasos 7 y 8, se llevan las balas al bafio maria a 37°C
por 16 hr (para la digestion del exon 20) o por 20 hr (para la digestion del exon 2).
10.Al terminar el proceso de digestion a las 16 hr o 20 hr segun como
corresponda, las balas se disponen en una gradilla y se guardan en la nevera de
PCR o mejor se dispone a continuar con la visualizacién de las bandas obtenidas.
11.Se procede a visualizar las muestras digeridas y no digeridas en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion (LMP) al 4% (50 cc de Buffer TBE 0.5X + 2 gr de
agarosa LMP + 1.5 ul de Bromuro de Etidio), incluyendo los controles positivos y
negativo, el plasmido y el marcador de peso molecular de 50 pb. (El tiempo de
corrido fue de 45 mV por 2 hr y 30 min, y se vio y analizé en un Transiluminador
uv).

Tabla 6 Mezcla de Reaccion Para la Digestion Enzimatica de los Exones 2 y
20 del Gen BRCA1, del Plasmido pUC18 y de ADN directo.

MUESTRAS (ul) PLASMIDO (ul) ADN DIRECTO (ul)

REACTIVOS NO NO NO
DIGERIDOS | 1 ceriDOS |P!'GERIDOS | ) ceRIDOS | PICERIDOS | 1y 6 ERIDOS

Buffer 10X 2 2 2 2 2 2
BSA 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
dH20 73 78 12,3 12.8 15,3 15.8
Enzima 0,5 0,5 0,5
ADN 10 10 5 5 2 2
TOTAL 20 20 20 20 20 20
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4.2. METODO DE ANALISIS DEL ESTUDIO

El analisis de los resultados es de tipo descriptivo, para lo cual se construy6 una
base de datos en EXCEL®, en la cual se consigné la informacién sobre variables
obtenidas previamente mediante el cuestionario aplicado a cada paciente. Para
cada variable continua se hizo el calculo de promedios y para las variables de tipo
nominal y ordinal se hizo el calculo de frecuencias. En las muestras analizadas de
cada paciente se detectd la presencia o ausencia de mutacion y se describi6 la
frecuencia de cada una de estas en la muestra de pacientes de este estudio. Los
resultados estan presentados como tablas y graficos tipo histograma.
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5. RESULTADOS

El total de pacientes incluidos en el analisis genético y en el analisis descriptivo,
fue de 30; a continuacion se hara referencia a los promedios y frecuencias de
variables continuas y nominales/ordinales, respectivamente.

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE FACTORES DE RIESGO EN LAS 30
PACIENTES ANALIZADAS

Entre las caracteristicas que presentaban las pacientes analizadas en el estudio
se encuentran las siguientes: El promedio de edad al momento del diagnéstico de
las 30 pacientes fue de 49,6 anos, (SD 9,1; 27-75 afos) (Tabla 7), de los cuales el
16,7% (5/30) fueron <37 afios (27 a 36 afnos), el 43,3% estuvieron entre los 37 a
50 afios y el 40% entre los 51 a 75 afios. (Tabla 8 y Grafica 1)

Tabla 7 Caracteristicas Generales de las Pacientes Analizadas.

Rangos
VARIABLES PACIENTES
CONTINUAS (v |FROMEDIOS| S0 Dmite | Limite
Inferior Superior

E::;JLFEEE:LJ%EEWICD 100 49,6 anos 9,1 27 ancs 75 anos
nEﬂE;:DAEEALA 100 13,3 afos 82 9 afios 17 afios
EDAD DE LA
MENCOPAL SIA
M 50
51 50 48 8 anos 9,1 45 arics 20 ancs
EDAD DEL
PRIMER PARTO
MO [Nulipara) 67
51 G937 21,2 anos 7.5 15 afios 42 anos
LACTANCIA
ACUMULADA
M 133
51 287 56,7 meses 5.0 3 meses 185 meses
CONSUMO DE
HORMONAS
M i
5l 33.3 6,52 anos 4.5 0.6 afos 18 afos
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Tabla 8 Edad al Momento del Diagndstico de las 30 Pacientes con Cancer de
Mama (rangos).

EDAD DE DIAGNGST IC O (afios) | NOMERG PAC ENT ES FHE‘:{E;&?*‘:'A
37 a 365 3 16,7
37 a 50 13 433
51a75 12 40,0
TOT AL DE PACIENTES 30 00,0

Grafica 1 Frecuencia de Rango de Edades al Momento del Diagnéstico.

EDAD DE DIAGNOSTICO

50,01 e 40,0
< 40,01
g
S
Z 30,01
3
o 16,7
. 20,07 -

10,0 : :

<37 37a 50 51a75
RANGO DE EDAD (afios)

La edad promedio de la primera menstruacion (menarca) fue de 13,3 afios (Tabla
7), siendo la edad de 13 afos la mas frecuente entre las pacientes, con un 33,3%
(10/30). Tres pacientes refirieron una edad de menarca menor o igual a 11 afos,
incluyendo una de 9 afos. (Tabla 9)

Tabla 9 Edad de la Menarca en las 30 Pacientes.

MENARCA (afios) NUMERO DE PACIENTES

9 1

11 2

12 5

13 10 (33.3%)

14 5

15 6

17 1

TOTAL DE PACIENTES 30
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Con respecto al consumo de hormonas exogenas tipo anticonceptivos orales (AO)
y/o terapia de reemplazo hormonal (TRH) en tiempo acumulado (anos), el 66,7%
refirid no haber tomado ningun tipo de hormonas y el 33,3% (Tabla 10) refirio
haber tomado algun tipo de hormonas por un periodo de 0,6 a 18 afos. De este
33.3% que dijo haber consumido hormonas exdgenas, el tiempo promedio en afos
fue de 6.52 (Tabla 7).

Tabla 10 Consumo de Hormonas Exégenas (AO y/o TRH).

AO ylo TRH NUMERO DE PACIENTES FREC(%NC'A
No 20 66,7
St 10 33,3
TOTAL DE PACIENTES 30 100,0

El promedio de edad del primer parto (EPP) de las pacientes fue de 21,2 anos
(Tabla 7), en donde el 43,3% de las pacientes estuvieron dentro del rango de 15 a
20 afos, seguido por el 40% en el rango de 21 a 35 afnos (Tabla 11 y Grafica 2).
Solo una paciente tuvo el primer parto después de los 40 afios (42 afos).

El numero de embarazos a término mas frecuente entre las pacientes fue de 3 y 4,
con un 23,3% (7/30) cada uno (datos no mostrados). Dos de las pacientes son
nuliparas, una con 27 anos y la otra con 59 afios (Tabla 11).

Tabla 11 Edad del Primer Parto.

EPP (afos) NUMERO DE PACIENTES FRECUENCIA (%)
Nulipara 2 6,7
15a20 13 43,3
21a35 12 40,0
35a40 2 6,7
> 40 1 3,3
TOTAL DE PACIENTES 30 100,0

Los datos referentes a la lactancia en tiempo acumulado en meses durante la vida,
mostraron que el 13,3% (4/30) de las pacientes no dio lactancia, de las cuales 2
son nuliparas. La mayoria de pacientes (40%) refirié dar lactancia durante 25 a 96
meses (de 2 a 8 anos acumulado) (Tabla 12). El promedio de lactancia en meses
entre el total de pacientes que dieron lactancia (87,7%), fue de 56,7 (SD 9; 3 -195
meses) (Tabla 7).

