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ABREVIATURAS

A.

aa: aminoacido

ADN: acido desoxirribonucleico

Ala (A): Alanina

Arg (R): Arginina

ARNm: acido ribonucleico mensajero
ARNi: acido ribonucleico de interferencia

ATM: ataxia telagientacsia mutada
B.

BER: base excision repair (reparacion por escision de base)

BrEt: bromuro de etidio
C.

CaM: cancer de mama

CDI: carcinoma ductal infiltrante
CDIS: carcinoma ductal in situ

CLI: carcinoma lobulillar infiltrante

CLIS: carcinoma lobulillar in situ
D.

dNTPs: desoxirribonucledtidos
DDR: DNA damage response (respuesta del dafio al ADN)
DSB: double strand break (ruptura de doble hebra)

E.

EDTA: &cido etilénico diamino tetraacético
ER: enzima de restriccion
EORTC: European organization for research and treatment of cancer (Organizacién europea para la

investigacion y tratamiento del cancer)
G.

Gy: Gray
GSTA1: Glutation-S.transferase alpha 1(Glutatién S transferasa alfa 1)
GSTP1: Glutation-S.transferase pi 1(Glutatién S transferasa pi 1)

H.

Her-2: human epidermal growth factor receptor 2 (receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico
humano)

HR: homologous recombination (recombinacién homologa)
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L.

IARC: International Agency for Research on Cancer (Agencia internacional para la investigacion en

cancer).

IC: Intervalos de confianza.

IGRT: Image-Guided Radiation Therapy (radioterapia guiada por imagenes)

IL1: interleukin 1 (Interleuquina 1)

IL6: interleukin 6 (Interleuquina 6)

Ile (I): isoleucina

IMRT: Intensity-Modulated Radiotherapy (radioterapia de intensidad modulada)
K.

KDa: kilodalton
Ki 67: factor de proliferacion tumoral

Kpb: kilobases
L.

Leu (L): leucina
M.

MAF: minor allele frequency (frecuencia del alelo menor)
MDR: Multifactor Dimensionality Reduction (Reduccion de la dimensionalidad multifactorial).

MV: Megaelectronvoltio

N.

NHE]: non homologous end joining (unién de extremos no homdlogos)
0.

OR: 0dds Ratio (razén de proporciones)

P.

PCR: polymerase chain reaction (reaccién en cadena de la polimerasa)
PM: Peso molecular.

Pro (P): prolina

Q.

QT: quimioterapia
R.

RE: receptor de estrégeno

RFLP: restriction fragment length polymorphism (polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccién)

ROS: reactive oxygen species (especies reactivas del oxigeno)

RP: receptor de progesterona

RT: radioterapia
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RTOG: radiation therapy oncology group (grupo de oncologia radioterapica)
S.

SNP: single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleétido simple)

SSB: single strand break (ruptura de hebra simple)

T.

TE: Tris- EDTA

TGFp: transforming growth factor beta (factor de crecimiento transformante beta)
TNF-a: tumoral necrosis factor alpha (factor de necrosis tumoral alfa)

TP53: tumoral protein p53 (proteina tumoral p53)

Tris/Cl: tris- 4cido clorhidrico

U.

UV: ultravioleta

X.

XRCC1: X-ray repair cross-complementing protein 1
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RESUMEN

La radioterapia (RT) es uno de los pilares fundamentales en el tratamiento del cancer.
Aproximadamente el 60% de los pacientes diagnosticados con esta patologia requieren de
este procedimiento, tanto de manera curativa como paliativa. Si bien el éxito de la RT en la
erradicacion del tumor depende principalmente de la dosis total de radiacion, la tolerancia
del tejido normal circundante es el factor que limita al tratamiento. Entre los pacientes, se ha
observado una considerable variacion en la toxicidad desarrollada durante o luego de las
aplicaciones, manifestandose desde lesiones leves hasta carcinomas radio-inducidos. Se
sugiere que esta radiosensibilidad individual, es un rasgo complejo, de herencia
multifactorial, que dependeria de genes involucrados en diversas vias radioinducidas. Entre
ellos, los genes implicados en la reparacion del ADN, en el estrés oxidativo y en la respuesta
inflamatoria tendrian un rol predominante. En el presente trabajo, se propuso establecer la
identificacion y asociacion entre polimorfismos en estos genes y radiosensibilidad clinica en
pacientes con cancer de mama (CaM) sometidas a RT. Se incluyé un grupo de 122 pacientes,
quienes realizaron un tratamiento convencional o hipofraccionado de RT post-cirugia. Se
extrajo una muestra de sangre periférica o hisopado de mucosa bucal y se realiz6 una
entrevista en la que se registraron datos relacionados al paciente y al tratamiento. La
radiotoxicidad clinica se evalué semanalmente siguiendo el score del RTOG (grado 0- 4). Se
realizé la extraccion del ADN gendémico y posteriormente el genotipado de las muestras
mediante PCR-RFLP o pirosecuenciacidn. Se efectu6 el analisis estadistico de asociacién entre
los SNPs y la radiotoxicidad y un analisis multivariado incluyendo factores que podrian
intervenir en el desarrollo del rasgo. Segun la informacién colectada se observo que el 75,4 %
manifestod toxicidad aguda en piel. Desde el punto de vista genético, se observd que las
frecuencias genotipicas del polimorfismo T869C del gen TGFB-1 y T72P del gen TP53 estan
asociadas a un menor riesgo de manifestar radiodermitis aguda. Considerando el SNP G894 T
de NOS3, se mostrd, que bajo la accidn conjunta de la quimioterapia, esta involucrado en el
desarrollo de radiodermitis. También, se observé una interaccién sinérgica entre las
variantes de los genes GSTP1, NOS3 y GSTA1 en el desarrollo del rasgo, mediante el software
MDR. Por otro lado, teniendo en cuenta factores no-genéticos se observé que la edad, el
Indice de masa corporal y el tamafio de la mama, son factores de gran relevancia en el
aumento de estos efectos agudos.

Se considera que los resultados obtenidos podrian contribuir a la comprension de los
mecanismos que subyacen a la radiosensibilidad individual, asi como al establecimiento de
modelos predictivos de sensibilidad que conduzcan a la individualizacién del tratamiento,

reduciendo los efectos adversos y mejorando la calidad de vida del paciente.
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ABSTRACT

Radiation therapy (RT) is essential in the treatment of cancer. Approximately 60% of patients
with cancer require this curative and palliative procedure. While RT success in eradicating
the tumor depends mainly on the total radiation dose, the tolerance of the surrounding
normal tissue is the limiting treatment factor. Toxicity during or after applications varies
considerably among patients, ranging from mild lesions to radio-induced carcinomas. Such
individual radiosensitivity is a complex and multifactorial trait would depend on genes
involved in various radio-induced pathways, such as genes involved in DNA repair, oxidative
stress and inflammatory response, which would play a predominant role. In the present
study, we propose to identify and associate gene polymorphisms (SNPs) with clinical
radiosensitivity in breast cancer patients undergoing RT. We studied a group of 122 patients
who underwent conventional or hypofractionated RT after surgery. Before treatment,
peripheral blood samples or oral mucosa swabs were collected and patient and treatment-
related data were recorded in an interview. Clinical radiotoxicity was assessed weekly
following the RTOG score (grade 0-4). Genomic DNA extraction and sample genotyping were
performed by PCR-RFLP or pyrosequencing. The association between SNPs and radiotoxicity
was statistically analyzed; the multivariate analysis included factors that could be involved in
the development of the trait. Clinical examination of the patients showed that 75.4% reported
acute skin toxicity. From the genetic standpoint, the frequency of T869C and T72P SNPs of
genes TGF(-1 and TP53 associated with a lower risk of acute radiodermatitis, whereas G894 T
of NOS3 was involved in radiodermatitis development under the combined action of
chemotherapy. A synergistic interaction among variants of genes GSTP1, NOS3 and GSTA1
was observed in the development of the trait using the MDR software. On the other hand,
non-genetic factors such as age, body mass index and breast size increased these acute
effects. These results should contribute to the understanding of the mechanisms underlying
individual radiosensitivity as well as to the establishment of predictive sensitivity models
that may lead to treatment individualization, reducing adverse effects and improving the

patient quality of life.
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EVALUACION DE MARCADORES MOLECULARES DE TOXICIDAD RADIOINDUCIDA PARA LA OPTIMIZACION DE LA
RADIOTERAPIA EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA

I. INTRODUCCION

I.1. CANCER DE MAMA

El cancer es un conjunto de enfermedades que puede afectar a cualquier parte del
cuerpo y que se caracteriza por un crecimiento celular anormal producido por la
proliferacidn continua y descontrolada de células transformadas que presentan capacidad de
invasion, progresion y metastasis hacia otros tejidos. Desde el punto de vista molecular, es
considerado una enfermedad genética originada por diversos mecanismos, tales como,
mutaciones y cambios epigenéticos en genes que participan en el control del crecimiento y la
diferenciacion celular. Particularmente, el cancer de mama (CaM) se desarrolla en los tejidos
que componen esta glandula; y es una patologia muy frecuente, por lo cual se han realizado
numerosos estudios dirigidos no solo a la enfermedad en si, sino también a la optimizacion

de sus terapias.

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El cancer constituye un problema de salud a nivel mundial. En la medida en que otras
causas de mortalidad son controladas y la poblacion envejece, las enfermedades neoplasicas
se encuentran entre las mas importantes causantes de muerte y discapacidad en el mundo
(Ferlay y col., 2010).

El CaM se puede presentar en ambos sexos; si bien en hombres es poco frecuente, en
mujeres es la principal causa de muerte en los paises desarrollados y en la mayoria de los
paises en vias de desarrollo (Seibold y col,, 2013; http://globocan.iarc.fr). Se estima que se
producen alrededor de 1.200.000 casos nuevos por afio en el mundo, que implican mas de
500.000 muertes (Ferlay y col., 2010).

La mortalidad por CaM varia ampliamente de region en region. En el 2012, mas de
408.000 mujeres fueron diagnosticadas con CaM en América Latina siendo el tipo de cancer
con mayor incidencia registrada (29%) y el segundo tipo en cuanto a mortalidad (15%)
luego del cancer de pulmén, de esta manera 92.000 mujeres murieron a causa de la
enfermedad en ese afio (Figura 1). Las proyecciones actuales sugieren un aumento del 46%
durante las préximas dos décadas (GLOBOCAN, 2012).

Segln la Organizacion Panamericana de la Salud, en el 2010, la Argentina presento la
segunda tasa de mortalidad en el continente (Ferlay y col.,, 2010). Y dentro del pais, el CaM se
ubica como el tipo mas frecuente, en mujeres, tanto en términos de nuevos casos (19.386)
como de muertes (6.163). Para el 2017 se calcula una prevalencia de 65.834 casos

(GLOBOCAN, 2012; Figura 2). Desde el punto de vista geografico, la incidencia de la
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enfermedad también es heterogénea. Algunas regiones muestran tasas de mortalidad mas
altas, entre ellas, la Ciudad de Buenos Aires (28,0/100.000) y la regién de Cuyo
(24,1/100.000), mientras que las provincias del Noroeste, exhiben indicadores inferiores al

resto del pais (Viniegra y col.,, 2010).

AMERICA LATINA Y CARIBE

Incidencia Mortalidad

Pulmén 18% Mama 15%

Otros 26% Mama 29%

Colorectal 9%

Pulmoén 10% [ 4

|Colorectal 8%

FIGURA 1. Proporcion de nuevos casos y muertes de mujeres con CaM en las Américas en el afio
2012. Se observa una incidencia del 29% en la poblacién con respecto a los otros tipos de canceres y
un 15% en cuanto a mortalidad, siendo la segunda causa de muerte por esta patologia. Adaptado de
GLOBOCAN 2012 (IARCQ).
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Colorectal
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FIGURA 2. Nimero de nuevos casos y muertes en Argentina por cancer, en el afio 2012.
Se observa que el CaM es la principal causa de muerte entre las mujeres y que hay casi 200000
casos nuevos por afio de esta enfermedad. Adaptado de GLOBOCAN 2012 (IARC).
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1.1.2. ESTRUCTURA DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria estd formada por tres tipos de tejidos: glandular de tipo tubulo-
alveolar, conjuntivo que conecta los l6bulos y adiposo que ocupa los espacios interlobulares.
El tejido celular subcutdneo rodea la glandula sin que exista una capsula claramente definida,
desde éste se dirigen hacia el interior numerosos tabiques de tejido conectivo. Estos tabiques
constituyen los ligamentos suspensorios de la mama o ligamentos de Cooper.

Un conjunto de quince a veinte 16bulos mamarios conforma la glandula mamaria, cada
uno con su aparato excretor, que se abre en el pezén por medio de un conducto lactifero. Los
16bulos mamarios estan constituidos por numerosos lobulillos que se encuentran unidos
entre si por tejido conectivo, vasos sanguineos y por su sistema excretor compuesto por los
conductos lactiferos (Figura 3).

Los lobulillos estan formados por diez a cien acinos, cada cual con su conducto
excretor denominado conducto terminal. Los acinos estan estructurados por un conjunto de
células secretoras que producen la secrecion lactea y conforman una cavidad a la cual vierten
esta secrecion, estan rodeados de células mioepiteliales y capilares sanguineos de singular
importancia en el proceso de secrecion y eyeccién de la leche.

Cada mama también tiene vasos sanguineos y vasos linfaticos. Los vasos linfaticos
transportan linfa entre los ganglios linfaticos. Estos son estructuras pequefias con forma
ovalada o reniforme que se encuentran en todo el cuerpo. Filtran sustancias en la linfa y
ayudan a combatir infecciones y enfermedades. Hay racimos de ganglios linfaticos cerca de la
mama, en las axilas, por encima de la clavicula y en el pecho (Instituto Nacional del Cancer,

http://www.cancer.gov/).

ANATOMIA DE LA MAMA FEME
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FIGURA 3. Anatomia de la mama femenina. Se muestran el pezén y la areola en la parte
externa de la mama, ademads, los ganglios linfaticos, 16bulos, lobulillos, conductos y otras
partes internas de la mama. Fuente: Instituto Nacional del Cancer.
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1.1.3. CLASIFICACION HISTOLOGICA Y MOLECULAR DE LOS SUBTIPOS DE CaM

El CaM es una enfermedad clinicamente heterogénea, por lo cual se han generado
esfuerzos para organizar esta diversidad mediante sistemas de clasificacion. De esta manera,
considerando el tipo histoldgico, a grandes rasgos se los puede dividir en carcinoma in situ y

carcinoma invasivo o infiltrante.

» Carcinomas in situ

Dentro de este tipo de carcinomas no invasivos se encuentran el Carcinoma Ductal in
situ (CDIS o carcinoma intraductal) y el Carcinoma Lobulillar in situ (CLIS). El CDIS es
considerablemente mas comuin que el CLIS y abarca un grupo heterogéneo de tumores
(Malhotra y col., 2010). Esta constituido por un grupo de lesiones proliferativas limitadas al
sistema ducto-lobulillar por la membrana basal, sin invadir el estroma circundante (Haffty y
col,, 2009). Tradicionalmente ha sido sub-clasificado segun las caracteristicas arquitecténicas
del tumor dando lugar a cinco subtipos reconocidos: comedoén, cribiforme, micropapilar,
papilar y solido. Si bien el CLIS es considerado como un tumor que confiere riesgo para
carcinoma invasivo, no se comporta de forma maligna. No existe un limite divisorio claro

entre hiperplasia lobulillar atipica y CLIS. (Haffty y col., 2009).

» Carcinomas Invasivos

Al igual que en los carcinomas in situ, los carcinomas invasivos son un grupo
heterogéneo de tumores con subtipos histologicos diferenciados. Los principales tipos de
tumores invasivos incluyen ductal infiltrante, lobulillar invasivo, ductal / lobulillar, mucinoso
(coloide), tubular, medular y carcinomas papilares (Malhotra y col,, 2010). De estos, el
carcinoma ductal invasivo (CDI), es el mas comun, alrededor del 70- 80 % de todas las
lesiones invasivas pertenecen a este tipo, mientras que el 5-10% de los casos a CLI (Haffty y
col.,, 2009). EI CDI ademas se puede sub-clasificar en base a los niveles de pleomorfismo
nuclear, formacién tabulo/ glandular e indice mitdtico en: bien diferenciado (grado 1),
moderadamente diferenciado (grado 2) o pobremente diferenciado (grado 3) (Lester y col,
2009).