Solo el 50% reporté edad de la menopausia, cuyo promedio fue de 49,8 afos
(Tabla 7), siendo las edades mas frecuentes, 50 y 52 (datos no mostrados).
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Grafica 2 Frecuencia en Rango de Edad del Primer Parto.
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Tabla 12 Periodo Acumulado de Lactancia en Meses.

LACTANCIA (meses) | NUMERO DE PACIENTES FREC(‘,,JASNC'A
0 4 13,3
1212 5 16,7
13224 4 13,3
25a 48 6 20,0
49 a 96 6 20,0
> 97 5 16,7
TOTAL DE PACIENTES 30 100,0

El andlisis de la variable ordinal, Estrato Socio Econémico, mostré que la mayoria
de las pacientes pertenecian a los estratos 1 a 4, siendo el mas frecuente el
estrato 1 con un 43,3% (13/30). (Tabla 13)

A continuacion, se hace una descripcion de las familias de las 30 pacientes
analizadas, desde el punto de vista de antecedentes de cancer de mama, ovario

y/u otro tipo de cancer.

En total, el 53,3% de las pacientes no refiri6 ningun antecedente de cancer de
mama en los familiares; el 46,7% (14/30) presentdé al menos un (1) familiar en
primer o segundo grado afectado de cancer de mama. (Tabla 14, Tabla 16 y

Grafica 3)
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Tabla 13 Frecuencia del Estrato Socio-Econdmico.

ESTRATO SOCIO- .
ECONOMICO NUMERO DE PACIENTES

1 13 (43,3%)

2 5

3 5

4 5

5 1

6 1

TOTAL DE PACIENTES 30

Tabla 14 Antecedentes Familiares de Cancer de Mama en Primer y/o
Segundo Grado en las Pacientes Analizadas.

NUMERO DE FAMILIARES CON ¢
CANCER DE MAMA NUMERO DE PACIENTES FRECUENCIA (%)
0 16 53,3
1 7 23,3
2 3 10,0
3 4 13,3
TOTAL DE PACIENTES 30 100,0

Grafica 3 Antecedentes Familiares de Cancer de Mama.
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De las 30 pacientes incluidas en el analisis descriptivo, 5 tenian 36 afilos o menos
al momento del diagnostico y de estas 4 (13.3%) no reportaron ningun cancer de
mama, ovario u otro en los familiares (Tabla 15 y 16).

En general, el 86,7% (26/30) de las pacientes refirié6 al menos 1 antecedente de
cancer de mama, ovario u otros relacionados con mutaciones en el gen BRCA1,
como son de proéstata, estdmago, colon, utero y vesicula biliar, entre otros. De
estos el 20% (6/30) refirié antecedentes familiares de solo cancer de mama, el
40% (12/30) antecedentes familiares de otros tipos de cancer, diferente a mama,
solamente, y el 26% (8/30) refiri6 antecedentes familiares tanto de cancer de
mama, como de otros tipos (Tabla 15 y 16).

Tabla 15 Antecedentes Familiares de Cancer de Mama y Otros, en las 30

Pacientes.
. NUMERO DE | FRECUENCIA

CANCER EN LOS FAMILIARES PACIENTES (%)
CANCER DE MAMA Y/U OTROS CANCER
Solo Cancer de Mama 6 20
Solo Otros Cancer 12 40,0
Cancer de Mama y Otros Cancer 8 26,7
TOTAL DE PACIENTES 26 86,7
NINGUN CANCER 4 13,3
TOTAL DE PACIENTES 30 100

Solo una paciente de 52 anos al momento del diagndstico, presento un familiar
afectado de cancer de ovario. La familiar afectada es una prima que fue
diagnosticada a los 38 afios (linea paterna). Esta misma paciente, presentd
multiples familiares afectados por cancer en las dos lineas paternas. Por la linea
materna, referencio una tia con diagndstico de cancer de mama a los 30 afios, un
tio diagnosticado de cancer gastrico a los 40 afios y una prima diagnosticada de
cancer de tiroides a los 37 anos. Por la linea paterna, referencié dos primas de 60
y 52 afios al momento del diagndstico de cancer de mama, tres tios(as) afectadas
por cancer de pancreas (86 anos), cancer gastrico (80 afios) y cancer de piel (84
anos), y la prima, que ya se referencio, afectada por cancer de ovario. (Tabla 16)

Una paciente refiri6 una hermana afectada tanto por cancer de mama como de

utero, pero este dato no fue confirmado con la historia clinica de la familiar, por
este estudio. (Tabla 16)
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Tabla 16 Descripcion de las Pacientes Segun sus Antecedentes Familiares.

« EDAD DE fos)®rad°
pA(r;JENTE DIAGNOSTEO ANTECEDENTES FAMILIARES DE CANCER. (Afios)
(afios) MAMA OVARIO OTRO
Cervix (48,55)"
Nasal (80,48)"2
1 67 Prostata (18,65)'
Gastrico (33)°
No Especificado (40)?
2 70 Prostata (60,70)"
3 46 (35)°
4 40 (40)’ Prostata (70)’
5 68 Esofago (720)1
Colon (38)
6 59 Vesicula Biliar (72)’
Cerebral (56)'
7 67 Utero (22)°
Gastrico (50)°
(46)’ Tiroide (40)"
8 46 Gastrico (60)°
No Especificado (60)?
(35,55)° Colon (59)"
Esdfago (60)?
9 67 Leucemia (50,60)?
Gastrico (50,60)
LP Esofago-gastrico (83)’
10 45 (48,52,64)’ Utero (48)’
11 35 (26,62)'
12 35
13 46 Hepatico (68)’
14 41 Utero (50)°
15 75 Colon (50)'
16 (2,7) Gastrico (60)°
55 Hepatico (70,70)
No Especificado (50)?
17 60 LM (50,56,60)’' LP Tejidos Blandos (34)°
18 27
19 83 Utero (83)°
20 39 (72)°
21 32
LM (30)° LM Gastrico (40)°
22 LM Tiroides (37)°
52 LP (52,60) LP (38 | LP Gastrico (80)
LP Pancreas (86)°
LP Piel (84)
23 53 (44)’
24 36
25 (45)’ LP Hepatico (70)°
44 LP (46,50)? LM Pulmonar (46)?
LM Hepatico (53)°
61 Prostata (?)’
26 No Especificado (<40)?
27 41 Gastrico (?)°
28 47 Colon (68)°
29 38 (50)°
30 50 (48)’
* El nimero del paciente no corresponde con el sistema de codificacion implementado.
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5.2, ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS Y
CLINICAS DE LAS 30 PACIENTES ANALIZADAS

Se exponen inicialmente las caracteristicas histopatologicas del cancer de mama
de las pacientes estudiadas y posteriormente, se realizara la descripcion de las
caracteristicas clinicas.

La mayoria de pacientes no reporto o no tenian resultado del BACAF (76,7%),
solo de 7 se tomo el dato, y de estos, 4 (13,3%) tuvieron resultado positivo para
malignidad. (Tabla 17)

El tipo histopatologico mas frecuentemente reportado en esta cohorte fue el
Carcinoma Ductal Infiltrante Moderadamente/Pobremente Diferenciado, con un
63,3% (19/30). Solo una paciente fue diagnosticada en estadio in situ y fue de tipo
ductal. (Tabla 17 y Grafica 4)

Tabla 17 Descripcion de las Caracteristicas Histopatolégicas del Tumor de Mama.

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS NUMERO DE FRECUENCIA

PACIENTES (%)
BACAF
Positivo Para Malignidad 4 13,3
Altamente Sospechoso Para Malignidad 1 3,3
Sospechosos/Sugestivo Para Malignidad 2 6,7
No Dato 23 76,7
TOTAL PACIENTES 30 100,0
BIOPSIA

Carcinoma Ductal Infiltrante Altamente Diferenciado 10
Carcinoma Ductal Infiltrante Mod/Poco Diferenciado 63,3

3
19
Carcinoma Ductal In Situ 1 3,3
Carcinoma Lobulillar Infiltrante Altamente Diferenciado 2 6,7
4
1
30

Carcinoma Lobulillar Infiltrante Mod/Poco Diferenciado 13,3

Carcinoma Tubulo-Lobulillar 3,3
TOTAL PACIENTES 100,0
GRADO HISTOLOGICO BLOOM- RICHARDSON

Bajo Grado 5 16,7
Moderado Grado 14 46,7
Alto Grado 5 16,7
No Dato 6 20,0
TOTAL PACIENTES 30 100,0
RECEPTORES HORMONALES

ER(-)yPR(-) 14 46,7
ER(-)y PR (%) 2 6,7
ER(+¥) y PR (-) 0 0,0
ER (+) y PR () 9 30,0
No Dato 5 16,7
TOTAL PACIENTES 30 100,0
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Grafica 4 Frecuencia en el Reporte Histopatolégico.
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El grado histologico bloom-richardson reportado con mayor frecuencia fue el
moderado, con un 46,7%. La frecuencia de alto grado fue de 16,7% y de bajo
grado 16.7%. (Tabla 17 y Grafica 5)

Grafica 5 Frecuencia en el Reporte del Grado Histopatolégico.
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El 46,7% de los pacientes reportaron ser receptores hormonales negativos y el
30% receptores hormonales positivos, siendo este ultimo de mejor prondstico.
(Tabla 17)

A continuacién se expone el analisis de las caracteristicas clinicas del cancer de
mama en las 30 pacientes estudiadas.

El reporte mamografico BIRADS 4, indicador de sospecha para malignidad de la
mama, fue el mas frecuente con un 66,7% (20/30), y el 20% reporté BIRADS V
(Altamente sospecho de malignidad). (Tabla 18 y Grafica 6)

El estadio mas frecuente al momento del diagnéstico fue E 11IB con un 43,3%, lo
que sigue siendo en un estadio muy avanzado. (Tabla 18 y Grafica 7)

Tabla 18 Caracteristicas Clinicas de las 30 Pacientes Estudiadas y sus Frecuencias.

: . NUMERO DE | FRECUENCIA

CARACTERISTICAS CLINICAS PACIENTES (%)
MAMOGRAFIA
BIRADS IV 20 66,7
BIRADS V 6 20,0
No Dato 4 13,3
TOTAL PACIENTES 30 100,0
ESTADIO EN EL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO
Estadio Cero (0) 1 3,3
Estadio | 2 6,7
Estadio Il A 0 0,0
Estadio Il B 0 0,0
Estadio lll A 5 16,7
Estadio lll B 13 43,3
Estadio IV 0 0,0
No Dato 9 30,0
TOTAL PACIENTES 30 100,0
DIAGNOSTICO DEFINITIVO
Carcinoma Ductal 21 70
Carcinoma Lobulillar 7 23,3
Carcinoma Ductal In Situ 1 3,3
Carcinoma Lobulillar In Situ 0 0,0
Carcinoma Tubulo-Lobulillar 1 3,3
TOTAL PACIENTES 30 100,0
LOCALIZACION DEL TUMOR
Unilateral 30 100,0
Bilateral 0 0,0
TOTAL PACIENTES 30 100,0
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El cancer ductal fue el mas frecuente (70%), como ya se ha referenciado en la
literatura. Se reportd un caso de carcinoma tubulo-lobulillar con un 75% de tipo
tubular, y 10 y 15% lobulillar y ductal in situ, respectivamente. (Tabla 18 y Grafica
8) ElI 100% de los pacientes tenian compromiso unilateral (Tabla 18).

Grafica 6 Reporte de BIRADS mas Frecuente en la Cohorte de Pacientes.
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Grafica 7 Estadio de la Enfermedad mas Frecuentemente Reportado.
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Grafica 8 Diagnéstico Definitivo de Cancer de Mama mas Frecuente en la
Cohorte de Pacientes.
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5.3. ANALISIS MOLECULAR DE LOS EXONES 2 Y 20 DEL GEN BRCA1.

Por medio de la técnica PCR-Mismatch, que se describio previamente, se hizo el
analisis molecular del gen BRCA1, con el fin de hallar alguna de las dos
mutaciones mas reportadas en diversas poblaciones segun varios estudios y el
BIC, en las 30 pacientes de esta cohorte.

En el analisis correspondiente al exon 2, no se encontré la mutacion 185delAG en
esta cohorte de pacientes analizadas. (En la Figura 18, se observa la muestra
019, representando las 30 muestras negativas para la mutacion 185delAG,
junto con el control positivo, el control negativo (linea celular MCF-7) y el
plasmido pUC18 (para probar la actividad de la enzima Hinf I), todos
digeridos y sin digerir, en un gel de Agarosa LMP al 4% con un marcador de
peso molecular, MPM, de 50 pb).

En la figura 19, ademas, se expone una submuestra del total de pacientes
analizadas para el exon 2, en la cual se observa -en todos los casos- una banda
de 150 pb, correspondiente al alelo normal, es decir, negativo para la mutacion
185delAG. (En la Figura 19 se observan las muestras 001, 002, 004-018
digeridas con Hinf I, junto al control negativo (linea celular MCF-7) digerido y
sin digerir, en un gel de Agarosa LMP al 4% con un MPM de 50 pb). La flecha
roja sefala la muestra 004, que es negativa para la mutacién de interés en el exon
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2 del gen BRCA1, este resultado se correlaciona y valida con lo observado
mediante secuenciacion directa (ver Figura 20).

Figura 18 Gel de Electroforesis del Exon 2, Muestra 019 con Controles.
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Figura 19 Analisis de Restriccion Enzimatica del Exon 2 en una Submuestra
del total de Pacientes Estudiadas
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Figura 20 Electroferograma de Secuenciacion Directa del Exon 2 del Gen
BRCA1, Muestra 004.

VUV

La linea roja subraya la secuencia normal AG AG y el circulo morado sefala el
cambio de base generado mediante la técnica de PCR-Mismatch, en el que se
buscaba cambiar una G por una C, como es posible observar.