EL CDI comienza en los conductos lacteos de la mama, penetra a través de su pared y
crece en el tejido adiposo. En este punto puede tener la capacidad de propagarse (hacer
metastasis) hacia otras partes del cuerpo a través del sistema linfatico y el torrente
sanguineo. Por otra parte, el CLI hace referencia al cancer que ha atravesado la pared del
lobulillo y ha comenzado a invadir los tejidos de la mama, con el tiempo, puede difundirse
hacia los ganglios linfaticos y posiblemente otras zonas del cuerpo. Si bien los carcinomas
lobulillares invasivos pueden afectar a mujeres de cualquier edad, son mas comunes en

mujeres mayores de 60 afios.
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Desde otro punto de vista, considerando los avances en los tratamientos, ha sido
necesaria una estratificacion aun mas precisa del CaM dando lugar a otro sistema de
clasificacién que incorpora marcadores moleculares tales como receptores de estrégeno (RE),
receptores de progesterona (RP), receptores de factor de crecimiento epidérmico humano
ErbB2 (HER2/neu) y TP53 (Malhotra y col.,, 2010; Goldhirsch y col., 2013; Cho, 2016). A

partir de estos marcadores el CaM se puede dividir en cuatro clases moleculares:

+« Luminal A
Se caracteriza por presentar RE y RP positivos y HER2 negativo. Ademéas presenta

niveles bajos de ki-67 (<14%) y no presenta mutaciones en TP53. De todos los subtipos, este
tumor es el que presenta mejor prondstico.
< Luminal B

Este tipo de neoplasia presenta RE positivo y HER2 negativo y RP bajo o negativo (<20%).
Comparado a los tumores Luminal A, este tipo tiende a presentar una mayor expresion de
genes de proliferacion (como Ki67) y mutaciones en TP53.
+«» Subtipo HER2 enriquecido

Presenta una sobreexpresion o amplificacion de HER2, mientras que RE y RP se
encuentran ausentes. Este tipo de tumor se encuentra entre el 15% y 25% de los canceres de
mama invasivos y muestran un mal pronoéstico, aunque responden bien a los tratamientos
anti- HER2.
+«* Subtipo basal-epitelial

Estd caracterizado por la minima expresiéon o ausencia de RE, RP y presentan baja
expresion de HER2, son los llamados triple negativo. Presentan una alta expresion de
citoqueratinas basales y expresidn de genes de proliferacidn. Este tipo de tumor es el de peor

prondstico.

I.1.4. FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE MAMA

El CaM es una patologia policausal y multifactorial que involucra factores dietarios,
reproductivos, desequilibrios hormonales y genéticos (WHO/IARC, 2003). Se han identificado
una serie de elementos que pueden aumentar el riesgo de desarrollar CaM a lo largo de la
vida. Algunos son mdas importantes que otros y pueden variar con el tiempo. Sin embargo en
la mayoria de las pacientes no es posible identificar factores de riesgo especificos aparte de la
edad y el género (IARC, 2008; Lacey y col., 2009). En la Tabla 1 se pueden observar los més

representativos.
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TABLA 1. Factores de riesgo probable y establecido para el CaM. Adaptado de McPherson y

col., 2000.
FACTOR RERII.EAS'I‘(i\(;O GRUPO DE ALTO RIESGO
Edad >10 Mayores
Edad de la menarca 3 Antes de los 11 afios
Edad de la menopausia 2 Después de los 54
Edad del primer embarazo 3 Alos 40 afios
Historia familiar - jCOa:/l\é[nen pariente de primer grado, siendo
Enfermedad benigna previa 4-5 Hiperplasia atipica
Cancer en la otra mama >4
Dieta 1,5 Ingesta alta de grasas saturadas
Peso:
Pre-menopausica 0,7 IMC > 35
Pos-menopausica 0,2 IMC > 35
Alcohol 1,3 Ingesta excesiva
Exposicién a Rl 3 Foxspfgl;:;loor; anormal en jovenes luego de
Ingesta de hormonas exdgenas:
Anticonceptivos orales 1,24 Uso actual
Terapia de reemplazo hormonal 1,35 Uso por 210 afos

Ademas, los antecedentes familiares son un factor de riesgo demostrado, entre un 5-10%
de los casos en los que la mutacién de algin gen (BRCA1, BRCA2 y otros) se transmite por
herencia, la predisposicion a padecer CaM se encuentra incrementada. Son relevantes cuando
la paciente presenta (McPherson y col., 2000):

e Un familiar de primer grado (madre, hermana o hija) con CaM bilateral o con CaM y
ovario.

e Un familiar de primer grado diagnosticado antes de los 40 afios y un pariente masculino
diagnosticado a cualquier edad.

e Dos familiares de primer o segundo grado diagnosticados antes de los 60 afnos. Familiar
con cancer de ovario a cualquier edad en el mismo lado de la familia.

e Tres familiares de primer o segundo grado con CaM y ovario en el mismo lado de la

familia.

1.1.5. ETIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El CaM abarca multiples entidades tumorales, cada una caracterizada por distinta
morfologia, comportamiento e implicancia clinica (Dai y col., 2016).

En el 2000, Hanahan y Weinberg propusieron seis caracteristicas distintivas que

definen el desarrollo de un tumor maligno y su diseminacion en el organismo (Figura 4):
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1) Mantenimiento de sefiales replicativas. Capacidad de inducir y sostener sefiales

estimuladoras de crecimiento y proliferaciéon de manera descontrolada.

2) Evasion de seiiales de crecimiento. Capacidad de evadir sefiales que regulan
negativamente la proliferacion celular, algunos dependen de la accién de genes supresores de

tumores que se encuentran inactivados.

3) Inmortalidad replicativa. Potencial replicativo ilimitado por la accién de la telomerasa,
que en la mayoria de los tumores se encuentra sobreexpresada, permite el crecimiento

descontrolado, evadiendo la apoptosis o la senescencia.

4) Resistencia a la muerte celular. Evasion de la apoptosis, un ejemplo determinante de

esto, son las mutaciones en TP53 o Bcl2, que dan lugar a dicha resistencia.

5) Induccion de la angiogénesis. Capacidad de inducir y mantener una nueva red vascular
que irrigue el tumor, aportandole los nutrientes y el oxigeno necesario como también que

puedan evacuar los desechos metabdlicos y el di6xido de carbono.

6) Capacidad de invadir los tejidos y generar metastasis. La célula invade los tejidos
locales seguido de la intravasacion a los vasos linfaticos y sanguineos prdéximos,
produciéndose luego la extravasacion, las células escapan de la circulacién y se introducen en
el tejido distal, y si se dan las condiciones, se produce el crecimiento del tumor en la zona

distal al tumor primario.

En el 2011, Hanahan y Weinberg realizan una actualizacion, en la que han identificado
dos caracteristicas adicionales del cancer que estdn involucradas en la patogénesis de
algunos y tal vez todos los canceres y debido a que ninguna de las dos se ha generalizado y

validado completamente, las presentan como hallmarks emergentes:

7) Capacidad de modificar o reprogramar el metabolismo celular. Habilidad de
reprogramar su metabolismo y la producciéon de energia incluso en ausencia de oxigeno a
través de una glicdlisis anaerdbica seguida de una fermentacion lactica (efecto Warburg).
Este tipo de metabolismo provoca que los intermediarios formados durante la glicélisis
formen parte de rutas anabdlicas, como aquellas en las que se sintetizan nucleésidos y
aminodcidos. Esto facilita la biosintesis de macromoléculas y organulos, necesarios para la

formacion de nuevas células (Vander Heiden y col., 2009).

8) Evasion de la destrucciéon inmunoldgica. Evasion de la deteccidon y destruccién por el
sistema inmune, en particular, por los linfocitos T citotéxicos CD8+ y B, macro6fagos y células

natural killer mediante la secrecion de factores inmunosupresores.
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FIGURA 4. Caracteristicas o hallmarks del cancer. Estan compuestas por seis capacidades bioldgicas
adquiridas durante el desarrollo tumoral, que juntas constituyen un principio organizador para poder
comprender la complejidad de las enfermedades neoplasicas. Subyacentes a estas caracteristicas, la
inestabilidad gendémica genera la diversidad genética que acelera su adquisiciéon y la inflamacién,
promueve multiples funciones de los hallmarks. En la ultima década, un progreso conceptual hizo
incluir dos hallmarks a la lista: la reprogramacion del metabolismo energético y evitar la destruccion
inmune. Adaptacion de Hanahan y Weinberg, 2011.

Ademas, los autores, han reportado que la adquisicion de estas caracteristicas
dependen en gran parte de: la inestabilidad genémica y la promocién de la inflamaciéon
tumoral. La inestabilidad gendmica conduce a la adquisiciéon de alteraciones genéticas que
favorecen la aceleracion del proceso neoplésico y permiten la adquisicion de otros signos
distintivos del cancer tratados anteriormente. La inflamacién producida por las células del
sistema inmune innato, puede dar lugar a la activacién de otras capacidades distintivas del
desarrollo tumoral, mediante la liberacién de moléculas bioactivas (factores de crecimiento,
de supervivencia, pro-angiogénicos, entre otros) al microambiente tumoral (DeNardo y col,,

2010; Grivennikov y col.,, 2010; Qian y Pollard, 2010).
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1.1.6. TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA

El tratamiento del CaM es un tema complejo y que se encuentra en continua revision.
A lo largo del tiempo se han experimentado cambios, desde el empleo de cirugias agresivas
mutilantes (Halsted, 1894) hasta el concepto del CaM como enfermedad sistémica en el que
predominan tratamientos locales mas conservadores con amplia utilizacién de tratamientos
sistémicos.

Los marcadores de inmunohistoquimica, junto a las variables clinico-patologicas, tales
como el tamafio y grado del tumor, la afectacion ganglionar, tipo histolégico, y los margenes
quirurgicos, se han utilizado ampliamente para el prondéstico, la prediccién y la seleccién del
tratamiento (Cheang y col. 2009; Vallejos y col., 2010).

En la actualidad se dispone de distintas herramientas terapéuticas, como la cirugia,

quimioterapia, hormonoterapia y radioterapia.

1.1.6.1. Cirugia

En la mayoria de los casos de mujeres con CaM se emplea algin tipo de cirugia como
parte del tratamiento. Esto dependerd del tamafio y localizacién tumoral (cirugia
conservadora o mastectomia) y del compromiso ganglionar (biopsia de ganglio centinela o

diseccion de ganglio linfatico axilar).
Hay dos tipos principales de cirugias para la extraccién del tumor mamario:

e La mastectomia radical convencional, en la cual se realiza la reseccion total de la
mama (se remueve el pezon, la areola y el tejido mamario) y los musculos pectorales.
Dentro de esta se encuentra la Mastectomia radical modificada (MRM) que es similar a

la mastectomia radical pero con diseccidn de los ganglios linfaticos axilares.

e En la cirugia conservadora (tumorectomia, cuadrantectomia o mastectomia parcial)
se extirpa solamente el tumor con margenes libres de tejido mamario adyacente
confirmados tras el estudio patoldgico, reduciendo el riesgo de que el cancer vuelva a

crecer.

Ademas, mediante Biopsia del ganglio centinela se determina si hay células
tumorales en los ganglios linfaticos de la axila. Sélo se elimina el ganglio (s) linfatico que
drena el liquido de la mama (ganglio centinela), los ganglios restantes se dejan. Esto reduce
significativamente el riesgo de desarrollar un problema de inflamacién crénica llamado
linfedema. Si se encuentra cancer en mas ganglios centinela, se debera determinar si se deben

remover mas ganglios.
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1.1.6.2. Quimioterapia

La quimioterapia (QT) es un tratamiento sistémico que se administra, en general, tras
la cirugia de mama como tratamiento complementario, con el objeto de prevenir la aparicion
de metastasis (QT adyuvante). En otras ocasiones, se administra como primer tratamiento
con la finalidad de disminuir el tamafio del tumor (quimioterapia neoadyuvante). También se
aplica en pacientes con CaM avanzado o metastasico.

En la mayoria de los casos la QT es mas eficaz cuando se usan combinaciones de mas
de un medicamento. En etapas iniciales del CaM, los medicamentos mas usados incluyen:
Antraciclinas, Taxanos, 5-fluorouracilo (5-FU), Ciclofosfamida, Carboplatin. Con mas
frecuencia, se usan conjuntamente las combinaciones de 2 o 3 de estos medicamentos. Para el
tratamiento del CaM avanzado, se trata con mas frecuencia con Docetaxel, Paclitaxel, asi como
con algunas combinaciones (carboplatino o cisplatino y gemcitabina). Se puede usar uno o

mas medicamentos que ataquen a la HER2 con QT para tumores que son HER2-positivos.

1.1.6.3. Hormonoterapia

Alrededor de dos de cada tres carcinomas de mama presentan receptores que se unen
al estrogeno (canceres RE-positivo) y/o progesterona (canceres RP-positivo). En estos casos,
los niveles altos de estas hormonas potencian el crecimiento y la propagacién del tumor. La
alternativa terapéutica para estos cuadros consiste en la administraciéon sistémica de
farmacos que bloquean la accién de los estrégenos sobre las células tumorales, impidiendo su

proliferacion.

La hormonoterapia se emplea con mas frecuencia después de la cirugia para reducir
el riesgo de que el cancer reincida, también se puede iniciar antes de la cirugia para reducir el

tamario tumoral.

Existen diversos firmacos disponibles. El Tamoxifeno, es el mas conocido, actia
bloqueando los receptores de estrogeno en las células de mama. Se administra durante 5a 10
afios, tras la cirugia, en mujeres con tumores en estadios precoces y pre-menopdausicas. Los
inhibidores de la aromatasa como el Anastrozol, Letrozol y Exemestano bloquean la enzima
aromatasa que se encuentra en el tejido adiposo y es el responsable de la elaboracién de los
estrogenos en las mujeres post-menopausicas, por lo que solo se emplean en dichas mujeres
y se deben administrar al menos durante 5 afios. Otros farmacos hormonales utilizados son
los antiestrogenos puros (Fulvestrant, Toremifeno). Por ultimo, para las pacientes pre-
menopausicas existen farmacos que producen una castracion quimica como el Goserelin y el

Leuprolide.
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1.1.6.4. Radioterapia

La RT se emplea tras la cirugia conservadora y ocasionalmente tras la
mastectomia con el objetivo de eliminar de la zona quirtrgica las posibles células tumorales
remanentes. Segun la finalidad con que se emplee, la RT puede ser profilactica para reducir el
riesgo de recidiva local (mama o pared costal) y/o regional (ganglios) o paliativa para aliviar

sintomas provocados por el CaM o las metastasis.

1.2. RADIOTERAPIA ONCOLOGICA

En la actualidad, la RT es uno de los tratamientos oncolégicos mas importantes.
Aproximadamente el 60% de los pacientes diagnosticados con esta patologia, requieren de
este procedimiento durante el curso de su enfermedad (Bentzen, 2006; Burnet y col., 2006).
Esta modalidad terapéutica utiliza radiaciones ionizantes (RI) de manera curativa y en la
efectiva paliacion o prevencion de los sintomas de esta patologia. Su objetivo es administrar
una dosis de radiacién, entregada con precisién a un volumen tumoral definido con el menor
dafio posible al tejido sano circundante, dando como resultado la erradicacién del tumor y la
prolongacién de la supervivencia (Committee for Radiation Oncology Studies, 1986) (Figura
5).

Si bien el éxito en la eliminacidn del tumor depende principalmente de la dosis total
de radiacién entregada, la misma, se ve limitada por la tolerancia del tejido normal adyacente
(Barnett y col, 2009). Las dosis se administran generalmente de modo que <5% de los
pacientes sufran efectos toxicos hasta 5 afios después de la RT. Los esquemas del tratamiento,
como la dosis total, la dosis por fraccién, nimero de fracciones, el tiempo de tratamiento y el
volumen irradiado, se han ido desarrollando de manera empirica para maximizar su
efectividad y optimizar su rendimiento (Emami y col, 1991; Bentzen y col, 2010). En
términos sanitarios, su eficacia radica en la alta rentabilidad, dado que representa solo el 5%
del costo total de la atencién oncolégica (Barnett y col., 2009). En consecuencia, su impacto
social es de gran alcance y se constituye como la piedra angular de la oncologia moderna
(Bentzen, 2006).

A pesar de que se han realizado mejoras sustanciales en la relacién terapéutica
(equilibrio entre curacion y toxicidad del tratamiento) a través del desarrollo de las nuevas
tecnologias, tales como la RT guiada por imagenes o la RT de intensidad modulada (Barnett y
col., 2009) entre otras, es imperativo un enfoque celular y molecular que permita optimizar

los tratamientos desde la perspectiva biolégica (Glierci y Cérdoba, 2015).
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FIGURA 5. Curvas dosis- respuesta para RT. La probabilidad del control tumoral
aumenta con la dosis de radiacién. Debido a que un pequefio volumen de tejido
normal es incluido en el campo de radiacién, la probabilidad de dafio también
aumenta. Los esquemas de RT se han desarrollado para maximizar el control del
tumor y minimizar la toxicidad, de modo que < 5% de los pacientes sufra toxicidad
grave.

1.2.1. RADIACIONES IONIZANTES

Las RI consisten en un flujo de fotones (rayos x o y) o particulas cargadas (particulas
o, B o neutrones). Se caracteriza por su capacidad de excitar o ionizar atomos de la materia
con la cual interactdan (Attix, 1986). Cuando un atomo recibe un aporte energético y los
electrones pasan de una capa interna a una capa mas externa se produce la excitacion; en
cambio, si el electron es separado completamente del &tomo se produce la ionizacion.

En RT generalmente se utilizan fotones de alta energia (>1,24MV). La interaccién con
la materia ocurre a nivel atdbmico y de manera aleatoria, siendo capaz de alterar la estructura
molecular del ADN; dada la relevancia de esta estructura para las funciones celulares, se

constituye en el blanco clave del tratamiento a nivel celular (IARC, 2001).

1.2.2. PROCESO DEL TRATAMIENTO

Cada paciente que ingresa a un servicio de RT atraviesa una serie de diferentes etapas,
en las que intervienen profesionales de distintas disciplinas (radioterapeutas, fisicos médicos,
técnicos, ingenieros y dosimetristas). Estas etapas aluden, en primera instancia, al
conocimiento y extension de la enfermedad (estadio) del paciente. Luego, se determina el tipo
de tratamiento que se realizara segun su objetivo: radical (definitivo), adyuvante o paliativo.
La planificacion del tratamiento comienza con la obtencién de imagenes (TC, RM, TEP), las
cuales permiten la delimitacion precisa del volumen blanco a tratar, sobre el que se prescribe
una dosis de radiacidn y simultaneamente una dosis de tolerancia de los 6rganos en riesgo.