En el anadlisis correspondiente al exon 20, tampoco se encontré la mutacion
5382insC en ninguna de las pacientes analizadas (En la Figura 21, se puede
observar una de las muestras analizadas, 018, representando las 30
muestras negativas para la mutacion 5382insC, junto con el control positivo,
el control negativo (linea celular MCF-7) y el ADN directo (para probar la
actividad de la enzima Dde I), todos estos digeridos y sin digerir, en un gel
de Agarosa LMP al 4% con un MPM, de 50 pb).

En la figura 22, se puede observar en una submuestra de esta cohorte de
pacientes, en todos los casos, una banda de 214 pb, correspondiente al alelo
normal, o sea, negativo para la mutacion 5382insC. (En la Figura 22 se observan
las muestras 001-014 digeridas con Dde I, junto al control negativo (linea
celular MCF-7) digerido y sin digerir, en un gel de Agarosa LMP al 4% con un
MPM de 50 pb).
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Figura 21 Gel de Electroforesis del Exon 20, Muestra 018 con Controles.
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Figura 22 Analisis de Restriccion Enzimatica del Exon 20 en una
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6. DISCUSION

El cancer de mama es un problema de salud publica, que afecta a la poblacién de
mujeres a nivel mundial, y que por sus dificultades en el diagndstico oportuno y
manejo, se ha convertido en una prioridad para la mayoria de los paises,
principalmente aquellos que reportan las mas altas incidencias. Es por esto que el
estudio de esta patologia desde el punto de vista molecular y genético, ha tomado
un gran impulso desde el descubrimiento e identificacion de los genes BRCA1-2,
de alta penetrancia para cancer de mama (Miki Y, et al. 1994; Wooster R, et al.
1995).

Debido al alto riesgo para cancer de mama y/u ovario asociado a mutaciones en
los genes BRCA1-2, el analisis molecular de éstos se ha popularizado y diversos
métodos de abordaje han sido descritos, con el objeto de optimizar el estudio de
los mismos, primordialmente en los grupos de alto riesgo para la enfermedad, que
son basicamente aquellos con multiples antecedentes familiares de cancer de
mama y/u ovario. Otro grupo de pacientes como aquellos con cancer de mama en
edades muy tempranas, bilateralidad del tumor primario, y cancer de mama y
ovario en la misma persona, se han descrito como poblacién de alto riesgo para
tener una mutacion en alguno de los genes BRCA, y por lo tanto, se deben incluir
en los estudios genéticos (Kutner S. 1999).

En esta cohorte de pacientes con cancer de mama, no se tuvieron en cuenta
criterios estrictos de alto riesgo; el 86.7% tenian al menos un familiar en 1° o 2°
afectado por cancer de mama, ovario u otro tipo de cancer relacionado con
BRCA1, como de colon, préstata, estdomago, utero, higado, vesicula biliar y
pancreas (Montero J. http://www.cirugest.com/htm/index.php; Ford D. 1998;
Struewing JP, et al. 1997), y el 13.3%, a pesar que no tenian ningun antecedente
de cancer, correspondidé a pacientes con cancer de mama de aparicién temprana,
a los 36 afios o menos para el momento del diagndstico, todos los anteriores se
tomaron como indicadores de una posible susceptibilidad heredo-familiar. En otros
estudios también se han usado criterios poco restrictivos, por ejemplo, lkeda et al
(2001), incluyeron pacientes con cancer de mama, con al menos un familiar en 1°
con cancer de mama o cancer de ovario, para el analisis de genes BRCA, en
poblacion japonesa, encontrando mutaciones BRCA1 en el 13.3% (15/113) de las
pacientes; en otros como el realizado por Peto et al (1999), se analizaron 254
pacientes con cancer de mama de aparicion temprana, antes de los 36 anos, y
encontraron mutaciones BRCA1 en el 3.5% (9/254), a su vez, en el estudio
realizado por Ruiz-Florez et al (2002), se incluyeron a 32 mujeres mexicanas con
cancer de mama diagnosticado a los 35 anos o antes y encontraron mutaciones
BRCA1 en el 3.13% (1/32). (Ikeda, et al. 2001; Peto, et al. 1999; Ruiz-Florez, et al.
2002)
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En términos de resultados del analisis molecular, en nuestra cohorte de pacientes
no se encontro la mutacién de interés (185delAG) en el exon 2. En otros estudios,
como en el realizado por Trincado et al (1999) en Chile, que incluyeron 15
pacientes con cancer de mama familiar y 40 de tipo esporadico, tampoco se
encontré esta mutacion; sin embargo, en estudios mas recientes en esta misma
poblacion, se logro identificar la mutacion en bajas frecuencias; Jara et al (2002),
analizaron esta mutacion en 382 mujeres sanas, con al menos 2 familiares de
cancer de mama, encontrando una frecuencia del 0.26% (1/382) y Jara et al
(2006), la encontraron en el 3.17% (2/63) de las familias, seleccionadas por
criterios de alto riesgo para la enfermedad. (Trincado, et al. 1999; Jara, et al. 2002;
Jara, et al. 2006) La mutacion 5282insC del exon 20, BRCA1, tampoco se
encontrd en las 30 pacientes incluidas en este estudio. En Latinoamérica se han
llevado a cabo algunos estudios en su busqueda, como, Jara et al (2002), quienes
no encontraron la mutacion en 382 mujeres sanas, con al menos 2 familiares con
cancer de mama; por su parte Dufloth et al (2005), en una muestra de 31
pacientes de Brasil, con cancer de mama e historia familiar, encontraron la
mutacion en un 3.2% (1/31). (Jara, et al. 2002; Dufloth, et al. 2005)

Con respecto a las caracteristicas histopatologicas y clinicas de esta cohorte, se
encontr6 que el tipo histopatolégico mas frecuente fue el Carcinoma Ductal
Infiltrante Moderada/Pobremente Diferenciado con un 63.3%, para un diagnostico
definitivo de Carcinoma Ductal con una frecuencia del 70%, acorde con el 77.6%
reportado en la literatura (Mantilla et al. 2006). El 60% de las pacientes analizadas
fueron diagnosticadas en estadios IlIA (16.7%) y llIB (43.3%), indicando que
lastimosamente se sigue detectando el cancer de mama en etapas muy
avanzadas, cuando las posibilidades de sobrevida y curacion de las pacientes
estan reducidas, lo anterior corresponde con el 71.5% reportado en estudios
locales (Mantilla et al. 2006). Con respecto a los receptores hormonales, se
observd que en el 46,7% de los tumores, los receptores de estrogenos (ER) y
progestagenos (PR) fueron negativos, y que en el 30% fueron positivos. Esto
habria sido interesante verlo desde la perspectiva de la presencia de mutaciones
en los genes BRCA1 y/o BRCA2, ya que estudios como el llevado a cabo por
Palacios et al (2003), logra relacionar de forma significativa los tumores BRCA1 (+)
con la negatividad de los ER y PR ( p 0.001 y p 0.002, respectivamente), mediante
analisis inmunohistoquimicos de tejidos de cancer de mama (Palacios, et al.
2003); lo anterior corresponde con las caracteristicas fenotipicas de tumores
BRCA1 ya descritas, que son de tipo epitelial basal y suelen ser de alto grado.
Aunque en este estudio en particular, el grado histologico Bloom-Richardson mas
frecuente fue moderado, con un 46.7%, valdria la pena extender el analisis
mutacional en esta cohorte de pacientes, no solo en el gen BRCA1 sino también
en el BRCA2, dadas las caracteristicas inmunohistoquimicas ya referidas.