Posteriormente se establecen los campos del tratamiento procurando maximizar estos dos
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conceptos fundamentales. A través de los histogramas dosis-volumen (HDV) se analiza el plan
terapéutico propuesto (Davila y Romero, 2009; Brosed, 2011).

Antes de la administraciéon del tratamiento, se evalia la reproducibilidad del
posicionamiento del paciente (simulacién) y la verificacion de la inmovilizacién en la unidad
de tratamiento. Finalmente, para mantener el control de calidad durante el curso de la RT se
verifica el mismo periddicamente a través de las imagenes portales (Davila y Romero, 2009).

Para estos tratamientos se requieren dosis altas de radiacion (20-80 Gy), comparadas
a las dosis utilizadas para radiodiagndstico que varian desde aproximadamente 10-4a 10-2 Gy

(Khan, 2010).

1.2.3. TIPOS DE TRATAMIENTOS RADIANTES EN MAMA

La RT tiene un impacto significativo en el control loco-regional de la enfermedad. Se
ha establecido como una modalidad efectiva en el tratamiento de conservacion de la mama,
como tratamiento adyuvante pos-mastectomia y paliativo (Haffty y col., 2009).

Las diferentes técnicas utilizadas dependeran del tipo de cirugia y de la ubicacion y
extension del tumor; y en caso de ser necesario un tratamiento quimioterapéutico, se

administra de manera previa.

1.2.3.1. RT en el tratamiento conservador

Esta terapia incluye cirugia conservadora seguida de RT, es considerada como el
procedimiento de eleccién en el manejo del carcinoma invasivo de mama en estadio precoz
(Fisher y col.,, 2002; Poggi y col., 2003) en el CDIS (Fisher y col,, 1993) y eventualmente en el
CLIS.

«» RT convencional sobre volumen mamario total

La RT convencional a toda la mama, se considera como el tratamiento estandar. La
radiacion se administra a la glandula mamaria, sin importar el volumen tumoral detectado,
excepto en algunas mujeres mayores de 70 afios con tumores mas pequefios y menos
agresivos. Se administra usando la técnica de haz externo, utilizando campos tangenciales
opuestos con fotones de 4-6MV. El tratamiento se realiza en aplicaciones diarias de 1,8-2Gy
(de lunes a viernes) durante 5 semanas, hasta completar una dosis total de 50-50,4Gy.
Ocasionalmente puede haber una sexta semana para dar una dosis adicional a la zona de la
cirugia (boost) de 12-18Gy (Haffty y col., 2009).

Ocasionalmente, también se aplica radiacién en algunos de los ganglios linfaticos

(axilar y/o supraclavicular), con resultado positivo en el estudio histopatoldgico.

** RT convencional en mama parcial
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Otro enfoque para el tratamiento conservador, es tratar Unicamente el area de la
cavidad quirtrgica, dado que la mayoria de los pacientes que tienen recurrencia, la tienen en
o cerca de esta cavidad. De esta manera se minimiza la exposicion a la radiacién para el resto
de la mama, pared toracica, corazén y pulmones. Este enfoque, llamado "irradiacién parcial
de la mama acelerado” (Accelerated Partial Breast Irradiation- APBI), se utiliza generalmente
para tratar a mujeres mayores de 45-50 afios, que presentan tumores pequefios, en estadios
tempranos, que han sido completamente extirpados y que no presentan ningun tipo de
cancer en los ganglios linfaticos axilares (Haffty y col, 2009, Smith y col, 2009). El
tratamiento es acelerado porque utiliza fracciones diarias mayores a 2Gy administradas en
menos de 5 semanas, en lugar de las 5-6 semanas de RT de haz externo tradicional. Se puede
realizar con radiacién de haz externo, RT intraoperatoria o alternativamente con radiaciéon
interna (braquiterapia). Esta tltima, es mas invasiva, debido a que utiliza catéteres o un balén
inflable dentro de la cavidad quirdrgica para entregar la radiacion, limitando ain mas la dosis

a las estructuras circundantes normales (Njeh y col., 2010).

¢ RT por hipofraccionamiento

En la actualidad existe gran interés en esquemas hipo-fraccionados. Los modelos
radiobioldgicos sugieren que una dosis diaria mayor administrada en un tiempo mas corto
(hipofraccionamiento) podria ser igual de eficaz que los tratamientos estdndar (Koulis y col,,
2015). Se han reportado tasas bajas de recurrencia local y morbilidad limitada inducida por
radiacion con estos enfoques. Los esquemas utilizados oscilan entre 40- 44 Gy, con fracciones
diarias de 2,5- 2,7 Gy (Whelan y col., 2010).

La ventaja de estos tratamientos es incorporar entre el 20-25% de las pacientes que
no acuden al tratamiento convencional por diversas razones como la demora en el inicio de
las sesiones dada la escasez de equipos, problemas logisticos (distancias excesivas) y la
duracidn del tratamiento convencional que implica entre 30 a 35 fracciones (Ko y col,, 2011).

Si bien el nimero de trabajos que describen el uso de estos esquemas se encuentra en
aumento, no estan claros sus fundamentos y quedan por dilucidar muchas cuestiones. Se cree
que la eficacia es la misma que para el tratamiento convencional aunque aun se aguarda

confirmar la toxicidad tardia.

1.2.3.2. RT adyuvante pos-mastectomia

Esta modalidad es utilizada de rutina en pacientes con ganglios axilares positivos y
negativos y en aquellos con un moderado a alto riesgo de recaida loco-regional (Haffty y col.,
2009). Mediante estudios prospectivos y retrospectivos se ha demostrado que en tumores

primarios mayores de 5cm y/o si hay afectaciéon de 4 o mas ganglios, existe un alto riesgo de
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recaida loco-regional y en estos casos, se debe considerar el empleo de RT para minimizar el
riesgo de recidivas (Pierce y col., 1999; Bartelink, 2000; Overgaard y col.,, 2007). Atn en
pacientes que hayan recibido altas dosis de QT las recidivas son un problema significativo si
no se emplea irradiacion (Haffty y col,, 2009). Ademas, se tienen en cuenta factores como el
grado tumoral, la invasion de los espacios linfovasculares dentro del tumor, los margenes
quirurgicos y la edad del paciente.

Para el tratamiento de estas pacientes se deben utilizar técnicas elaboradas para
evitar la superposicion entre los campos adyacentes y minimizar la dosis del tejido pulmonar
y cardiaco adyacente (Bartelink, 2000; Recht y col., 2003). Se considera como estandar la
irradiacion de la pared costal, utilizando campos tangenciales o un campo directo con
electrones. Usualmente se utilizan dosis de 1,8-2Gy diariamente, hasta una dosis total de
50Gy. El empleo de una dosis de refuerzo a la cicatriz de la mastectomia (boost) no se
considera obligatorio en pacientes con margenes negativos. En la mayoria de los casos,
también se requieren tratamiento en la fosa supraclavicular regién axilo-supraclavicular o

areas ganglionares (Haffty y col., 2009).
1.2.3.3. RT como tratamiento paliativo

La RT tiene un importante rol paliativo en pacientes con estadios avanzados o con
metastasis, especialmente metastasis dseas dolorosas. El objetivo principal es el control de
los sintomas y complicaciones producidos por la enfermedad a nivel local y a distancia,
contribuyendo a mejorar la calidad de vida del paciente con una toxicidad aceptable. Por lo

tanto sus indicaciones dependen de cada caso individual (Sola, 2006; Haffty y col., 2009).

1.2.4. FUNDAMENTOS CELULARES Y MOLECULARES DE LA RT

Los efectos biologicos de las RI, se clasifican tradicionalmente como efectos
estocasticos y deterministicos, siendo los eventos sobre los que se sostienen, la mutacién y la
muerte celular, respectivamente (Giierci y Cérdoba, 2015).

El efecto mds nocivo de la interaccion de la radiacion con las células es el dafio al ADN.
El mismo se puede producir a través de la accidn directa de la radiacion sobre la molécula o
indirectamente mediante la produccién de ROS (especies reactivas de oxigeno, del inglés
Reactive Oxygen Species) (Figura 6). La interaccion de la radiacién con el tejido provoca
ionizaciones a lo largo de su trayectoria que inducen la formacion de radicales libres,
altamente reactivos con la capacidad de modificar enlaces quimicos (West y Barnett, 2011).
El fendmeno primario de ionizacidn se produce dentro de los 10-16 segundos. Consiste en la
eliminacion de un electréon del conjunto electrénico y da origen a la formacién de un radical

libre. En los sistemas bioldgicos, el agua representa el 70- 80% del peso y es el blanco
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principal de las RIL El radical catién agua y su base conjugada el radical hidroxilo, son las
especies radicalarias mas téxicas para los sistemas biolégicos.

Una irradiacién puede inducir distintas lesiones en el ADN segin el componente de la
molécula involucrado: dafio de base, ruptura de cadena simple (SSB, del inglés Single Strand
Break), ruptura de cadena doble (DSB del inglés Double Strand Break) y entrecruzamientos de
ADN-ADN o ADN-proteina. Entre estas lesiones las DSBs son las de mayor importancia, ya que
su reparaciéon es mas compleja (O'Driscoll y Jeggo, 2006). Este dafio no reparado o mal
reparado puede ser letal o mutagénico. Una simple DSB no reparada podria ser letal si se
inactiva un gen critico o desencadena la apoptosis. Aproximadamente se inducen 40
DSBs/Gy, siendo reparadas la mayoria de ellas (Martin y col., 2010).

Durante las dos ultimas décadas, una exhaustiva investigacion en el drea ha permitido
proponer nuevos mecanismos que permiten explicar efectos particulares de la exposicion a
las RI. La citotoxicidad directa, como la primera via de dafio, se ha ido complementando con
fendmenos mas complejos e integrales como el efecto bystander o la inestabilidad genémica.

En condiciones de estrés ambiental, las ROS inducen una injuria celular que produce
infiltracién de los linfocitos y macréfagos con liberacién de citoquinas y estimulacién
fibroblastica, que a su vez, deriva en la produccién ciclica de ROS. De esta manera, a través de
una sefializacion sistémica, el sistema inmune constituye un elemento fundamental para
explicar los efectos a nivel del organismo (Giierci y Cérdoba, 2015). Este enfoque holistico
permite interpretar a los tratamientos radioterapéuticos a través de la patogénesis sostenida
en el tejido normal entendida como un proceso de interaccién entre diferentes elementos

celulares y moleculares (Kim y col.,, 2014).

Evento de pérdida de enrgia Bn’man’a
a lo largo del trayecto de un foton

Efecto Directo Efecto Indirecto

FIGURA 6. Mecanismos de accion de la interaccion de la radiacion con el ADN. El efecto
directo de las RI ocurre cuando un fotén interactiia directamente con la molécula de ADN
provocando su ionizaciéon. Por otro lado, el efecto indirecto ocurre a través de la interaccion de
la RI con el agua, generando moléculas intermediarias con gran reactividad quimica (radicales
libres), que dan lugar a mecanismos secundarios de dafio. Adaptacién de Pérez y col., 2004.
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1.2.5. RADIOSENSIBILIDAD CLINICA

La radiosensibilidad clinica es definida como la radiosensibilidad individual, medida
como el nivel de toxicidad debido a la RT (West y Barnett, 2011; AGIR, 2013). Esta respuesta
presenta una gran variabilidad de paciente a paciente, a pesar de la utilizaciéon de protocolos
uniformes; se manifiesta en un rango de toxicidad que varia de menor a severa y de semanas
a toda la vida (Bentzen, 2006). No obstante, no todas las pacientes desarrollan radiotoxicidad
(Hopwood y col,, 2010).

Los efectos secundarios de estas terapias ocurren tipicamente en los sitios irradiados
y pueden ser numerosos, variables y sitio-dependientes y se manifiestan especialmente en la
piel (Fisher y col,, 2000; McQuestion, 2006). La piel estd compuesta por una capa externa, la
epidermis y una capa subyacente de tejido conjuntivo, la dermis. La capa epidérmica mide de
30 2300 um de espesor y deriva de una capa basal de células madre. Estas células proliferan
y emigran a la superficie hasta desprenderse, en aproximadamente catorce dias. La capa
dérmica tiene entre 1 y 3 mm de espesor y esta compuesta por una capa papilar y una
reticular mas profunda. La dermis se compone de fibras de colageno, fibroblastos y
microvasos que nutren la epidermis (Hopewell, 1990; Archanbeau y col, 1995; White y
Joiner, 2006).

La secuencia de cambios en la piel puede ocurrir con los esquemas y dosis de
tratamientos radiantes antes mencionados. De acuerdo al momento de aparicién, estos
efectos se clasifican en agudos y tardios.

Los efectos agudos o tempranos ocurren durante el tratamiento o hasta seis meses
después de completado el mismo y por lo general son reversibles. Estos se manifiestan como
eritema, dermatitis, descamacién, depilaciéon y ulceraciéon (West y Barnett, 2011). Son
procesos dindmicos que permiten la conversidn de las lesiones con un aumento creciente de
complejidad (Porock y col, 2002; Harper y col, 2004). La reaccién inflamatoria, libera
sustancias que causan edema dérmico y eritema cutdneo por la permeabilidad y dilatacion de
los capilares. La sequedad y la depilacion resultan de la destruccién de las glandulas sebaceas
y los foliculos pilosos de la capa dérmica. La piel se hiperpigmenta debido a la estimulaciéon
de los melanocitos epidérmicos. La descamacion seca se desarrolla debido a que las células
madre de la capa basal se agotan en el area tratada, se caracteriza clinicamente por
descamacion y prurito. La descamacion hiimeda resulta si todas las células madre son
erradicadas de la capa basal y se distingue por exposicién de la dermis y exudacién serosa
(Hopewell, 1990; Archanbeau y col., 1995; White y Joiner, 2006). Ademas de cambios en la
piel, algunas pacientes también pueden experimentar fatiga media a severa como producto

de la RT (White y Joiner, 2006).
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Por otro lado, los efectos tardios pueden ser permanentes y se producen a partir de
seis meses a varios afios después de la terapia como consecuencia de un dafio permanente en
la dermis. Estos cambios incluyen la atrofia, fibrosis, telangiectasias y alteraciones en la
pigmentacion (Barnett y col.,, 2009; Terrazzino y col., 2011).

En relacion a esta variabilidad inter-paciente, se atribuyen como elementos causales
factores tanto extrinsecos, como intrinsecos. Entre los primeros se incluyen: los relacionados
a la fisica (dosis de radiacidn, tasa de dosis, dosimetria, inhomogeneidad de dosis y volumen
de tratamiento); al tratamiento (interaccion con otras terapias como cirugia, QT y
hormonoterapia) y al paciente (edad, hemoglobina, tabaco, comorbilidades como la diabetes
y enfermedades vasculares). Y entre los segundos, los factores genéticos surgen como causa
importante.

De acuerdo a lo expuesto el 80% de la variacion individual fue inexplicable por
factores extrinsecos (Burnet y col., 1998; Barnett y col., 2015), aumentando la posibilidad de
una base genética como su causa principal (Andreassen, 2002; Burnet y col, 2013). En
adicion, un analisis de heredabilidad sugirié que el 58- 78% de la radiosensibilidad puede ser
atribuida a factores genéticos (Finnon y col, 2011). De esta manera, en torno al cambio de
siglo, hubo un consenso creciente en que este fenotipo debe ser considerado como un rasgo
multifactorial y poligénico que depende de la influencia combinada de alelos de riesgo con

frecuencias y riesgos relativos diferentes (Andreassen y col., 2002, Burnet y col., 2006).

1.2.6. ENSAYOS DE RADIOSENSIBILIDAD

Desde hace décadas, varios grupos de investigacion han invertido tiempo y esfuerzo
en desarrollar técnicas para predecir la radiosensibilidad del tejido sano en los pacientes.
Inicialmente, estos estudios se realizaron utilizando cultivos celulares, especialmente
fibroblastos cultivados a partir de piel o linfocitos de sangre periférica de pacientes (Smith y
col, 1980; Woods y col, 1988; West y col,, 2001). A partir de estas muestras, la técnica
estdndar ha sido el Ensayo clonogénico que permite evaluar la capacidad proliferativa celular.
Estos estudios mostraron una amplia gama de sensibilidad, en parte, debido a la inclusién de
pacientes con sindromes asociados a genes que participan en el reconocimiento y reparacion
del dafio al ADN, causando radiosensibilidad celular y clinica severa (Barnett y col.,, 2015).
Puesto que su desarrollo precisa de mucho tiempo, el interés se trasladé a la investigacion de
ensayos mas rapidos con mayor utilidad clinica. Los principales incluyen: ensayos de dafio
cromosOmico, como el de microntucleos y ensayos de linfocitos en fase G2 (Barber y col,
2000; Djuzenova y col., 2006); el ensayo cometa (Twardella y col., 2003; Di Giorgio y col,,
2004), evaluacién de la apoptosis; la capacidad de los fibroblastos de someterse a la

diferenciaciéon radio-inducida; y la alteracién en la longitud de los telémeros. Las
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combinaciones de estos ensayos también se probaron; no obstante, ninguno de estos
métodos se ha podido validar en un entorno clinico debido a varias razones. Los ensayos no
han sido estandarizados y ha habido poco o ningln intento de garantizar la transferibilidad
entre laboratorios. Ademas, la replicacion y la validacién de los estudios rara vez se han
llevado a cabo (AGIR, 2013).

Hacia el final de los "90s, el interés se centr6 cada vez mas en la investigacion de la
variacién genética, posiblemente por los avances de la genética, la biologia molecular y la
bioinformatica, proponiéndose que los estudios de la radiosensibilidad deberian estar
basados en el genotipo de los pacientes, en lugar de los aspectos fenotipicos, tales como la
radiosensibilidad celular, dando origen al nuevo enfoque de la radiogendmica (Andreassen y

col,, 2002).

1.3. RADIOGENOMICA

Esta disciplina estudia la variaciéon genética asociada con la respuesta a la RT. Tiene
como objetivo determinar las vias biolégicas y los genes responsables de la toxicidad de la RT,
con el fin de identificar marcadores genéticos que puedan ser utilizados en modelos de
prediccidn de riesgo en la clinica (Kerns y col., 2014b).

La evidencia inicial de la base genética de la radiosensibilidad proviene de la
observacion de que ciertos individuos con trastornos genéticos, tales como ataxia
telangiectasia, sindrome de Nijmegen y anemia de Fanconi eran extremadamente sensibles a
la radiacion (Gatti, 2001). Estos se caracterizan por presentar una herencia mendeliana de
genes implicados en la deteccion y reparacion de dafio al ADN. Sin embargo, se limitan a
familias particulares y son poco relevantes en la evaluacion de la radiosensibilidad de la gran
mayoria de pacientes con cancer expuestos a RT (Barnett y col., 2009).

Es evidente que la variacién genética heredada es importante en la determinacion de
la radiosensibilidad del paciente. Sin embargo, la complejidad del modelo genético que
subyace a esto es desconocida y varia de una sola mutacién rara con un gran efecto (tal como
una mutaciéon en ATM) a una combinacién de multiples variantes comunes que juntas
confieren un aumento de la sensibilidad. Es probable que participen una gama de alelos de
distintas frecuencias y de tamafios de efecto diferentes (Barnett y col., 2009; Kerns y col,,

2014a).
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1.3.1. RUTAS BIOLOGICAS ASOCIADAS CON LA RADIOSENSIBILIDAD

Dado que la terapia radiante ejerce sus efectos citotéxicos a través de lesiones en el
ADN, las células han desarrollado vias de respuesta (Chang Claude y col., 2009; Guo y col,,
2015) (Figura 7).

La DDR (Damage DNA Response) es el factor clave de la radiosensibilidad que decide
el destino celular. La alternativa varia entre la reparaciéon del ADN y la activacion de la
apoptosis, a través de multiples vias de transduccién de sefiales (Zhao y col.,, 2013; Hoyosa y
Miyagawa, 2014). La activacion de los puntos de control por el dafio al ADN, arresta el ciclo
celular, ya sea en G1/S o G2/M, permitiendo la ejecuciéon de los mecanismos de reparacién
que posibilitan la restauracion de la molécula (Smith y col., 2010).

Diferentes mecanismos de reparacién del ADN podrian estar implicados en la
resoluciéon de los distintos tipos de lesiones radioinducidas; en este sentido, las DSBs se
resuelven a través de la recombinacion homéloga (HR, del inglés, Homologous
Recombination) y la unién de extremos no homélogos (NHE] del inglés Non-homologous DNA
End Joining); en tanto, los que intervienen en la reparacion de SSBs son los de reparacién por
escision de base (BER, del inglés Base Excision Repair), reparacién por escision de nucleétido
(NER, del inglés Nucleotide Excision Repair), entre otros (Jeggo y Lobrich, 2006). En la figura 7
se pueden observar algunos de los genes involucrados en estas vias, cuyas variantes han sido
ampliamente investigadas dado su impacto en el establecimiento de la radiosensibilidad
individual (Patrono y col., 2014).

Por otro lado, la RT ejerce efectos antitumorales a través del aumento de ROS y RNOS.
El estrés oxidativo que resulta de un exceso de ROS/RNOS y/o la disminucién de niveles
antioxidantes, provoca la muerte celular de manera directa, a través de dafio masivo o
indirectamente a través de la desregulaciéon del ciclo celular (Mignotte y col, 1998). La
sobreexpresion o la disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes pueden reforzar
la eficacia de la RT (Seibold y col., 2013). Por lo tanto, es plausible que variantes polimoérficas
en estas enzimas podrian influir en el desarrollo de efectos secundarios que se dan por los
tratamientos radioterapéuticos (Popanda y col.,, 2009) (Figura 7).

Un hallazgo elocuente es el papel desempefiado por ATM también esta involucrado en
la protecciéon de las células contra la acumulaciéon de ROS mediante la estimulaciéon de la
producciéon de NADPH y la sintesis de nucledtidos para la reparacién de DSBs. Esto destaca la
compleja interaccidn entre las multiples respuestas moleculares inducidas por las RI (West y
Barnett, 2011).

Estudios recientes han puesto de relieve el papel de la respuesta inflamatoria y la
produccion de citoquinas en la patogénesis del dafio del tejido normal inducido por

radiaciones. Las células intervinientes, especialmente los macréfagos, inducen una reaccién
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que se asocia con el aumento de la expresion de diversas citoquinas pro-inflamatorias, entre
las que se incluyen, la interleuquina (IL) -1-a, IL-1-, factor de necrosis tumoral (TNF-a), IL-6
e IL-8. También se observa un aumento en los niveles de TGF-[3, que conduce a la expresién
de coldgeno y fibrosis (Rosen y col., 2000).

De acuerdo a lo expuesto, es tacito que variantes alélicas en los genes que participan
en estas vias, pueden ser un elemento clave en el establecimiento de la radiosensibilidad

individual.
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FIGURA 7. Esquema simplificado de los mecanismos y vias involucradas en la respuesta celular
y tisular de la RT. La interaccion de las RI con el tejido puede llevar a multiples tipos de dafio en el
ADN (SSBs, DSBs, entre otros). Las DSBs son las lesiones radioinducidas mdas importantes y mas
dificiles de reparar. Entre los mecanismos de reparacién de DSBs se encuentran los de Recombinacién
Homologa (HR- Homologous Recombination) y uniéon de extremos no homoélogos (NHE]- Non-
Homologous End Joining). Las Rl también producen ROS y RNOS que estimulan la respuesta de
citoquinas, factores de crecimiento y quimoquinas. Existen multiples redes de sefializacion
interconectadas que responden al dafio inducido por la radiacién que puede conducir a la muerte
celular, senescencia celular, inestabilidad gendmica, mutaciones, respuesta inflamatoria y efecto
bystander. En la figura se muestran algunos de los genes claves involucrados en estos procesos.
Informacién tomada de West y Barnett, 2011; Guo y col., 2015; www.genecards.org.
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1.3.2. GENES CANDIDATOS

Una manera de abordar el estudio de la variabilidad genética involucrada en la
determinacion de la radiosensibilidad individual, es a través de la identificacion de SNPs
(polimorfismos de base simple) en genes candidatos (Barnett y col., 2015). Este enfoque tiene
la ventaja de que utiliza el conocimiento a priori de las vias bioldgicas implicadas en la
respuesta a la radiacién, limitando asfi el alcance de los estudios a un ndmero especifico de
genes (Kerns y col,, 2014b).

Estos polimorfismos comienzan como el cambio en una base (mutacién puntual) que
al alcanzar una frecuencia de al menos el 1% en la poblacién se denomina SNP, con
alternancias menos prevalentes conocidas como "variantes raras" (West y Rosenstein, 2010).
Estas variantes comunes son la mayor fuente de variabilidad genética entre los individuos. En
el proyecto de “1000 Genomas”, realizado para una variedad de ascendencias, se observé que
existen aproximadamente 84,7 millones de SNPs, que representan >99% de las variantes
totales (88 millones) (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

De acuerdo a sus posibles efectos funcionales, estos polimorfismos se pueden
subdividir en distintas clases. Si esta localizado en una regién codificante, la variante puede
resultar en un cambio de aminoacido y alterar la secuencia de la proteina (SNP no sin6nimo).
La variante también puede ser funcional aunque no haya cambio de aminoacido (SNP
sinénimo), ya que puede alterar la estabilidad del ARNm. Los SNPs en las regiones
intergénicas o intrones también pueden ser funcionales si alteran los sitios de empalme
(splicing), o si interrumpen o crean nuevos sitios de unién a factores de transcripcion o sitios
que actuan como potenciadores o silenciadores de la transcripciéon (Conde Lagoa, 2007).

Estos cambios podrian conducir a la expresion de diferentes grados de sensibilidad
clinica a la radiacién. Si bien se han realizado diversos estudios, informando asociaciones
significativas, entre SNPs y radiosensibilidad, en un nimero limitado de pacientes, los

resultados han sido inconsistentes a nivel mundial (Alsbeith, 2013).

1.3.3. GENES DE ESTRES OXIDATIVO

1.3.3.1. Genes GSTP1 y GSTA1 (Glutation S-transferasa plyal)

Las proteinas Glutation S-transferasas (GSTs), son una familia de enzimas de gran
importancia en mecanismos de desintoxicaciéon celular, eliminando xenobidticos o
substancias nocivas para las células. Catalizan la conjugacion de muchos compuestos
hidrofébicos y electréfilos con glutatiéon reducido (GSH). Sobre la base de sus propiedades
bioquimicas, inmunolégicas y estructurales, las GSTs solubles se clasifican en 4 clases

principales: alfa, mu, pi, y theta (NCBI, 2008).
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El gen Glutation S- transferasa P1 (GSTP1) se localiza en el cromosoma 11q13 y esta
comprendido por 7 exones y 9 intrones. Codifica funcionalmente diferentes proteinas activas,
que participan en la susceptibilidad al cancer y otras patologias. La sustitucién de una
isoleucina por una valina en la posicion 105 de la proteina conduce a una actividad
enzimatica disminuida o suprimida (Cotton y col., 2000).

Por otro lado la glutatién S- transferasa A1 (GSTA1) tiene un papel particular en la
proteccién celular de las ROS y de los productos de la peroxidacidon. Los polimorfismos en
este gen influyen en la capacidad de los individuos para metabolizar diferentes fairmacos. Este
gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 (6p12.2) y esta compuesto por 7 exones.

Ambas proteinas participan en la detoxificacién por la neutralizacion de ROS.

1.3.3.2. Gen SOD2 (Superodxido dismutasa 2)

La superdxido dismutasa mitocondrial (SOD2), es un miembro de la familia de las
superoxido dismutasa de hierro/manganeso. Juega un papel crucial en los mecanismos de
defensa enddgena contra las ROS, convierte los radicales superéxido a perdxido de hidrogeno
y oxigeno. No obstante, si el peréxido de hidrégeno no se elimina posteriormente por otras
enzimas de defensa antioxidante, puede contribuir a la generaciéon de ROS catalizada por la
mieloperoxidasa (MPO) (Fridovich, 1995).

El gen de SOD2 (Gene ID: 6648) se localiza en el cromosoma 6 (6q25.3) y se compone
de 11 exones. El alelo alanina del polimorfismo Vall6Ala de este gen ha sido asociado con la
sobreexpresion de esta proteina, dando como resultado un aumento de la produccién de
perdéxido de hidrogeno, lo cual provoca niveles mas altos de ROS si no se neutralizan

posteriormente (Ambrosone y col., 2005).

1.3.3.3. Gen NOS3 (Oxido nitrico sintasa)

El gen NOS3 (Gene ID: 4846) mapea en el brazo largo del cromosoma 7, en el locus
7q36.1; estd compuesto de 30 exones. La proteina codificada por este gen participa en la
generacion de especies reactivas de oxido nitrico (ON) y de ROS. El 6xido nitrico es un radical
libre que actiia como mediador bioldgico en varios procesos, incluyendo neurotransmision y
actividades antimicrobianas y antitumorales. Se sintetiza a partir de L-arginina y esta
implicado en la relajacion del musculo liso vascular. También interviene en la angiogénesis
inducida por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en vasos coronarios y
promueve la coagulacién sanguinea a través de la activacion de plaquetas. El ON tiene efectos
celulares complejos, ya sea citoprotectores o citotoxicos de acuerdo a su concentracion
(Lancaster y Xie, 2006). El alelo asparagina del polimorfismo Glu298Asp ha sido asociado
con niveles reducidos de ON y ROS (Veldman y col., 2002).
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1.3.4. GENES DE VIAS DE RESPUESTA DE DANO AL ADN

1.3.4.1. Gen ATM (Ataxia Telangectasia Mutada)

El gen ATM se localiza en la regiéon cromosémica 11q22-q23 y codifica para una
proteina de 3056 aa que desempeia un papel crucial en la respuesta bioldgica a las RI. Esta
involucrado en la detecciéon de DSBs y la iniciaciéon de vias que conducen a la detencién del
ciclo celular seguido de reparacién del ADN o apoptosis (Canman y col., 1998; van Gent y col,,
2001). Su conformacién normal es la de un homodimero inactivo, que se autofosforila y se
disocia en mondémeros activos a raiz de la induccién de las DSBs (Kastan y Bartek, 2004;
Derheimer y Kastan, 2010). Estas unidades son reclutadas hacia las lesiones mencionadas
mediante el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) y fosforila multiples sustratos, tales como
p53, NBS1, BRCA1 and Chk2 (Kurz y Lees-Miller, 2004).

Los pacientes homocigotas para la mutacién del gen sufren del sindrome autosémico
recesivo raro de Ataxia Telangiectasia caracterizado por una sensibilidad exacerbada a las RI
(Andreassen y col.,, 2016). Las lineas celulares derivadas de estos individuos demuestran su
rol como quinasa apical, exhibiendo defectos en puntos de control del ciclo celular, como la
disminucién del arresto en G1 debido a una menor cantidad de p53 (Canman y col., 1998). En
cuanto a variantes particulares, Asp1853Asn (rs1801516) es una mutaciéon missense
localizada en el ex6n 39, que conduce a la transicién G>A sustituyendo la asparagina por
acido aspartico en la posicion 1853. Este polimorfismo ampliamente estudiado se presume

con un rol destacado en la respuesta al tratamiento radiante.

1.3.4.2. Gen TP53 (Proteina tumoral 53)

TP53 se encuentra localizado en la regién 17p13.1 del cromosoma 17; codifica una
proteina supresora de tumores que contiene dominios de activacion transcripcional, de union
al ADN y de oligomerizacion. Esta proteina regula la expresion de genes diana, induciendo asi
el arresto del ciclo celular, la apoptosis, la senescencia, la reparacion del ADN o cambios en el
metabolismo. Las mutaciones en este gen estdn asociadas a una variedad de tumores
humanos, incluyendo canceres hereditarios tales como el sindrome de Li-Fraumeni, cuyos
pacientes presentan una alta radiosensibilidad (NCBI, Gene ID: 7157; 2016).

La proteina codificada por este gen es activada por quinasas, incluyendo ATM y la
quinasa dependiente de ADN, inducidas por el dafio causado por RI (Banin y col.,, 1998;
Schwartz, 2007). p53 activada tiene varios blancos aguas abajo, como genes de regulacidn del

ciclo celular, la apoptosis y la reparacién del ADN. Cuando el ADN es dafiado por la radiacion,
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p53 induce la transcripcién del gen p21, que impide que las células entren en la fase S del
ciclo celular (Dotto, 2000; Robles y col., 2002).

Estudios publicados anteriormente han reportado que la variante Arg72Pro
(rs1042522) codifica una arginina o una prolina en el codén 72 en el exdn 4 (Su y col., 2014).
Este SNP podria influir en la radiosensibilidad de los portadores de alelos polimérficos y en el
desarrollo de respuestas adversas a la RT de cdncer de mama, proéstata y pulmoén (Cesaretti y

col, 2005; Andreassen y col., 2006; Yang y col., 2011).

1.3.4.3. Gen XRCC1

El gen humano XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group 1) se localiza en el
cromosoma 19, en el locus 19q13.2 y codifica una proteina scaffold de 633 aa. Esta proteina es
necesaria para la reparacién de SSBs (Brem y Hall, 2005), con un rol destacado en la via BER.
La proteina codificada coordina la restauracion del sitio abasico a través de multiples
interacciones proteicas (Vidal y col,, 2001). Las SSBs sin reparar son una amenaza importante
para la estabilidad genética y la supervivencia celular, acelerando las tasas de mutaciéon y
aumentando los niveles de aberraciones cromosémicas (Carrano y col, 1986). Ademas,
XRCC1 parece participar también en la reparacién de DSBs. La proteina quinasa ADN-
dependiente (ADN-PK), factor clave en NHE], es capaz de fosforilar a XRCC1 (Ser 371)
después de la RI causando la disociacién de los dimeros XRCC1. Esta modificacién post-
traduccional parece ser importante para reunir DSBs en respuesta al dafio del ADN causado
por RI (Levy y col., 2006). La deficiencia de XRCC1 en ratones produce letalidad embrionaria
y en células de ovario de hamster chino o en ratén con pérdida funcional de XRCC1 o en
células humanas en las que los niveles de XRCC1 han sido reducidos por ARNi, son
hipersensibles a una amplia gama de dafio al ADN inducido por agentes alquilantes, especies
reactivas de oxigeno o RI (Luo y col., 2004; Brem y Hall, 2005).