Es interesante ver que en esta cohorte de pacientes, otros factores de riesgo ya
conocidos para cancer de mama, como la edad de la menarca (13.3 afos), la
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edad de la menopausia (49.8 anos), la edad del primer parto (21.2 anos), la
lactancia acumulada durante la vida (56.7 meses equivalente a 4.7 afios entre el
86.7% de las pacientes) y el consumo de hormonas (6.52 afios entre el 33.3% de
las pacientes), no parecen haber jugado un papel importante en el desarrollo de
esta enfermedad multifactorial; sin embargo, por el nimero de muestra no es
posible concluir al respecto. El promedio de edad de diagndstico de esta cohorte
fue de 49.6 afnos que coincide con el promedio de edad de la menopausia (49.8
anos), esto teniendo en cuenta que el riesgo de cancer de mama aumenta con la
edad y que es mas frecuente en mujeres posmenopausicas -para el cancer de
mama en general-, nos hace pensar que la edad no constituy6é un claro factor de
riesgo para este grupo; sin embargo, se debe tener en cuenta que cuando existe
una historia familiar de cancer de mama y otros tipos como de ovario, la edad de
presentacion es mas temprana en los nuevos afectados.

Segun la base de datos “BIC” del NIH, las mutaciones 185delAG, exon 2 y
5382insC, exon 20, del gen BRCA1, son las méas reportadas (NIH/NHGRI, Ultima
revision en Marzo de 2007) y se han encontrado en diversos grupos poblacionales
como son Judios —Ashkenazis y Sefarditas- (Struewing JP, et al. 1995; Roa BB, et
al. 1996; Fitzgerald MG, et al. 1996; Neuhausen S, et al. 1996; Thorlacius S, et al.
1996; Oddoux C, et al. 1996; Offit K, et al. 1996), Alemanes (Backe J, et al. 1999)
y Esparfoles (Osorio A, et al. 1998), que parecen tener relacién con poblacion
santandereana de acuerdo a: la historia migratoria de estos grupos a la region, los
estudios de linajes mediante la tipificacion haplotipica de cromosoma Y (Solano V.
2006. Online, Comunicaciéon Telefénica con la Dra. Torres) y la ancestria de cada
una de estas mutaciones (Neuhausen, et al. 1996; Diez O, et al. 1999; Bar-Sade
RB , et al. 1998). Lo anterior motivé aun mas la realizacion de este estudio, para lo
cual se empleo el método de PCR-Mismatch, ya descrito en otras poblaciones
como Chile, Alemania y Ashkenazi’'s (Jara L, et al. 2002; Jara L, et al. 2002;
Backe J, et al. 1999; Abeliovich D, et al. 1997); el método de PCR-Mismatch en
este estudio, resulto ser sencillo de realizar y de analizar, mas aun, fue
reproducible y se pudo validar con la secuenciacion directa. El grupo de Jara, en
Chile, lo ha empleado en varios de sus estudios, asi mismo, este fue usado
previamente por Abeliovich y Backe para el andlisis de estas mismas mutaciones;
lo anterior nos generd confianza en la técnica y en los primer’s reportados. Otros
meétodos pueden ser usados en el abordaje de los genes BRCA, y su escogencia
debe ser en términos del tipo de mutacién que se quiera buscar y en la
sensibilidad que se quiera obtener en el proceso, cabe resaltar, que la
heterogeneidad observada en cuanto a las frecuencias de mutaciones BRCA en
diversas poblaciones, se han atribuido no solamente a diferencias en cuanto a
factores ambientales (geografia-estilo de vida-cultura-dieta) y factores genéticos,
sino también a los criterios de inclusién de las familias/poblacién, a las técnicas
moleculares de analisis empleadas y a la metodologia del analisis molecular como
tal, es decir, si se estudia la totalidad de los genes, o solo algunas regiones.

Es claro que los estudios realizados hasta la fecha han fallado en identificar otros
genes de alta penetrancia diferentes a los BRCA; teniendo en cuenta que estos
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genes explican solo una pequefia proporciéon de los cancer de mama heredo-
familiar, se propone que este cancer es, no solo multifactorial sino también
poligénico y que existirian muchos loci involucrados en su desarrollo, de los cuales
cada uno tendria un pequefo efecto en el riesgo para la enfermedad. Easton et al
(2007) realizaron un estudio de asociacion con el objeto de identificar otros loci de
susceptibilidad para cancer de mama; este estudio se realiz6 en tres etapas en las
que se contd con un stock de SNP’s (Single Nucleotide Polymorphisms) para
identificar variantes ya conocidas a lo largo del genoma, en cada una de las
etapas estos SNP’s fueron genotipados en grupos casos (familias con 2 o mas
casos de cancer de mama en 1°) y controles, solo aquellos SNP’s que mostraron
diferencias significativas en los dos grupos, fueron escogidos para continuar a la
siguiente etapa. De esta manera, de un stock de 266.722 SNP’s usados en la
primera etapa, se terminé con un stock de 30 SNP’s en la tercera etapa. Al final,
los analisis de asociacion permitieron identificar cinco (5) loci relacionados con el
cancer de mama, cuatro (4) de estos contienen posibles genes causales, que son:
FGFR2 (Receptor del Factor de Crecimiento de Fibroblastos), TNRC9 o TOX3 (de
funcién desconocida), MAP3K1 o MEKK (Kinasas de las Kinasas de las Proteinas
Kinasas Activadas por Mitégenos 1) y LSP1 o WP43 (Proteina Especifica de
Linfocitos 1). El gen que mostré mayor asociacion con el cancer de mama, fue el
FGFR2; asi mismo es de resaltar que tres (3) de los cuatro (4) genes identificados
estan relacionados con mecanismos del control del crecimiento celular y
senalizacién; este hallazgo abre nuevas expectativas con respecto a la
investigacion en genética del cancer de mama, pues a diferencia de este estudio,
los anteriores se centraron en analizar genes de reparacion y de la sintesis y
metabolismo de hormonas sexuales. (Easton, et al. 2007)

Si bien es cierto que se cumpli6 con el minimo de pacientes propuesto
previamente para este estudio, los criterios de inclusién no fueron estrictos; se
recomienda que en una proxima oportunidad se opte por tener criterios de
inclusién de Alto Riesgo para ser portador de mutaciones en estos genes;
algunas propuestas con respecto a los criterios de alto riesgo son: los
recomendados por el U.S. Preventive Services Task Force (Tres o mas familiares
con cancer de mama; Minimo dos familiares con cancer de mama, al menos uno
de ellos <50 afos; Un familiar con cancer de mama y ovario; Dos o mas familiares
con cancer de ovario; Un familiar en primer grado con cancer de mama bilateral,
Un caso de cancer de mama en un familiar masculino y Un afectado con cancer
de mama antes de los 30 afnos) (U.S. Preventive Services Task Force. 2005) y los
propuestos por Stoppa-Lyonnet (Dos familiares en 1° con cancer,1 0 mas cancer
de mama <40 anos y/o cancer de ovario a cualquier edad; Tres o mas familiares
en 1-2° con cancer de mama u ovario) (Stoppa-Lyonnet, et al. 1997). Asi mismo
recomendamos ampliar el tamafio de la muestra, con el objetivo de obtener
resultados con mayor significancia estadistica.