Entre los SNPs encontrados en este gen, se han identificado tres polimorfismos que
resultan en la sustitucién de aa con costo fenotipico: Arg194Trp (rs1799782) en el exdn 6,
Arg280His (rs25489) en el exén 9 y Arg399GIn (rs25487) en el ex6n 10 (Sterpone y col,,
2010). Estos polimorfismos podrian alterar la funcién de XRCC1 y alterar la eficiencia de
reparacion del ADN o su precision. Setlow (1983) afirma que los individuos sanos difieren en
su capacidad intrinseca en la reparacion del dafio del ADN y esta variacién podria ser el
resultado de variantes en los genes de reparacién del ADN que, en consecuencia, podria

modificar la susceptibilidad individual a la exposicion a la radiacidn.
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1.3.5. GENES DE CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS Y PRO-FIBROTICAS

1.3.5.1. Gen TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa)

En los seres humanos, el gen TNF-a se localiza en la banda citogenética 6p21.3 y esta
compuesto por 2,77 Kpb distribuidos en la regién promotora, 4 exones, 3 intrones y regiones
5°'UTR y 3°UTR (NCBI, Gene ID: 7124). Codifica una citoquina multifuncional implicada en la
apoptosis, la supervivencia celular, la inflamacién y la inmunidad (Locksley y col., 2001). Esta
proteina regula diversos eventos biolégicos fundamentales de las células, tales como la
activacion de los leucocitos, la liberaciéon de diversas citoquinas y quimiocinas, y la
produccion de ROS e intermediarios de nitrégeno (McKellar y col., 2009).

El TNF-a es producido por macroéfagos, linfocitos, células endoteliales y otras células,
en dos formas: una precursora unida a la membrana y otra soluble (sTNF-a). TNF-a se
sintetiza como pro-TNF (26 kDa), que est4 unido a la membrana y se libera tras la escisién de
su dominio pro por la enzima convertidora de TNF (TACE) (Bemelmans y col,, 1996). Cuando
es escindida por la TACE queda como sTNF-a (17 kDa). Las funciones TNF-a estdn mediadas
por el homotrimero de sTNF-a (51 KDa); sin embargo, su actividad bioldgica se puede
interrumpir debido a una disociacion proteica causada por bajas concentraciones de esta
proteina (Thomas, 2001). Diversas evidencias experimentales sugieren que ambas formas
participan en la respuesta inflamatoria (Horiuchi y col, 2010). En células, incluyendo
fibroblastos, de musculo liso y tumoral presenta una expresién mas baja.

Este gen contiene diversos polimorfismos de un solo nucleétido distribuidos a través
de su estructura, descritos especialmente en la regién promotora (-1031T/C, -863C/A, -
857C/T, -376G/A, -308G/A y -238G/A) (Lona y col., 2013). Varios trabajos han demostrado
que el nivel de transcripcion de esta citoquina esta sumamente afectado por estos SNPs. Dado
que se sabe que TNF-a se libera en respuesta a dosis altas de radiacion, se presume que esta

fuertemente involucrada en la radiosensibilidad clinica.

1.3.5.2. Gen IL6 (Interleuquina 6)

El gen de la IL 6 en humanos, se localiza en el brazo corto del cromosoma 7, en el locus
7p15.3 y esta compuesto de 6 exones con una longitud de 6,11Kpb (Gene ID: 3569). Codifica
una citoquina con una masa molecular aproximada de 26 kDa, secretada por los macro6fagos,
células T, células endoteliales y fibroblastos. Participa en la regulaciéon de la respuesta
inmunolégica e inflamatoria (Kaplanski y col., 2003). La proteina se produce principalmente

en los sitios de inflamacién aguda y crénica que se secreta en el suero e induce una respuesta
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inflamatoria a través de la transcripcion del receptor de interleuquina 6, alpha. Su liberacién

esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNF-a.

La irradiacién induce la regulacién positiva de los niveles de una variedad de citoquinas
incluyendo a IL-6 (Wu y col.,, 2013). Algunos informes clinicos han observado cambios en la
concentracién plasmatica de IL-6 durante la RT y sugieren que estas variaciones podrian

identificar a los pacientes en riesgo de manifestar radiotoxicidad (Chen y col.,, 2001-2002).

En los ultimos afios, se han descrito distintos polimorfismos de la regién promotora del
gen de la IL-6, como son el -572G>C, el -373A(n)T(n), el -597G>A y el -174G>C, siendo este
ultimo el de mayor prevalencia e importancia biolégica (Goyenechea y col., 2005), ya que

parece afectar a la trascripcion de la citoquina (Wernstedt y col,, 2004).

1.3.5.3. Gen TGF@- 1 (Factor de crecimiento transformante beta 1)

El gen TGFB-1 (NCBI, Gene ID: 7040) esta localizado en el brazo largo del cromosoma
19 (19q13.2). Codifica una proteina ligando que pertenece a la superfamilia de TGFf3; este
mediador celular se une a receptores de TGFf y modula la activacién de SMAD 2/3 mediante
su fosforilacién y subsecuente translocacion al nucleo donde participa en la regulacién de la
expresion génica. Esta fuertemente implicada en la ruta de respuesta fibrogénica- atrofica
que es un componente principal de la lesién del tejido normal después de la RT. La fase
temprana de la fibrogénesis, después de la irradiacion, se puede considerar como una
respuesta de curacion de heridas con la regulaciéon de citoquinas pro-inflamatorias, tales
como TGFR3-1 (Bentzen, 2006).

TGFpB-1 presenta efecto pro-fibrético y juega un papel importante en la promociéon de
los cambios tisulares post- irradiacion, especialmente en la generacién de fibrosis (Arroyo y
Nazar, 2011). En pieles irradiadas se ubica preferentemente en células inflamatorias de la
region dérmica papilar. Ademas, juega un rol critico en la senalizacion extracelular, la
induccién de la apoptosis y la inhibicion de la proliferacién en respuesta al dafo del ADN
(Bentzen y col., 2006).

Los SNPs mas frecuentemente estudiados en TGFf-1 son C-509T (rs1800469) y P10L
(rs1800470). El primero se encuentra en la regiéon promotora de TGFB-1, pero no esta dentro
de ningin elemento regulador; y el segundo estd localizado en el péptido sefal. Se ha
reportado que ambos actdan alterando la velocidad de secrecién de TGF-1 y, por lo tanto, en
los niveles circulantes de la proteina madura. Sin embargo, no todos los estudios han
demostrado tal relacion, la presencia de las formas, latente y activada, puede complicar la

interpretacion de los estudios de los niveles circulantes (Barnett y col., 2012).
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1.3.6. IMPORTANCIA CLINICA DE LA RADIOGENOMICA

El objetivo final de la radiogen6mica es desarrollar un modelo de riesgo incluyendo
factores genéticos y clinicos co-variantes capaces de predecir la probabilidad de desarrollar
efectos secundarios de la RT (Guo y col, 2014). Por lo tanto, un set de biomarcadores
validados podria ayudar en la toma de decisiones dirigidas hacia una RT individualizada o a la
implementacién de terapias alternativas.

Tal perfil podria clasificar a los pacientes en subgrupos con diferentes probabilidades
de desarrollar toxicidad, de modo que permita la irradiacion hasta la tolerancia del tejido
normal para cada subgrupo (Barnett y col, 2009). De este modo, la identificacién de
pacientes con un bajo riesgo de radiosensibilidad podria permitir la escalada de dosis y
mejorar el control tumoral. Por el contrario, pacientes con alto riesgo podrian realizar
tratamientos sin radiacion (si estuviese disponible) o un protocolo de RT modificado que se
traduzca en una menor dosis a los tejidos normales que podrian mejorar el resultado
terapéutico. Ademas, el advenimiento de las tecnologias modernas de la RT guiada por
imagen (IGRT) y RT de intensidad modulada (IMRT) permiten que las dosis a las estructuras
del tejido normal se reduzcan adn mas, logrando la individualizacion fisica (Burnet y col,
2013). Otra consideracién es que el tipo de tumor también sea radiosensible, por lo tanto,
podria ser erradicado mediante el uso de una dosis mas baja de RT (Kerns y col., 2014a)
(Figura 8).

Por otra parte, cuando existen opciones para la terapia, la comprension del paciente
de los posibles dafios y beneficios de las opciones de tratamiento alienta a una participacién
mas activa en la toma de decisiones, lo que resulta en una disminucién de la ansiedad y el
arrepentimiento en la decision (Rosenstein y col., 2014).

En este contexto, es importante tener en cuenta que a pesar de los avances
tecnolégicos que se han realizado para conformar la dosis de radiacién al tumor, una cierta
cantidad del tejido normal siempre es irradiado durante el curso de la RT y ésta exposiciéon
puede conducir al desarrollo de efectos adversos. Por lo tanto, la disponibilidad de un ensayo
predictivo de esta radiotoxicidad puede ser de gran ayuda para los proveedores de atencion
médica, los pacientes y sus familias si permitiera lograr un tratamiento mejorado para cada
individuo. Ademas, la informacién de un ensayo de este tipo, incorporada en un modelo
predictivo, podria servir como una herramienta de toma de decisiones para los pacientes
ofreciendo un enfoque genéticamente adaptado para la prevencion de la radiotoxicidad en el

campo de la medicina de precision (Kerns y col.,, 2015).
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FIGURA 8. Enfoque general de la potencial aplicacion clinica de un test de radiosensibilidad
(screening de SNPs especificos) para un tratamiento radioterapico individualizado. A través
del ensayo se podrian identificar dos grupos de pacientes: de bajo/alto riesgo de presentar efectos
adversos. Pacientes con un bajo riesgo, podrian recibir dosis mas altas para aumentar la tasa de
curacidén. Y por otro lado, pacientes con un alto riesgo, podrian ser candidatos a tratamientos sin
irradiacién (cirugia, QT u hormonoterapia) o tratadas con IGRT/IMRT o con una dosis total mas
baja.
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1.1. HIPOTESIS

La radiosensibilidad individual es un rasgo complejo, multifactorial y poligénico en el
cual participan diversas vias de transduccién, como la reparacién del ADN, el proceso
inflamatorio y de estrés oxidativo, polimorfismos en genes incluidos en estas repuestas

estarian asociados a este fenotipo.

I1.2. OBJETIVOS GENERALES

v Identificar marcadores genéticos que puedan ser utilizados como una
herramienta predictiva en la respuesta al tratamiento con radioterapia.
v Establecer un modelo predictivo para la evaluacién de radiosensibilidad

individual.

I1.3. OBJETIVOS PARTICULARES

v Epidemiologia clinica de las pacientes con cancer de mama que realizaron el

tratamiento radiante.

v Identificar variantes alélicas de genes candidatos implicados en vias de estrés
oxidativo: GSTP1, GSTA1, NOS3, SOD2 en pacientes con cancer de mama sometidos a

radioterapia.

v Identificar variantes alélicas de genes candidatos que participan en vias DDR:

TP53, XRCC1, ATM en pacientes con cancer de mama sometidos a radioterapia.

v Identificar variantes alélicas de genes de citoquinas pro-inflamatorias y pro-

fibrotica: TGFB-1, TNF-a e IL6 en pacientes con cancer de mama sometidos a radioterapia.

v Evaluar la potencial relaciéon de la variabilidad genética detectada, con la

manifestacion de efectos adversos agudos provocados por el tratamiento radioterapéutico.

v Realizar un analisis multifactorial incluyendo posibles factores intrinsecos

relacionados al desarrollo de la radiosensibilidad.
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I1I. MATERIALES Y METODOS

I11.1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

En el presente trabajo se incluyeron 122 pacientes con diagndstico positivo para CaM,
provenientes de la ciudad de La Plata y alrededores, con un rango etario de 26 a 85 afios de
edad. Las mismas asistieron al Centro Integrado de Oncologia (CIO) Terapia Radiante- La
Plata, por derivacién de sus respectivos médicos oncologos, para ser tratadas con RT
adyuvante.

Se realizé la extraccién de 5 mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA 5%
mediante puncién endovenosa recolectadas en tubos falcon de 15 mL y se mantuvieron en
freezer a -70°C hasta su procesamiento. En los casos en los que no fue posible la extraccién
sanguinea se realizd un hisopado de mucosa bucal, que luego fue resguardado en sobre
cerrado, en lugar seco y a temperatura ambiente. La obtencién de las muestras biolédgicas fue
realizada antes de que las pacientes dieran inicio al tratamiento. En adicién, 13/122 muestras
corresponden a un muestreo previo, las cuales se encontraban resguardadas en el laboratorio
de genética molecular del IGEVET. Estas consistieron en sangre colectadas en tarjetas
Whatman FTA Elute, preservadas segun instrucciones del fabricante en sobre cerrado y a
temperatura ambiente. Todas las muestras fueron encriptadas con un cédigo intra-
laboratorio para preservar el anonimato del paciente, el cual se utilizé6 durante todo su

procesamiento.

I11.2. ENTREVISTA DE ANAMNESIS E HISTORIA CLINICA

Luego de la extraccion de la muestra, se realiz6 una entrevista de anamnesis a cada
una de las pacientes. Se obtuvo informacion de los datos personales, demograficos y referidos
a su estilo de vida: edad, lugar de nacimiento, origen étnico, habito de fumar (Si/No),
consumo de alcohol (Si/No), peso, altura, tamafio de la mama (grande, mediana, pequeiia),
comorbilidades (diabetes, hipertension, anemia, etc) (Si/No), antecedentes familiares de CaM
u otro tipo de neoplasia.

Asimismo, a través de la revision de las historias clinicas, se registré informacion
referente al diagnostico histopatoldgico de la enfermedad, grado histolégico, tamafio tumoral,
estatus de los ganglios linfaticos, presencia de metastasis distales. También tratamientos
terapéuticos: cirugia (mastectomia/ conservada) quimioterapia (Si/No) (neo-
adyuvante/concomitante), tamoxifeno (Si/No), terapia hormonal. Ademas, se tomaron datos
referidos a las caracteristicas del tratamiento radiante: volumen irradiado, dosis total y

esquema de fraccionamiento, tipo de tratamiento (braquiterapia, teleterapia), planificacién
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del tratamiento (convencional 2D, conformado 3D), modalidad (pre o post-operatoria),

localizacién del tumor (mama derecha/izquierda), entre otros (Ver Anexo 1).

I11.3. CONSIDERACIONES ETICAS

El trabajo se realiz6 de manera exclusiva con las pacientes que otorgaron su
consentimiento informado. En conformidad con la Declaracién de Helsinki, promulgada por la
Asociacion Médica Mundial (AMM!), a cada paciente se le inform6 sobre el protocolo del
estudio, tanto verbalmente como por escrito antes de realizar la toma de la muestra. El
proyecto que enmarca el presente estudio fue aprobado por el Comité ad hoc de Etica de la
Asociacion de Genética Humana (AGHU) de la ciudad de Mar del Plata- Buenos Aires (Ver

Anexo 2).

II1.4. TRATAMIENTO RADIANTE DE PACIENTES

La planificaciéon 3D del tratamiento radiante se realiz6 utilizando TC, ya que permite
conocer la distribucién de la dosis a nivel de toda la glandula mamaria y a nivel de los tejidos
normales, con la posibilidad de mejorar los resultados cosméticos, especialmente en
pacientes con mamas voluminosas y disminuir la toxicidad al reducir la dosis al tejido
pulmonar y cardiaco (Haffty y col., 2009).

La mayoria de las pacientes (98/122) fueron sometidas a un tratamiento
conservador. Este radic6 en una RT convencional 3D (en algunos casos 2D), cuya
planificacién consistié en 2- 4 campos tangenciales opuestos, con o sin cufia con tiempo
parcial a fin de homogeneizar la dosis (Figura 9). A las mismas, se le aplicé RT en mama total
con una dosis convencional de 50-50,4 Gy, fraccionada en dosis diarias de 1,8-2 Gy, con un
acelerador lineal de fotones de 4 o 6 MV (Varian Clinac, CA, USA) (Figuras 10). El tratamiento
fue seguido por un boost sobre lecho tumoral, con una dosis total de 12-18 Gy fraccionada en
2 Gy/dia en 85,7% de los casos (84/98).

Ademas, 9 pacientes que cumplieron con requisitos especificos (>60 afios, estadio
tumoral precoz) recibieron tratamiento Hipofraccionado, que consistié en la aplicacién de
una dosis total de 42,56 Gy, fraccionado en 2,66 Gy/dia. En estos casos, ninguna de las
pacientes realiz6 boost.

Por otro lado, para tratar a las pacientes pos-mastectomia (12) se utilizd6 un
tratamiento estandar de RT en pared costal, utilizando campos tangenciales. Se administrd

una dosis de 1,8-2Gy diaria, hasta una dosis total de 50Gy. Ademas, a la mayoria también se

L http://www.wma.net/es/30publications/10policies/b3/
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aplicé una dosis total de 50Gy en la cavidad axilo-supraclavicular, fraccionada en dosis
diarias de 2Gy.

Por ultimo, dos pacientes sin intervencién quirdrgica fueron la excepcion: una tratada
de manera paliativa con un tratamiento convencional (60Gy mas 50,4Gy en cavidad axilo-

supraclavicular) y otra como tratamiento pre-quirdrgico (50Gy).

FIGURA 9. Planificacién en volumen total de una mama de tamafio grande. Se observa en
ambas figuras un tratamiento con dos campos opuestos y las curvas de isodosis representadas
por distintos colores.

FIGURA 10. Acelerador lineal de fotones de 6MV de energia. Equipo utilizado para
la irradiacion de las pacientes bajo tratamiento.
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I11.5. EVALUACION DE LA RADIOTOXICIDAD

El andlisis de la radiotoxicidad aguda fue realizado por el equipo de médicos radio-
oncdlogos del CIO- La Plata, quienes semanalmente registraron la evolucién clinica del
tratamiento de las pacientes.

Para evaluar la severidad de las reacciones agudas en piel se utiliz6 el sistema de
clasificacién del RTOG (Grupo de Oncologia Radioterapica, del inglés Radiation Therapy
Oncology Group), que ha sido aceptado y reconocido por la comunidad médica desde hace
varios afios (Cox y col,, 1995) (Ver Tabla 2). El desarrollo de los efectos secundarios agudos
de Gradoz2 fue considerado para indicar a las pacientes con una mayor sensibilidad,
mientras que los individuos con minimas o nulas reacciones cutaneas (Grados 0 y 1) fueron
considerados parte del grupo control. La ocurrencia y severidad de las reacciones agudas en
la piel se determinaron durante y luego de finalizado el tratamiento de RT, teniendo en

cuenta para el analisis estadistico el grado mas alto de radiotoxicidad.

TABLA 2. Criterios de radiotoxicidad aguda en piel EORTC/RTOG. Adaptado de Coxy col., 1995.

RADIODERMITIS AGUDA:
0 1 2 3 4
No se observan Eritema folicular, Eritema marcado Descamacion Hemorragias
cambios leve, difuso. .. himeda ..
" e Descamacion Ulceracion
Depilacion. X confluente
. himeda en focos .
Prurito. . . Necrosis
., circunscriptos. Edema severo
Descamacién
seca. Edema

Hiposudoracion ~ moderado

RTOG, Radiation Therapy Group; EORTC, European Organization for Research and Treatment of cancer

I11.6. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

I11.6.1. A partir de muestras de sangre periférica

Las muestras de sangre obtenidas se centrifugaron a 12.000 rpm durante 4 min. Se
descarto el sobrenadante y luego se hicieron lavados sucesivos con buffer TE (Tris-HCl 10
mM, EDTA 0,1 mM) hasta eliminar todo rastro de eritrocitos. El sedimento celular obtenido
fue incubado durante 24 hs a 562C en 300 pL de buffer de extracciéon (50 mM Tris-HCl pH 8,5;
1 mM EDTA; 1% Triton X-100 y 0,5% Tween 20) y 10 pL de proteinasa K (10 mg/mL)
(Promega, Madison, Wisconsin, USA). La proteinasa K fue inactivada por hervor durante 12

min. Las muestras de ADN fueron conservadas a -20°C hasta su utilizacion.

37



EVALUACION DE MARCADORES MOLECULARES DE TOXICIDAD RADIOINDUCIDA PARA LA OPTIMIZACION DE LA
RADIOTERAPIA EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA

I11.6.2. A partir de hisopado de mucosa bucal

Los hisopados de mucosa bucal fueron colocados en tubos eppendorf de 1,5 mL y se
agregd 1mL de PBS 1x (tampén Fosfato Salino), se mantuvo durante unos segundos hasta
liberar las células epiteliales adheridas y se descarté el hisopo. Luego se centrifugd a 12.000
rpm durante 4 min. Se descarto el sobrenadante y el sedimento celular obtenido fue incubado
durante 24 hs a 562C en 100 pL de buffer de extracciéon (50 mM Tris-HCl pH 8,5; 1 mM EDTA,;
1% Triton X-100 y 0,5% Tween 20) y 5 pL de proteinasa K (10 mg/mL) (Promega, Madison,
Wisconsin, USA). La proteinasa K fue inactivada como se describi6 previamente. Las

muestras de ADN se conservaron a -12°C hasta su utilizacion.

I11.6.3. A partir de muestras de sangre en tarjetas Whatman FTA Elute

Las tarjetas Whatman FTA Elute (Whatman Inc., Florham Park, NJ, USA) contienen
productos quimicos que conservan el ADN de una muestra organica. Estos productos lisan las
células, desnaturalizan las proteinas y protegen los acidos nucleicos de las nucleasas, del
dafio oxidativo y del dafio por luz UV. Adema4s, inactivan rapidamente los organismos
infecciosos de la sangre e impiden el crecimiento de bacterias y otros agentes patégenos. De
esta manera, las muestras de ADN pueden permanecer estables a temperatura ambiente

durante afios.

El ADN se obtiene de la matriz de la tarjeta mediante un proceso de elucién
simplificado utilizando agua y calor, y los componentes inhibidores como la hemoglobina
quedan retenidos en la matriz. De cada muestra se obtuvieron 10 discos de 1,2 mm de
didmetro extraidos con un microperforador estéril y se colocaron en un tubo eppendorf de
1,5 mL. Se lav6 cada muestra 3 veces con 500 pL de agua destilada mediante agitacion. Se
agreg6 50 pL de agua estéril y se calent6 la muestra a 95°C durante 30 min. Se centrifugé a
12.000 rpm durante 30 seg para separar los discos del eluido. Se removieron y descartaron

los discos. Las muestras de ADN se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

111.6.4. Cuantificacion de la concentracion de ADN

Las muestras de ADN extraidas fueron cuantificadas por espectrofotometria con
NanoVue (GE, Healthcare, USA) para confirmar que se cuenta con la cantidad suficiente de
ADN de calidad adecuada para llevar a cabo los ensayos de PCR. La concentracién se mide en
ng/uL y la calidad del ADN se calcul6 en base a la relacion de absorbancia A260/A280
(ADN/proteinas), cuyo valor esperado se encuentra entre 1,7 y 2.

Para la amplificaciéon de las secuencias se utilizé6 una concentracién de ADN en el

rango de 80-100 ng/pL.
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IIL.7. DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE
(SNPs)

I11.7.1. Seleccion de los SNPs

Los genes candidatos analizados en este estudio, se seleccionaron considerando las vias
de senalizacion que participan en la respuesta a la RI. De acuerdo a estas, se han escogido 10
candidatos por su presunta influencia sobre la radiosensibilidad individual.

Asimismo, los SNPs de estos genes se seleccionaron de acuerdo a los siguientes criterios:
que los polimorfismos correspondieran a substituciones no sinénimas y que tuvieran una
frecuencia mayor a 0,05 para el alelo menos frecuente (MAF >0,05), estas frecuencias fueron
obtenidas de la base de datos de SNPs del NCBI2. En la Tabla 3 se pueden observar algunas
caracteristicas.

- Genes involucrados en las vias del estrés oxidativo: GSTP1- Glutation S-Transferasa P 1,
SOD2- Superéxido Dismutasa 2, NOS3- Oxido Nitrico Sintetasa 3 y GSTA1- Glutatién S-
Transferasa A 1.

- Genes implicados en las vias de deteccién y reparacion del dafio al ADN: TP53- Proteina
Tumoral p53, XRCC1- X-Ray Repair Cross Complementing 1 y ATM- Ataxia
Telangienctasa Mutada

- Genes de citoquinas pro-fibroticas y pro-inflamatorias: TGFB-1- Factor de Crecimiento

Transformante beta 1, TNF-a- Factor de Necrosis Tumoral alfa e IL6- Interleuquina 6.

2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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TABLA 3. Caracteristicas de las variantes polimorficas bajo estudio

POSICION CAMBIO 1)) )

Via de Estrés

GSTP1 A313G rs1695 lle>Val G=0.3526/1766
oxidativo
Via de Estré

soD2 1 de BSIES a7 rs4880 16 Val>Ala G=0.4107/2057
oxidativo
Via de Estrés

NOS3 o G89AT rs1799983 298 Glu>Asp T=0.1763/883
oxidativo
Via de Estré

GsTar 20T gor rs3957356 - - T=0.3063/1534
oxidativo

TP53  ViadeDDR R72P rs1042522 72 Pro>Arg G=0.4571/2289
Via de DDR R399Q rs25487 399 Arg>Gln T=0.2604/1304

XRCC1
Via de DDR R194W  rs1799782 194 Arg>Trp A=0.1299/283

ATM  ViadeDDR G1853A  rs1801516 158 Asp/Asn A=0.0669/335
Citoqui :
AOAURAPTO™ 0 509T 151800469 - ; A=0.368/1843
fibroética

TGFB1 ————
Citouinas pro- -, rs1800470 10 Leu>Pro G=0.454/2277
fibroética

TNFq ~ CIOUINAPIo- o oigs 151800629 - ; A=0.0903 /452
inflamatorias

L6 Citoquinapro- 1o, 151800795 - - €=0.1412/707

inflamatorias

I11.7.2. Amplificacion de las secuencias y determinacion de los SNPs por RFLP

La identificaciéon de la mayoria de los polimorfismos génicos fue realizada mediante
PCR-RFLP (Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion, del inglés,
Restriction Fragment Length Polymorphism). Esta técnica pone de manifiesto las diferencias
entre individuos en sitios concretos del ADN que reconocen diferentes enzimas de restriccion
(o endonucleasas). Estas enzimas cortan en secuencias especificas del ADN (dianas de
restriccion), dando lugar a fragmentos de tamafios diferentes que pueden ser analizados

mediante electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida (Figura 11).
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FIGURA 11. Representacion esquematica de la técnica PCR-RFLP para la tipificacion del
polimorfismo R72P de TP53. Luego de obtener multiples copias por PCR del fragmento deseado
(ex6n 3), se realiz6 la digestion del mismo con la enzima BstUI que reconoce la secuencia diana, que
contiene al alelo G, dando como resultado dos fragmentos de 113 y 86 pb. El patrén de bandas para
cada genotipo es observado mediante electroforesis.

II1.7.2.1. Diseiio de los cebadores

Para la obtencién de los fragmentos de interés que contienen los SNPs en estudio,
primeramente, se disefiaron los cebadores, utilizando el programa DNAMAN v.4.15 (Lynnon
Biosof©, Quebec, Canada) (Tabla 4). Para ello, se extrajeron las secuencias de los genes de la
base de datos del GenBank3. Luego, para verificar la especificidad de los cebadores obtenidos,
de modo que solo amplifiquen el fragmento de interés, se realiz6 un alineamiento de

secuencia con BLAST* (Basic Local Alignment Search Tool) y una PCR in silico®.

3 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
4 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
5 http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
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TABLA 4. Secuencias de los cebadores y tamafio de los fragmentos esperados.

Gen

SNP

Primer FyR (5°- 3")

Tamaiio del

Amplicon
F- ACCCCAGGGCTCTATGGGAA
GSTP1 A3 R TGAGGGCACAAGAAGCCCCT 176pb
F- CTGCGTAGACGGTCCCG
sobz a7 R- TGATGTGAGGTTCCAGGGC 159pb
F- CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC
Nos3 G894T R AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC 206pb
F- GCATCAGCTTGCCCTTCA
TA1 -69T 401
GS 6 R- AAACGCTGTCACCGTCCTG 01pb
F- TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA
TP33 R72P R- TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC 1 00PP
F- TTTGCCCCTCAGATCACACC
R399Q R caceecceacTeTeacTee 251pb
XRCC1
F- CCGTGTGAAGGAGGAGGATGA
R194W 27
R- CCTCCAGACCTCTCAACCCTC Spb
F- CAGTAAATGTATGGGGTCGCAG
G509 R GGTGTCAGTGGGAGGAGGG 153pb
TGFB1
F- CAGCCCTGTTCGCGCTC
T869C 177pb

R- TCCGCTTCACCAGCTCCAT

111.7.2.2. Amplificacién de los fragmentos

A los efectos de obtener multiples copias de los fragmentos de ADN, se llevé a cabo la
puesta a punto de las amplificaciones por PCR. Las mismas se realizaron en un volumen final
de 25pL, utilizado Taq DNA polimerasa, Cl;Mg, Buffer con SO4 (NH4);, dNTPs (Genbiotech,
Buenos Aires, Argentina), cebadores (Invitrogen, CA, USA) y fue iterada 35 veces en un
termociclador (BioRAd, MyCycler™ Thermal Cycler 170-9701). En cada ciclado se
incorporaron controles positivo y negativo de la reacciéon. La optimizaciéon se realizo

modificando diferentes concentraciones de la mix (Tabla 5) y los parametros de ciclado

fueron los siguientes:

™
* Desnaturalizacion:
Hibridacion:
Extension:

* Extension final:

Desnaturalizacion inicial:

949 por  3min
942 por  30seg
5592-572  por  30seg
72° por  30seg
72° por  Z2min

35 ciclos
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TABLA 5. Componentes de la mezcla de
reaccion utilizadas para la reaccion de PCR

Componentes Concentracion
Buffer de reaccién 1x

Cl.Mg 1-2mM

dNTPs 0,2mM

1(\/1[:1)}(’ P(:{l)e cebadores 0,5uM

Taq polimerasa 1,250

DMSO 5%

Volumen final 25uL

Los productos de PCR fueron chequeados mediante electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida al 6% (acrilamida: bisacrilamida, 19:1), acompafiados de un marcador de peso
molecular de 100pb (Invitrogen, cat.15628-019), en solucién buffer TBE 1x (0,089M Tris;
0,089M Acido Bérico; 0,002M EDTA). Se tineron con BrEt (0,5 pg/mL) y fueron observados al

Transiluminador de UV (Vilber Lourmat).

I11.7.2.3. Digestion con enzimas de restriccion (ER)

La seleccion de las ER, para la generacion de patrones de RFLP, se realizé mediante
NEBcutter V2.0 de New England Biolabs®. Entre las diferentes ER, que cortan en el sitio de
interés, se seleccion6 las observadas en la tabla 6.

Para la digestion se utilizé entre 5-10 pL de los productos de PCR, incubados con 5-
10U de la correspondiente ER (New England Biolabs Inc, MA, USA.; Thermo Fisher Scientific
Inc., MA, USA) en estufa a 37°C, overnight.

Luego para determinar los diferentes genotipos se realizd la separacion de los
productos por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 8-10% en presencia de un

marcador de peso molecular de 100pb y se tifié con BrEt o nitrato de plata.

6 http: //tools. neb.com/NEBcutter2,
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TABLA 6. Se pueden observar las ER utilizadas para la
digestion de los amplicones y los productos obtenidos.

Gen SNP Enzima de Producto de la
Restriccion digestion (pb)
A: 176
GSTP1 A313G Alw261 G: 93, 83
T: 159
SOD2 T47C BsaWI C: 85, 74
G: 206
NOS3 G894T Mbol T:119, 87
C:204,77,70,36,14
GSTA1 C69T Mnll T: 204847736
P:199
TP53 R72P Bsh12361 R: 113, 86
R:164, 87
R399Q Mspl Q: 251
XReCl R: 214,41, 20
R194W Mspl W: 234, 41
C: 117,36
C-509T Bsu36I T:153
TGFE-1 T: 89, 48, 40
T869C MspA1ll C: 77, 48, 40, 12

I11.7.3. Analisis de las variantes polimoérficas por pirosecuenciacion

El andlisis se realizé en una muestra de 28 individuos de la poblacién total en estudio
y se realiz6 la identificacion de los polimorfismos génicos G1853A de ATM, G-308A de TNF-a
y G-174C de IL6 mediante el empleo de pirosecuenciacién. La muestra se seleccion6 teniendo
en cuenta Unicamente los individuos que se encuentran en los extremos de la curva de
distribuciéon normal de Gauss: 14 individuos que desarrollaron efectos severos de toxicidad
(radiodermitis de grado 3 y 4) (casos) y 14 individuos asintomaticos (controles).

La tecnologia de pirosecuenciacion se basa en la deteccion de la formaciéon de
pirofosfato durante la reaccién de polimerizaciéon del ADN. El pirofosfato producido durante
dicha reaccion es convertido en ATP, el cual es utilizado por una luciferasa para convertir la
luciferina en oxiluciferina. Por cada adicién de un nucleétido en el proceso de extensién de la
polimerizacion de ADN, se genera emision de luz (Nordstréom y col,, 2000). La intensidad de

luz generada es proporcional a la cantidad de nucleétidos incorporados (Figura 12).
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Primer forward

Primer reverse biotintlado —.

' Simple cadena biotir

Polymerase

Y CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA
FTT T TV ininininiinie | 1 11 11

y ALLLLLLL o
=—GCAGGCCI

Primer interno

dTTP

.;‘ Sulfun[asa Y

ATP ADP AMP
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Los nucléotidos incorporados generan luz como un pico en el pirograma

FIGURA 12. Representacion esquematica del proceso de la pirosecuenciacion. Luego de la
amplificacién del fragmento deseado por PCR utilizando uno de los primers biotinilado, se procede a la
separacion de las cadenas por medio de un dispositivo de trampa de vacio que atrapa los complejos
estreptavidina- biotina- ADN. Luego se hibrida el primer interno a la cadena de ADN y comienza la
elongacidn. Los nucledtidos se van anadiendo de a uno por vez, y si el nucleétido afiadido al medio de
reaccion corresponde al de la cadena complementaria, se incorpora a la cadena que se esta sintetizando
y se libera un pirofosfato. A continuacion, una ATP sulfurilasa transforma este pirofosfato (PPi) en ATP,
que se acoplara a la luciferina, formando un complejo que sera utilizado por una luciferasa. Como
resultado se produce oxiluciferina y una sefial luminosa. Finalmente, una apirasa se encarga de degradar
aquellos nucleétidos que no han sido incorporados. Luego, el sensor CCD captura esta sefial luminica y lo
reproduce como un pico en un pirograma. La altura del pico variara en funcién de la intensidad de la
seflal luminica, la cual es proporcional al nimero de nucleétidos incorporados. De este modo es posible
deducir la secuencia de acuerdo al tamafio de los picos y si hay un polimorfismo el tamafo del pico
variara en funcién de la adicién de uno u otro nucleétido.