A nuestro conocimiento, este es el primer estudio sobre cancer de mama
heredo/familiar en Bucaramanga, Santander, que pretende indagar sobre los
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aspectos genéticos relacionados y que ha despertado el interés de la comunidad
universitaria UIS; aun asi, estamos concientes del minimo aporte a la comunidad
cientifica, en general, con respecto a este tema; por lo mismo, sugerimos que en
un proyecto futuro, se estudie una mayor proporcién del gen BRCA1 (si es posible
en su totalidad), asi como abordar también el gen BRCA2, con el fin de
proporcionar un aporte mas significativo, desde el punto de vista estadistico, en la
determinacion del perfil genético de estos dos genes en la poblacion de riesgo de
Bucaramanga, Santander. También es importante contemplar dentro de los
analisis moleculares en pacientes con cancer de mama, el estudio no solo de
genes de alta penetrancia, sino de nuevos genes identificados como asociados a
esta patologia.
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7. CONCLUSIONES

1. A pesar que el tamano de la muestra no permite hacer analisis de significancia
estadistica, se observa con respecto a las caracteristicas histopatologicas vy
clinicas, resultados comparables con los encontrados en la literatura.

2. La frecuencia reportada a partir de este estudio para las mutaciones 185delAG,
exon 2 y 5382insC, exon 20 del gen BRCA1, son de 0%, para cada una.

3. Debido a que no se encontré ninguna de las dos mutaciones objeto de este
estudio, no se pudo relacionar la presencia de mutacion con las caracteristicas
clinicas, histopatolégicas y/o familiares de la cohorte de pacientes.

4. Resultaria interesante, sin embargo, dar continuidad a este estudio, desde el
punto de vista de tamizaje genético, pues los resultados correspondientes a los
receptores hormonales negativos en esta cohorte, sugieren el compromiso del gen
BRCA1 en este grupo en particular.

5. En una poblacion donde no se conoce aun el espectro mutacional de un
determinado gen, en especial tan extenso y heterogéneo como son los genes
BRCA, es importante hacer abordajes iniciales que incluyan el analisis genético de
la totalidad del gen, con el fin de hacer un tamizaje que permita identificar las
caracteristicas genotipicas en la poblacion y en base a esto, disefar
posteriormente estudios mas especificos al respecto.

6. A nuestro conocimiento, este es el primer abordaje desde el punto de vista
genético y molecular del cancer de mama, en poblacién santandereana.

7. Mas estudios con respecto a los aspectos moleculares y genéticos del cancer
de mama son requeridos en la poblacion de Bucaramanga, Santander, para
continuar indagando sobre la epidemiologia molecular de esta enfermedad, en lo
posible, en mujeres de alto riesgo, y usar entonces esta informacion para el
desarrollo e implementacion de metodologias que faciliten la identificacién de la
poblacion en riesgo, y por tanto el abordaje de los mismos, desde el punto de vista
de la prevencidon secundaria, el diagnostico precoz y el tratamiento oportuno en los
afectados, mejorando su sobrevida y su calidad de vida, e incluso, logrando su
curacion.
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8. RECOMENDACIONES

1. Trabajar en la posibilidad de estudiar de forma mas completa los genes BRCA
en las pacientes de esta cohorte.

2. Para estudios de investigacion a futuro, en esta misma linea, ampliar el tamafo
de la muestra en lo posible, teniendo en cuenta criterios de inclusién mas estrictos.

3. Para efecto de estudiar el espectro mutacional de los genes BRCA en nuestra
poblacion, el uso de técnicas de tamizaje es ideal, pues van a permitir identificar
variantes que pueden ser caracterizadas posteriormente mediante secuenciacion
directa, permitiendo de esta manera, una reduccién en los costos.

4. Con el paso anterior, es posible identificar mutaciones recurrentes y determinar
si tienen efecto fundador, mediante analisis haplotipicos adicionales; al identificar
las mutaciones mas frecuentes en la poblacion y que estan explicando la mayoria
de los casos de cancer de mama, es posible optimizar el analisis genético, tanto
en tiempo como en costos, pues se buscarian inicialmente las mutaciones mas
frecuentes mediante técnicas menos costosas y laboriosas, y solo cuando el
resultado sea negativo, se continuaria con una busqueda mas extensa en cada
caso en particular.
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10. ANEXOS

ANEXO A. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBAS GENETICAS Y
MOLECULARES

coD: MAESTRIA EN CIENCIAS BASICAS
BIOMEDICAS UIS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA FRUEBAS
GENETICAS ¥ MOLECULARES

Medico Informante

Investigador Principal MARIA CAROLINA SAMNABRIA SALAS. MD.
Teléfono Casa 6352235 Celular 3107931361

Director de Tesis

Servicio
Mombre del Paciente Ceédula
NMombre del Acudiente (Parentesco) Ceédula

TiITULO DEL ESTUDIO
Analisis de mutaciones en el gen BRCA1 en mujeres con cancer de mama heredo-
familiar atendidas en los servicios de oncologia de Bucaramanga.

INTRODUCCION

El cancer en general, incluyendo el de mama s una enfermedad genética vy multifactorial
que puede ser o no hereditaria. En la actualidad se considera un problema mundial de
salud pdblica, siendo la primera causa de enfermedad por cancer en con un 22% v la
segunda causa de muerte por cancer conun 15% en mujeres.

Debido a que la frecuencia de cancer de mama ha ido en aumento no solo a nivel mundial
sino tambien en Santander, Colombia, es importante ewvaluar todos los factores
relacionados con esta enfermedad.

Con el objetivo de determinar la relacion de la presencia de mutaciones genéticas con el
desarrollo de Cancer de Wama en mujeres que como usted han sido diagnosticadas, se
le invita a formar parte de este estudio.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

Gracias a novedosas técnicas de biclogia molecular v genética se han podido identificar
marcadores caracteristicos en los diferentes tipos histopatoldgicos del cancer de mama,
que a su veZ se relacionan con determinados cambios/mutaciones en genes especificos.
Esto quiers decir gue &l cancer de mama tiene warias "caras” que comparten similtudes,
pero que también pueden diferir, es por esto gue no todos los tipos de cancer ni todos 1os
pacientes se deben tratar bajo los mismos parametros, sino gue el tratamiento v
seguimiento debe ser individual para cada una de ellas.
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Este es un estudio que se espera contribuya a generar un mayor conocimiento de esta
enfermedad en mujeres de nuestra poblacidn con diagnostico de cancer de mama
heredo-familiar, asi como también a proponer programas de consgjeria genetica en un
futuro, que tengan camao fin la orientacion de pacientes y médicos en la escogencia de las
mejores opciones terapéuticas vy de seguimiento para cada paciente en particular.