II1.7.3.1. Diseiio de los cebadores

Los cebadores de extension biotinilados fueron disefiados mediante el empleo del
programa PyroMark Assay Design SW.2.0 (QIAGEN, Cat No/ID:9019077) de acuerdo a las

recomendaciones de los fabricantes (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia) (Tabla 7).
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TABLA 7. Secuencias de los cebadores forward, reverse e interno para pirosecuenciacion.
Cebador biotinilado. —e

Gen SNP Cebador Secuencia (5°- 3") Tamafio del
amplicén
F-PCR ——> F- GTCAGACTGTACTTCCATACTT
ATM GI853A  R-PCR <—e R- TGAAAAATCCCTGAACAT 99pb

Sequencing ——>  S- TTCATGATATTTTACTCCAA

F-PCR o—> F- GGAGGCAATAGGTTTTGA
TNF-a G-308A R-PCR <«— R- GCCACTGACTGATTTGTG 74pb
Sequencing €— S- GGCTGAACCCCGTCC

F-PCR ——> F- TTCCCCCTAGTTGTGTCT
IL6 G-174C R-PCR <—e R- GGAAAATCCCACATTTGA 132pb
Sequencingg ——>  S- CCCTAGTTGTGTCTTGC

I11.7.3.2. Protocolo de pirosecuenciacion

I11.7.3.2.1. Unidn de los productos de PCR biotinilados a las perlas de sefarosa

Luego de realizada la amplificacion por PCR de las secuencias, 20puL de los amplicones
biotinilados se mezclaron con 17uL de agua destilada, 3pL de perlas Dynabeads™ cubiertas
con estreptavidina (Dynal, Oslo, Noruega) y 40uL de buffer de binding (10 mmol/L Trizma
base, 2 mol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, y 0.1% Tween 20, pH 7.6). Se sellaron las placas de PCR

y se agitaron con vortex por 10 min a temperatura ambiente.

I11.7.3.2.2. Desnaturalizacion del ADN y preparacion de la cadena biotinilada

Para aislar las cadenas biotiniladas del ADN complementario no marcado se utilizé un
dispositivo de trampa de vacio (Workstation, Uppsala, Suecia) que desnaturaliza el ADN
dejandolo como cadena simple y atrapa los complejos perla- estreptavidina- biotina- ADN.
Para ello, las muestras son transferidas a diferentes soluciones consecutivamente: etanol
10% por 10seg, NaOH 0,2 M por 10seg para desnaturalizar el ADN y buffer de lavado por 10
segundos para lavar los complejos.

Las perlas con estreptavidina acopladas a las cadenas simples de ADN marcadas con
biotina son entonces transportadas a una placa con buffer de annealing (20 mmol/L Trizma
acetato y 5 mmol/L acetato de magnesio, pH 7.6) y el cebador interno de secuenciacion.

La reaccion de hibridacién se realiz6 a 80°C durante 2min, y la reaccién de
pirosecuenciacion a 282C, en un volumen final de 50puL, mediante el empleo del sistema de

pirosecuenciacién automatico PSQ® 96 MA (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia).
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I11.7.3.2.3. Lectura de los genotipos

La lectura automatica de los genotipos se realizé utilizando el programa PSQ® 96
SNP. En la tipificaciéon de los SNPs, cada combinacién alélica (heterocigoto u homocigoto)
confiere un patrén especifico comparado con las otras dos variantes. La determinacion del
SNP comienza con el andlisis de nucledtidos precedentes a la posicién investigada. Este paso
sirve como control del proceso de amplificacién asi como para la calibracién de los picos y las

condiciones de reaccion (Ahmadian y col., 2006).

I11.8. ANALISIS ESTADISTICO

I11.8.1. Frecuencias genotipicas y alélicas
Las frecuencias genotipicas se estimaron calculando la proporcién de individuos de la
poblacién con cada genotipo, para cada uno de los locus estudiados. Para estimar las

frecuencias alélicas se utilizaron las siguientes féormulas:

p (A)= 1,0 AA+0,5 Aa q (a)= 1,0 aa+0,5 Aa
N N

Donde p es la frecuencia del alelo “A” y q la frecuencia del alelo “a”.

Los resultados del andlisis de las frecuencias génicas se expresan en proporciones,

por lo que la suma de las frecuencias de los alelos estudiados para el locus es igual a uno.

I11.8.2. Equilibrio de Hardy- Weinberg

El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben
esperarse en la poblacidn para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los alelos. En
condiciones habituales, si la transmisidn de los alelos de los progenitores a los descendientes
es independiente y no ocurren fendmenos distorsionadores, como la aparicién de nuevas
mutaciones o la seleccion de alelos, la probabilidad de observar una combinacién de alelos
concreta (un genotipo) depende del producto de las probabilidades (frecuencias) de cada
alelo. Las frecuencias genotipicas esperadas surgen a partir del desarrollo del cuadrado del

binomio:

(p+q)?=p2+2pq+q?

",

Donde p es la frecuencia alélica del alelo "A" y q la frecuencia del alelo "a"; las

frecuencias genotipicas serdn p? para el genotipo "AA", 2pq para el heterocigoto "Aa"y q? para
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" "

aa .

Estas frecuencias esperadas se pueden comparar con las observadas utilizando el test

de la 2 de Pearson, con 1 grado de libertad (p>0,05).

X 2= Z(0-E)2
E

I11.8.3. Analisis de asociacion de los polimorfismos con radiotoxicidad.
Estimacion de Odds ratio

Desde el punto de vista estadistico, un polimorfismo constituye una variable
categorica con varios genotipos posibles y se suele considerar como categoria de referencia al
grupo de individuos homocigotos para el alelo mas frecuente. Para evaluar la asociacién de
un polimorfismo con la enfermedad se construye la tabla de contingencia correspondiente y
se puede contrastar la hipotesis de asociacion mediante un test de x 2.

Los riesgos relativos asociados con un genotipo en particular o con las frecuencias
génicas han sido estimados mediante el calculo del OR (Odds ratio) considerando sus

correspondientes intervalos de confianza al 95% y 99%, para cuantificar la magnitud de la

asociacién. Tabla de contingencia para el calculo de OR:

Factor de riesgo Casos Controles
proteccion

Expuestos

No Expuestos c d

El OR se calcula como:

Si OR=1 No hay asociacion del factor con la enfermedad
Si OR>1 Hay asociacion. El factor confiere riesgo

Si OR<1 Hay asociacion. El factor confiere proteccion.

I11.8.4. Interacciones gen-gen por MDR
Las interacciones entre los genes analizados en este trabajo asociadas con el
desarrollo de toxicidad en piel radioinducida, se detectaron mediante la reduccion de

dimensionalidad multifactorial (o MDR, del inglés Multifactor Dimensionality Reduction), que
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es un software de cédigo abierto (version 3.0.2)7.

MDR es un modelo genético no paramétrico que es alternativo a los métodos
estadisticos tradicionales como la regresion logistica. MDR es una mineria de datos que se
utiliza para la detecciéon y caracterizacién de interacciones no lineales entre atributos
genéticos y ambientales discretos. Este método sirve para detectar y caracterizar
combinaciones de variables predictoras (atributos) o variables independientes que
interactian para influir en una variable de clase o dependiente. La base del método es la
construcciéon de un algoritmo que convierte dos o mas variables (polimorfismos) en una sola.
En lugar de comparar todas las combinaciones de genotipos entre casos y controles, la nueva
Unica variable es asociada con la variable de clase (sano-enfermo). El objetivo final es crear
un modelo simple que facilite la deteccion de interacciones no aditivas o no lineales entre los
atributos, tal que la prediccion de la variable dependiente sea mejorada con respecto a la
representacion original de los datos. E1 MDR es directamente aplicable a estudios de caso-
control y tiene un valioso poder para identificar asociaciones entre dos o mas loci en

muestras relativamente pequefias (Ritchie y col.,, 2001).

I11.8.5. Desequilibrio de ligamiento

La determinacién de los haplotipos de los SNPs en genes especificos, se realiz6 a
través de los algoritmos implementados en el programa PHASE v. 2.1.1. Este software
implementa un método estadistico bayesiano para reconstruir los haplotipos a partir de
datos de genotipos poblacionales. El software se puede aplicar a SNPs, microsatélites y otros
loci multi-alélicos (Stephens y col.,, 2001; Stephens y Donnelly, 2003).

Entre las ventajas de este programa se puede mencionar que se puede realizar un test
de permutacién para diferencias estadisticas en las frecuencias de haplotipos en grupos
casos/control. PHASE prueba la hipotesis nula de que los haplotipos de casos y controles son
una muestra aleatoria de un solo conjunto de frecuencias de haplotipos, frente a la alternativa
de que los casos son més similares a otros casos que a los controles. Otra ventaja importante
es que este software permite realizar la imputacién de alelos perdidos (Stephens y col,

2004).

7 disponible en http://www.epistasis.org /software.html.
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I11.8.6. Analisis multivariado mediante Analisis de Componente Principal (ACP)

Se realiz6 un analisis estadistico multivariado teniendo en cuenta todas las variables
intrinsecas relacionadas al paciente incluyendo las genotipicas a través de un andlisis de
componente principal (ACP) el cual presenta multiples ventajas (Broschat, 1979): es una
técnica que reduce la dimensionalidad de un conjunto de datos multivariados, remueve las
interrelaciones existentes entre variables, organiza los datos en forma de vectores
ortogonales en donde cada una de las variables dentro del vector se comporta en forma
similar en base a sus correlaciones; a cada uno de estos vectores se le llama componente
principal. Esta prueba también nos expresa la mayor parte de la varianza de los datos
ortogonales y determina que esta prueba es una herramienta util para simplificar el analisis e
interpretacion de la gran cantidad de variables consideradas en una evaluacién exhaustiva. El

andlisis estadistico se realiz6 mediante el empleo del programa SPSS (SPSS Inc., 2013 v22.0).
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IV. RESULTADOS

IV.1. DESCRIPCION GENERAL DE LA POBLACION

El presente estudio fue realizado con pacientes con CaM provenientes de la ciudad de
La Plata y alrededores que fueron tratadas con RT en el Centro Integrado de Oncologia- La
Plata, Terapia Radiante. Se incluyeron 122 pacientes, de las cuales el 88,7% realizd
tratamiento conservador y el 9,8% tratamiento pos-mastectomia. Es importante destacar que
ninguna de las pacientes que participé en este trabajo fue sometida previamente a otros
tratamientos con radiaciones.

A partir de la entrevista de anamnesis realizada a las pacientes y la revision
exhaustiva de sus historias clinicas se realizé una descripciéon de las caracteristicas mas

relevantes de la poblacidn bajo estudio (Tabla 8).

TABLA 8. Caracteristicas clinicas de los pacientes con CaM
incluidos en este estudio.S: Si, N: No

Descripcion clinica N2 de pacientes | Porcentaje

Localizacién del tumor

Mama izquierda 74 60,7
Mama derecha 48 39,3
Tipo histolégico del tumor

CDIS 12 10
CDI 85 71

CLI 10 8
Otros 13 11
Quimioterapia neo-adyuvante 35/78 31/69
(S/N)

Tamoxifeno (S/N) 68/30 69/31
Diabetes (S/N) 14/103 12/88
Hipertension (S/N) 42/75 36/64
Fumador (S/N) 32/81 28/72
Consumo de alcohol (S/N)i 10/103 9/91
IMC*

<25 (normal) 46 41
>25 (sobrepeso y obesidad) 66 59
Tamafio de la mama*

Pequefia 26 24
Mediana 49 46
Grande 32 30

i Consumo de alcohol: corresponde al consumo durante las comidas.
*IMC ( indice de Masa Corporal) = peso (kg)/ estatura (m?)
#El tamafio de la mama fue medido por evaluacién visual directa.
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Con respecto a la edad de las pacientes, se observé una media de 59,6 afios (en un
rango de 26 a 85 afios), una moda de 52 y 62 afios y una mediana de 61,5 afios, con un desvio
estdndar de 12,5. En la figura 13 se puede observar un histograma de la distribucion de

edades.
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FIGURA 13. Histograma de distribucion de frecuencias de edades de
pacientes de la poblacion en estudio. La poblacién estuvo constituida por
pacientes cuya edad minima fue de 26 afios y maxima de 85 afios y una mediana
de 61,5 afos.

En referencia a los antecedentes familiares de CaM, se observé que el 38% (41/108)
de las pacientes presentd antecedentes familiares de primer y segundo grado de parentesco,
mientras que el 30% (33/108) manifest6 no tener antecedentes de ningin tipo de patologia
oncoldgica.

Por otro lado, durante la entrevista de anamnesis, se registraron los datos de
ancestria de las pacientes, de las cuales el 60% comentd tener ancestria europea, en su
mayoria italiana y espafiola (33% y 18% respectivamente), el 39% ancestria amerindia y el

1% corresponde a otras.

IV.2. MANIFESTACION CLINICA DE LA RADIOTOXICIDAD

La evolucion de las pacientes durante el tratamiento, fue registrada semanalmente por
los médicos radio-oncologos. Para este analisis se selecciond el mayor grado de toxicidad
manifestado durante el proceso de la RT. De esta manera, se observd que el 75,4% (92/122)
de las pacientes presentd efectos de toxicidad aguda cutanea de diferentes grados de
severidad. Mientras que el 24,6% (30/122) de las mujeres permanecio6 sin cambios en la piel
(Figura 14). En la figura 15 se pueden observar fotografias de pacientes que mostraron

distintos grados de radiodermitis.

- Cébérdoba EE - 53



EVALUACION DE MARCADORES MOLECULARES DE TOXICIDAD RADIOINDUCIDA PARA LA OPTIMIZACION DE LA
RADIOTERAPIA EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA

Por otro lado, se observé que la aparicion de estos efectos secundarios, surgieron en
algunas pacientes (8,7%, 8/92) luego de finalizada la primera semana de tratamiento, con
eritema y prurito, a una dosis acumulada de 10 Gy. Sin embargo, en la mayoria de los casos
(25%, 23/92), estos efectos surgieron a fines de la cuarta semana a una dosis de 40Gy,
observandose una disminucién de los casos (9,8%, 9/92) hacia la séptima semana, a una
dosis de 70Gy. Estos resultados demuestran que este rasgo cuantitativo responde a una
distribuciéon normal (Figura 16). La distribucién de los diferentes grados por semana de

tratamiento se puede observar en el Anexo 3.

Porcentaje
100 -

U Radiodermitis

80 grado 1

M Radiodermitis
grado 2

60

40 H Radiodermitis

grado 3

H Radiodermitis

N

Asintomatica Radiodermitis

5

FIGURA 14. Distribucion del grado maximo de radiodermitis desarrollado por las pacientes
durante el tratamiento. El 75,4% de las pacientes manifesté radiodermitis aguda, de ellas, el 50%
present6 grado 1, el 35% grado 2, el 13% grado 3y el 2% grado 4.

i

FIGURA 15. Radiodermitis aguda en pacientes con CaM sometidas a tratamientos
convencionales de RT. A. En la fotografia se observa paciente con descamacién seca, eritema y
prurito, mas notoria en region sub-axilar y en el pliegue sub-mamario. B. Se muestra paciente que
presenta una descamacion hiimeda central, acompafiada de descamacién seca confluente y eritema,
mas marcada en el area de pliegue sub-mamario.
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FIGURA 16. Distribucion de la radiosensibilidad individual, en relacion a la dosis
absorbida. Se observa un mayor nimero de pacientes con radiosensibilidad a una dosis
absorbida de radiacion de ~40Gy, que corresponde a la cuarta semana de tratamiento.

IV.3. POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SIMPLE

Para realizar el analisis de los SNPs, primeramente se procedid a extraer el ADN a partir
de las muestras de sangre periférica, hisopado de mucosa bucal y tarjetas Whatman FTA
Elute. La extraccion se llevé a cabo con éxito en todas las muestras obtenidas, tanto en calidad
como en cantidad. Ademas, se realizé la optimizacién de las amplificaciones por PCR de los
fragmentos de interés para los distintos genes en estudio y la genotipificacion mediante las
técnicas de RFLP y pirosecuenciacidn.

Luego de obtener los genotipos para cada uno de los marcadores, se calcularon las
frecuencias genotipicas y a través del test de HWE se observé que todas se encontraban en
equilibrio en comparacién a las frecuencias genotipicas teéricas (p>0,01) tanto en la
poblacién control como en la de casos.

Ademas, se calcularon las frecuencias alélicas de los doce polimorfismos bajo estudio y
se compararon con las frecuencias alélicas de grandes grupos de poblaciones: americanas
(AMR), europeas (EUR), africanas (AFR), asiaticas (EAS y SAS) y el promedio de todas las

anteriores (global) obtenidas de la base de datos de Ensembl8 (Proyecto 1000 Genomas).