PROCEDIMIENTO

El estudio se hara en mujeres diagnosticadas con cancer de mama, de cualquier edad,
con al menos 1 antecedente familiar de cancer de mama, ovario u otro tipo de cancer
asociado a mutaciones en el gen BRCAT como el de prdstata, gastrico, colon, pancreas,
wia biliar y dtero. Mo se incluiran mujeres en el estudio que estén emparentadas con otras
de este mismo estudio.  La duracién de este serd de un afio.

Se incluiran un minimo de 30 mujeres con las caracteristicas ya descritas que hayan sido
atendidas en servicios de oncologia de Bucaramanga.

Se extraeran 10 ml de sangre venosa de cada paciente. Esta muestra sera rotulada con
un cédigo para proteger la identidad de cada paciente, serd analizada por medio de
técnicas moleculares para el estudio de mutaciones en el ADMN y ademas se mantendra
almacenaday congelada para ser usada en estudios posteriores relacionados.

Ademas, se le hara una encuesta completa para recopilar datos personales de la
enfermedad actual, factores sociodemograficos, antecedentes clinicos y familiares.

El resultado de la prueba, se le hara saber solo si usted asi o desea, de lo contrario no.

RIESGOS Y MOLESTIAS

Los riesgo y molestias estan relacionados en su meayoria con factores psicosociales,
principalmente en &l caso de las pacientes que decidan conocer los resultados de la
prueba, debido al mal concepto que pueden desarrollar con respecto a si mismas por ser
portadoras de mutaciones para la enfermedad.  Con respecto a este punto, es necesario
evitarlo al maximo. Esto se lograra explicandale muy bien al paciente todo o referente a
la enfermedad vy los hallazgos en su caso en particular.

Los riesgos que existen al extrasr sangre son minimos e incluyen: molestia, pérdida de
sangre o amoratamiento en el lugar de penetracion de la aquja.

COSTOS PARA USTED
Minguno.

SU PARTICIPACION ES VOLUNTARIA

Este formulario de consentimiento le brinda informacidn sobre el estudio la cual le sera
debidamente explicada. Una vez que usted entienda el estudio v acepte participar en él,
se le solicitara que firme este formulario de consentimiento. Usted recibira una copia para
guardar en sus archivos.
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Declaro estar informado y haber comprendido que {(pacents)

puede estar afectado o ser portador de una alteracian genética (hereditaria) v que es
importante la realizacion de pruebas genéticas para entender la relacion de estas en &l
desarrollo de cancer de mama en mujeres de nuestra poblacion.

Doy consentimiento a los Dra Maria Carolina Sanabria Salas, aspirante a fitulo de
MWaestria para utilizar la muestra (10 ml sangre penférica) v procesarlas con técnicas
moleculares para el estudio de posibles alteraciones geneticas relacionadas con la
enfermedad. =l MO

Doy consentimiento para sl almacenamiento y conservacion de las muestras, para su
Uso en investigaciones futuras relacionadas con la enfermedad, una vez aprobado por &l
comite de etica. Sl MO

Doy consentimiento para a la utilizacion de las muestras como poblacion contral en
otros estudios cientificos relacionados con la enfermedad, para ampliar el conocimiento
acerca del comportamiento molecular y genético del Cancer de mama, todo esto con
previa aprobacion del comité de ética. Sl )

=& me ha informado que tengo derecho a decidir si quiero saber o no el resultads de las
pruebas realizadas, v que tengo derecho a cambiar de opinidn en el futurg.

Actualmente,
S deseo conocer el resultado relacionado con la patologia

Mo deseo conocer el resultado relacionado con la patologia

Lugary Fecha:

Firma del paciente Firma Testigo o
Persona Responsable

DRA. MARIA CAROLINA SANABRIA SALAS.
RM: 1115403 )
ESTUDIANTE DE MAESTRIA UIS.
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PROYECTO CANCER DE MAMA
CUESTIONARIO

DATOS PERSONALES FECHA:

NOMBRE:

EDAD: CC:
FECHA NACIMIENTOQ/LUGAR:
PROCEDENCIA:

RESIDENCIA:

TELEFONO: CELULAR:
NIVEL SO CIOECONOMICO:

SEGURIDAD SOCIAL:
EPS:

ENFERMEDAD ACTUAL (CANCER DE MAMA)
1) FECHA DEL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD:

2) EDAD AL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO:

=) MAMOGRAFIAS: SI NO CUANTAS?

FECHA DE LA ULTIMA MAMOGRAFIA:

REPORTE DE LA ULTIMA MAMOGRAFIA:

OBSERVACIONES:

4) CITOLOGIAS: Sl NO CUANTAS?

FECHA DE LA ULTIMA CITOLOGIA:

REPORTE DE LA ULTIMA CITOLOGIA:

OBSERVACIONES:
=) BIOPSIAS: Si NO CUANTAS?
FECHA DE LA ULTIMA BIOPSIA:

REPORTE DE LA ULTIMA BIOPSIA:
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OBSERVACIONES:

ANTECEDENTES PERSONALES

ENFERMEDADES DIAGNOSTICADAS EN USTED ASOCIADAS A LA
ENFERMEDAD ACTUAL

1) CARDIACAS: sl NO CUAL?

Z) PULMONARES: Sl NO CUAL?

=) ENFERMEDAD BENIGNA DELOS SENOS:

4) OTRAS:

5) CANCER DE OVARIO:
s NO

S| SU RESPUESTA ES SI, ESCRIBA LA EDAD DEL DIAGNOSTICO

&) OTROS TIPOS DE CANCER:

sl NO CUAL?

SE HA SOMETIDO A ALGUN PROCEDIMIENTO QUIRURGICO MAYOR O
MENOR? , COMO

BIOPSIA DE SENOS

sl NO PORQUE?

MASTECTOMIA (CIRUGIA MAYOR DE LOS SENOS)
s NO PORQUE?

OTRAS CIRUGIAS DE SENOS

sl NO CUAL?
PORQUE
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CIRUGIA DE OVARIOS

sl NO CUAL?
PORQUE

REPRODUCTIVOS

1) EDAD DE LA PRIMERA MENSTRUACION:
ANTES DE LOS 12 ANOS ?

Sl NO

ESCRIBA LA EDAD APROXIMADA:

2) EDAD DEL PRIMER PARTO:

=) TOTAL DE PARTOS:

4) DIO LECHE MATERNA A SU(S) HIJO(S)?
sl NO

POR CADA UNO DE SUS HIJOS ESCRIBA EL TIEMPO DE LACTANCIA

HIJOS 1 MESES
2 MESES
3 MESES
4 MESES
5 MESES

5) EDAD DE LA MENOPAUSIA:

&) USO ANTICONCEPTIVOS ORALES?

Sl NO TIEMPO

) USO TERAPIA DE REMPLAZO HORMONAL EN LA MENOPAUSIA?
sl NO TIEMPO

SOLO ESTROGENOS
ESTROGENOS Y PROGESTAGENOS
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ANTECEDENTES FAMILIARES

1) ALGUN FAMILIAR(ES) SUYO(S) HAN SIDO DIAGNOSTICADOS DE CANCER
DE MAMA?

sl NO CUANTOS?

FAMILIAR (PARENTEZCO) EDAD DEL DIAGNOSTICO

2) ALGUN FAMILAR(ES) SUYO(S) HAN SIDO DIAGNOSTICADOS DE CANCER
DE OVARIO?

sl NO CUANTOS

FAMILIAR (PARENTESCO) EDAD DEL DIAGNOSTICO

=) ALGUN FAMILAR(ES) SUYO(S) HAN SIDO DIAGNOSTICADOS DE OTRO TIPO
DE CANCER?

S NO

TIPO DE CANCER FAMILIAR (PARENTEZCOQ) | EDAD DEL DIAGNQSTICO

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS

1) HIZO EJERCICIO DURANTE LOS 12 A 24 ANOS?
sl NO
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1) CONSUMO DE ALCOHOL? sl NO

¥ 3 VECES POR SEMANA
¥ CADA SEMANA
¥ SOLO ENREUNIONES SOCIALES

Z) CONSUMO DE FRUTAS Y VERDURAS?

s NO

DIARIA SEMANAL OCASIONAL

=) CONSUMO DE GRASAS EN LAS COMIDAS (FRITOS, MARGARINAS, ETC)
sl NO

5) CONSUMO DE CARNES ROJAS

sl NO

OBSERVACIONES FINALES: PESO TALLA iMC

En el espacio de OBSERVACIONES, a lo largo del cuestionario, se anotaron los
datos respecto al estadio de la enfermedad, el grado histopatolégico y el status de
receptores hormonales, asi como otras anotaciones relacionadas con el reporte de
la biopsia y/u otros items.
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ANEXO C. IMAGENES DE LOS ANALISIS CON ENZIMAS DE RESTRICCION
DE LOS AMPLIFICADOS, CON EL CAMBIO DE BASE RESPECTIVO, CON LA
MUTACION Y SIN LA MUTACION DE INTERES.

Imagen 1 Analisis de la Secuencia Correspondiente al Exon 2 Silvestre con
Hinfl.

REBsites. hiip:Vtools ne b.com/RE Bsitesindex. php3

Fragmento de la Secuencia del Exon 2 Silvestre

[GAAGTTGTCATTITTATAAACCT T Ftasaaagatatataratatgrtitictaatgigttaaagticattgg
aacagaaagaaalggatttatctgciciicgegitgaagnagtacanaatgicattaatgetatgcagaaaatcitagal: Te' T
CCCATCTGGCTAAGTCA]

Fragment list FRAGMENTO
exon 2 silvestre digested with Hinfl 1?%Eph

# Coordinates Length (bp)
1 1-149 149

2 150-170 21
View in Agarose
Fapl Hae 1 Hgal Hiird T Hinfl Hph!

Hoh
Faphl Hae T He [W Hral HindI11 Hpall Houd BBL1 I
Gdi 1T Hae111 HeiETT Hinell Hoal Howd BB 1

L0000 -

S000 -1

1000 —

100 ‘] _____________ -

HINF I htup /‘rebase neb comfecgi-binfazlistTre2

Recognition Sequence: .;‘-_ - o
GHANTC ¥ _ r M A ¥
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Imagen 2 Anadlisis de la Secuencia Correspondiente al Exon 2 Mutado
(185delAG), con Hinfl.

Fragmento de la Secuencia del Exon 2 Mutade

[CAAGTTGTCATTTTATAAACCTTTtaaaaagatatatatatatgtttttctaatgtgt
taaagttcattggaacagaaagaaatggatttatctgctcttcgcgttgaagaagtaca
aaatgtcattaatgctatgcagaaaatcttaGTeTCCCATCTGGTAAGTCA]

Fragment list FRAGMENTO
exon 2 185delAG digested with Hinfl 13%pr

1 1-168 168 |

View in Agarose

Fapl Hae Tl Heal Hims 1 Hinfl Hpht ol
Fsphil Hael Haelv Mnal Hindl 1T reall e 88111
Gt 11 Haelll HiEll Hinell Heal Hoydéa]

s

10005 -

—— — — — — — — — — — — — — — — — — — —

100 =

HINF I http://rebase,neb com/cgi-bin/azlist?re2

Recognition Sequence: . . %, ~ | .3
G "ANTC $. T N A C*
t
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Imagen 3 Anadlisis de Restriccion de la Secuencia Correspondiente al Exon

20 Silvestre, con Ddel.

REBsites. hopiinod neb.com REBsinesindes. plind

Fragmento de la Secuencia del Exon 20 Silvestre

[CCAAAGUGAGC AAGAGAATOI  imracagiaag giaaagctcoctcoctcangit gachaanatcicaccocacca

cictgiaticeactcocctitpeapapatpppeepoticartitgtaagactiattacatacatacacagtpctagatacitcacacaggrtert
ttcactcitcontcooaaccacatpaniaagtotitctcincitaizantgnanaacizagnpatitagnzap U TOGTGTAATTT

GoEATTCOCC]

Fragment list
exan 2 silvestre digested with Ddel

#  Coordinates Lengih (bp)

I 21=234 214
Z Z233-270 36
3 1=221 20
Wiew In Aparose
Docke 1 ordi Eagl TrafsTHI Ecof]
dgd Dral L Er=l Eckl E e Caioesd
Cral Ordi L CarT sl
HEs
ATl
0
20D
"ED -
00 - —
Dde I e heise me loe oradc gl - Dl o Ve
1
Wm mu: - o RN R R . R
CTNAG o S e
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Fail Feal
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Imagen 4 Anadlisis de Restriccion de la Secuencia Correspondiente al Exon
20 Mutado (5382insC), con Ddel.

Fragmenio de la Secucncia del Ezon 20 Mutadoe

[CCAAAGCGAGCAAGAGAATOIC Qap e sca paa g lasa gel 6o ClEaag £ACAAAM1C1 CACLECATE

sicIglatecasicecriigcagagatgEpccgeh caniipiaagacianacatscalacacagi golagataciiic scacagTicTn
tticactotlccal cocanceacat nastaagtatt plctetactitatgast palasasclangagatttagng agGUTGTGTAATTT

GGATTCCC)

Fragment list FH*GE',‘EE”TU
exon 20 S382ineC (538%5ineC) digested with Ddel 271 pb
# Coordinates Length (bp)
I I!-E.‘-l__'-_ T - 3_3-5
2 &2 16
View in Agaross
Ldal bral Eagl Eoiimil =i | Faul Fael
Ol Cralll Es=i Ecil E el Sl | Fall Fgh |
Oral Gl l Earl (1. 1] EcclY FraiH]
L Fe
[ o k]
L0000 =
w -4
‘_m E
5“ o
1o I - =

Dede I binpeVechase, mehoccn/cghhilnfarli Tre2

Kecugnitbon Soequence: *-‘_" N Ao
CATNAG habhe =
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