8 http://www.ensembl.org/
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0,6 H MAF poblacién en estudio
H MAF global
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FIGURA 17. Histograma de comparacion de Frecuencia del alelo menor (MAF) entre distintas
poblaciones. MAF AMR: corresponde a la poblacién americana (CLM, MXL, PEL, PUR). MAF EUR:
corresponde a la poblacién europea (CEU, FIN, GBR, IBS, TSI). Se puede observar que hay una mayor
similitud entre la MAF de los alelos en estudio y la MAF EUR en los alelos de NOS3, GSTA1, ATM,
TGFB1-T869C e IL6.

CLM: colombianos en Medellin, MXL: mexicanos en California EEUU, PEL: peruanos en Lima, PUR:
puertorriquefios en Puerto Rico. CEU: Norte y este de Europa, FIN: finlandeses en Finlandia, GBR: ingleses en
Inglaterra y Escocia, IBS: ibéricos en Espafia, TSI: toscanos en Italia.
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A través de un andlisis de prueba de hipoétesis con chi cuadrado se compararon las
frecuencias alélicas de la poblacién bajo estudio con todas las antes mencionadas. En relacion
a la poblaciéon EUR no se observaron diferencias (p>0,05) en relacién a las frecuencias
alélicas de los polimorfismos T47C de SOD2, GB94T de NOS3, C-69T de GSTA, G1853A de
ATM, P10L de TGFB1 y G-174C de IL6. Ademas, mas especificamente, se encontr6 una
similitud de frecuencias (p>0,05) con la poblacién de TSI (italiana) para G894T de NOS3. Por
otro lado, cuando se analizaron las frecuencias de ésta poblacién con las AMR, se encontraron
similitudes entre ambas para A313G de GSTP1, R399Q de XRCC1 y C-509T de TGFf1. En la
figura 17 se pueden observar las frecuencias de los SNPs en las poblaciones mas relevantes,

los genes fueron agrupados de acuerdo a su funcién para una mejor distincion.

IV.3.1. ASOCIACION DE SNPs EN GENES DE ESTRES OXIDATIVO Y
RADIOTOXICIDAD AGUDA

A través del empleo de la técnica de PCR-RFLP se realizé la genotipificacion de los
polimorfismos de genes de estrés oxidativo: A313G de GSTP1, T47C de SOD2, G894T de NOS3
y C-69T de GSTA1. De esta manera, se obtuvo el patrén de corte a partir de la digestion de los

amplicones con las ER correspondientes (Figura 18).
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FIGURA 18. Patron de corte
obtenido mediante PCR-
RFLP para la identificacion
de los genotipos de GSTP1,
GSTA1, NOS3 y SOD2.

A. Tipificacion de A313G-
GSTP1, en la «calle 1
homocigota AA  (salvaje),
calle2: homocigota GG y en la
calle 3: heterocigota GA.

B. Tipificacién de T47C- SOD2,
en la callel: homocigota CC,
calle 2: heterocigota TCy en la

calle 3: homocigota TT
(caliraiA)

C. Tipificaciéon de G894T- PM GT TT

NOS3, en la calle 1:
heterocigota GT, calle2:
homocigota TT, calle3:

homocigota GG (salvaje).
D. Tipificaciéon de C-69T-
GSTA1, en
homocigota CC (salvaje),
en la calle 2: heterocigota
CT y en la calle 3:
homocigota TT.

En las cuatro figuras se

la calle 1:

PM CC CT

observa ademas, wuna
electroforética
esperada. Y la

secuencia diana de las

corrida
virtual

respectivas ER.

Cuando se realiz6 el analisis estadistico de asociacion entre la frecuencias genotipicas
y alélicas de los polimorfismos A313G de GSTP1, T47C de SOD2, G894T de NOS3 y C-69T de
GSTA1 y la manifestacion de radiodermitis aguda de grado =2; no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre las variables (Tabla 9). No obstante, cuando el analisis se efectu6
exclusivamente en pacientes que realizaron RT y QT neo- adyuvante, se observo una
asociacidon significativa entre el polimorfismo G894T- NOS3 y radiodermitis aguda de

grado=2 (OR=14,7; IC 95%=11,62-0,65; p=0,03), indicando de este modo que el genotipo TT
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junto a la accién sinérgica de la QT, aumenta el riesgo de toxicidad en las pacientes que

portan este genotipo (Tabla 10).

TABLA 9. Asociacion entre los SNPs A313G de GSTP1, T47C de SOD2, G894 T de NOS3 y C69T de
GSTA1 y efectos adversos de radiotoxicidad aguda en piel.

GEN GENOTIPO n (%) RADIODERMITIS OR 1.C.95% p
GRADOO-1  GRADO >2
AA 26 (21,49) 16 10
AG 64 (52,89) 42 22 097 238040 0,96
GSTP1
GG 31 (25,62) 17 14 149  3,42:061 034
A313G
58 (48) 37 21
G 63 (52) 38 25 1,16 242055 0,69
TT 25 (20,66) 15 10
TC 69 (57,02) 42 27 090  221-036 082
SOD2
cc 27 (22,31) 18 9 077  1,89-031 0,57
T47C
T 59,5 (49) 36 23,5
C 61,5 (51) 39 22,5 088 184042 074
GG 52 (43) 32 20
GT 51 (42) 33 18 094 198045 088
NOS3
TT 19 (15) 11 8 124 336-046 0,66
G894T
G 77,5 (64) 485 29
T 44,5 (36) 27,5 17 1,03 221048 093
cc 33 (27) 22 11
CT 68 (56) 41 27 126 2,92-054 0,59
GSTA1
TT 20 (17) 13 7 089  243-033 082
C69T
67 (55) 42,5 24,5
T 54 (45) 33,5 20,5 1,06  2,23-050 087

TABLA 10. Asociacién del polimorfismo G894T del gen NOS3 con radiotoxicidad aguda en piel en
pacientes con tratamiento radioterapéutico y QT neo-adyuvante.

GEN GENOTIPO n(%) GRADOO-1 GRADO =2 OR 1.C. 95% p
GG 15 (43) 11 4

i GT 16 (46) 10 6 2,75  312,71-069 0,16
TT 4(11) 0 4 14,7 11,62-0,65 0,03

G894T 23 (66) 16 7
T 12 (34) 5 7 3,2 13,66-0,75 0,11
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1V.3.2. ASOCIACION ENTRE SNPs EN GENES DE LA DDR Y RADIOTOXICIDAD
AGUDA

Los genes TP53 y XRCC1 participan en diferentes vias de la DDR, los polimorfismos
analizados en el presente trabajo: R72P deTP53 y R399Q y R194W de XRCC1, se genotiparon
mediante la técnica de PCR- RFLP (Figura 19).

FIGURA 19. Patréon de corte
obtenido mediante PCR-
RFLP en geles verticales.

A. Tipificacién de A399G-
XRCC1. En la calle 1:
homocigota GG  (salvaje),
calle2: homocigota AA, calle 3:
heterocigota GA.

B. Tipificacion de R194W-
XRCC1. En la callel:
heterocigota CT, calle 2:
homocigota TT, calle 3:
homocigota CC (salvaje).

C. Polimorfismo R72P- TP53,
callel: heterocigota CG, calle 2:
o e ©E homocigota GG, calle 3:
Homocigota CC  (salvaje).
Ademas, en las tres figuras se
muestran los patrones de
T bandas esperados por corrida
— electroforética virtual; y la
secuencia blanco de las

Mediante un andlisis estadistico de asociacién entre las frecuencias genotipicas y
alélicas de los SNPs R399Q y R194W de XRCC1 y R72P de TP53 y el desarrollo de
radiodermitis aguda, se observaron diferencias significativas entre la variante R72P del gen
TP53 y radiodermitis aguda de grado =2 (OR= 0,33; IC 95%= 0,71-0,16; p= 0,004) (Tabla 11),
lo cual indica que las pacientes que presentan el genotipo GG estarian asociadas a una menor

ocurrencia del efecto.
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TABLA 11. Asociacién entre los SNPs en genes de reparacion del ADN analizados en este estudio y
efectos agudos de radiotoxicidad.

RADIODERMITIS |

OR IC95% | p
GRADO 0-1 | =2 GRADO2 |

GEN |—GENOTIPO - n (%) ’

cc 11 (9) 6 5
TP53 G 38 (31) 17 21 0,7 2,45-0,20 0,57
R72P GG 73 (60) 53 20 0,33 0,71-0,16 0,004
C 30 (25) 14,5 15,5
G 92 (75) 61,5 30,5 0,46 0,20-1,07 0,07
cc 79 (69) 51 28
XRCC1 CT 33 (29) 18 15 1,3 2,92-0,58 0,52
R194W TT 3(2) 3 0 0,32 0,01-6,85 0,44
C 95,5 (83) 60 35,5
T 19,5 (17) 12 7,5 1,06 0,39-2,87 0,91
GG 63 (52) 37 26
GA 45 (37) 30 15 0,71 0,34-1,50 0,37
XRCC1 AA 12 (1) 8 4 0,82 0,23-2,88 0,75
R399Q
G 85,5 (71) 52 33,5
A 34,5 (29) 23 11,5 0,78 0,34-1,78 0,55

1V.3.2.1. Desequilibrio de ligamiento entre las variantes R194W y R399Q del
gen XRCC1

Al analizar el desequilibrio de ligamiento entre las variantes R194W y R399Q del gen
XRCC1 se encontr6 que en la presente poblacion se observa un bajo desequilibrio de
ligamiento entre estos polimorfismos (LOD=0,17, D’=0,291, r2=0,006). Igualmente, se
definieron 4 haplotipos esperados mediante PHASE (GC, GT, AC y AT) y sus frecuencias
esperadas (>0,05). Luego, con el objeto de investigar si alguno de ellos se encuentra asociado
a un mayor riesgo de manifestar radiodermitis durante la RT, se realizé6 un estudio de
asociacion por el test de chi? (tabla 12). El analisis de asociacién general arrojé un valor de p=
0,76, indicando que no existen diferencias significativas entre los haplotipos de los casos y

controles.

TABLA 12. Analisis de asociacion entre los haplotipos de XRCC1 y radiodermitis

Radiodermitis Radiodermitis

HAPLOTIPO R399Q R194W . B0 Grado =2 OR p
1 G C 84 55 1 -
) G T 27 14 0,97 0,94
; A c 44 22 0,76 0,38
. A T ) 1 0,76 0,83
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1V.3.3. ASOCIACION ENTRE SNPs EN EL GEN TGFpB-1 Y RADIOTOXICIDAD AGUDA
La tipificacion de los polimorfismos C-509T y T869C de TGFB1 se llevaron a cabo

mediante PCR-RFLP; en la figura 20 se pueden observar los patrones de corte obtenidos.

Bsu361 .
.. @rwnee ...2x FIGURA 20. Genotipificacion por
B "~ RFLP de TGFB-1. Electroforesis en
gel de poliacrilamida 8-10%.

CcC

A. Se observan los productos de la
digestion de C-509T. En la calle 1:
heterocigota TC, en la calle 2:
homocigota TT y en la calle 3:
homocigota CC (salvaje).

B. Se muestra el patrén de bandas
: _ para T869C. En la calle 1:
E@g; ne s homocigota TT (salvaje), en la calle
2: homocigota CC y en la calle 3:
PM €C “IT° TC heterocigota TC. Ademas, se muestra
en ambas figuras una corrida virtual,
observandose los genotipos de
ambos SNPs y la secuencia diana de
ambas ER.

MspAll

En la tabla 13 se puede visualizar la distribucién de los genotipos y alelos de las
variantes polimoérficas C-509T y P10L de TGF(3-1. Ademas se observa el analisis de asociacion
entre los genotipos y alelos y la manifestacién de radiodermitis aguda de grado=2, a través
del cual se encontré diferencias significativas con el genotipo CC de TGFB-1 (OR= 0,29; IC
95%-= 0,20-1,05; p= 0,027) indicando una disminucién del riesgo en los portadores del

genotipo comparado con los individuos homocigota GG y heterocigota GC.

TABLA 13. Asociacién entre SNPs en TGFB-1 y efectos agudos de radiotoxicidad.

RADIODERMITIS
GEN GENOTIPO  n (%) . IC95% |
GRADOOy1 =GRADO2
GG 38 (31) 20 18
TGFp-1 __ GA 64 (53) 41 23 0,56 025-1,23 0,15
C-509T  AA 19 (16) 14 5 0,53 0,18-1,59 0,25
G 70 (58) 40,5 29,5
A 51 (42) 34,5 16,5 1,52 072-324 0,27
TT 54 (46) 29 25
TGF-1 ___TC 41 (35) 26 15 0,49 0,22-1,04 0,06
T869C cc 23 (19) 19 4 0,29 0,09-09 0,027
T 74,5 (63) 42 32,5
C 43,5 (37) 32 11,5 0,46 0,20-1,05 0,06
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1V.3.3.1. Desequilibrio de ligamiento entre las variantes T869C y C-509T del
gen TGFfB-1

Se realizé el andlisis de desequilibrio de ligamiento de los SNPs C-509T y T869C
mediante el cual se observé que en la presente poblacién se observa un desequilibrio de
ligamiento entre estos (LOD=15,65; D'=0,71; r?2=0,418). Ademas se procedié a realizar el
analisis de haplotipos con el objeto de evaluar la asociacién con alguna combinacion alélica y
el desarrollo de radiodermitis. De este andlisis se predijeron 4 haplotipos (TG, TA, CG, CA) con
una frecuencia mayor a 0,05 mediante PHASE. El andlisis de asociacién arrojé que las
pacientes portadoras del haplotipo 1 (TG) tienen 2,07 veces mas riesgo de desarrollar
radiodermitis que aquellas pacientes que presentan el haplotipo CA, sugiriendo que este

haplotipo 4 (CA) podria actuar como factor protector (OR=0,48; p= 0,018) (Tabla 14).

TABLA 14. Anilisis de asociacion entre los haplotipos de TGFB-1 y el desarrollo de radiodermitis

Radiodermitis Radiodermitis

HAPLOTIPO T869C C-509T Grado 0y 1 Grado >2 OR IC (95%) p
1 T G 72 55 1 -- --
2 T A 13 12 1,2 0,51-2,85 0,66
3 C G 10 4 0,52 1,75-0,15 0,28
4 C A 57 21 048 0,26-0,88 0,018

1V.3.4. SNPs EN LOS GENES ATM, TNF-a E IL6 POR PIROSECUENCIACION Y SU
ASOCIACION CON RADIODERMITIS SEVERA

Las variantes G1853A de ATM, G-308A de TNF-a y G-174C de IL6 son tratadas en otro
apartado puesto que el estudio de estos polimorfismos se realizé en un niumero reducido de
muestras con respecto a los puntos anteriores. Como se menciond en la seccién III de
materiales y métodos, se evaluaron exclusivamente 14 pacientes que manifestaron efectos
severos de radiotoxicidad (radiodermitis de grado 3 y 4) y 14 pacientes que demostraron ser
asintomaticas durante todo el tratamiento.

La genotipificacion de las muestras, para los polimorfismos antes mencionados, se
realiz6 con éxito en su totalidad mediante la tecnologia de pirosecuenciacién. Se obtuvieron
los pirogramas obtenidos para cada genotipo correspondiente a los polimorfismos

estudiados (Figuras 21, 22 y 23).
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FIGURA 21. Pirograma obtenido de la genotipificacion de G1853A de ATM. Abajo se muestra
histograma teérico. Los genotipos observados fueron: A. homocigota GG (salvaje), B. heterocigota GA.
La secuencia analizada fue: (C) [G/A](G) ATACAAAT

TNFa: C/C

FIGURA 22. Pirograma de la tipificaciéon del SNP G-308A de TNF-a. Abajo se observan los
histogramas teéricos. A. Homocigota CC (salvaje), B. Heterocigota CT. La secuencia que se evalu6
fue: (G) [T/C] (G) CATGCCCCT.

IL6: C/C IL6: C/G
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; FIGURA 23. Pirograma obtenido de
. I la genotipificacion de G-174C de IL6.

( } ! ’ Abajo histograma tedrico. Se muestran

‘ | | “ B : los genotipos: A. homocigota CC
\ | ' _ (salvaje), B. heterocigota CG y C.

- MN\W\‘J'\”‘M\ homocigota GG (mutado). La secuencia
[ - que se analiz6, adyacente al
) : polimorfismo fue: (T) [C/G] (C)

. l I I l l ATGCT.

En la tabla 15 se puede observar la distribucidon genotipica y alélica de G1853A de
ATM, G-308A de TNF-a y G-174C de IL6. Se realiz6 un andlisis de asociacién entre los
polimorfismos y el desarrollo de grados severos de radiodermitis (3 y 4), no obstante, no

arrojo diferencias significativas entre las variables (p>0,05).

TABLA 15. Asociacién entre los SNPs G-308A de TNF-a, G-174C de IL6 y G1853A de ATM y
manifestacion de radiodermitis a lo largo del tratamiento.

RADIODERMITIS |
GEN GENOTIPO  n(%) | ~ OR IC95% |
GRADOOy1 =GRADO2
cc 26 (93) 14 12
CT 2(7) 0 2 583  0,25-133,80 0,22
TNF-a T 5 5
G-308A
C 27 (96) 14 13
T 1(4) 0 1 323 0,12-8559 046
GG 6 (21) 2 1
L6 GC 19 (68) 10 9 216 0,17-27,07 054
C174C cC 3(11) 2 4 24 0361594 035
G 15,5 (55) 7 8,5
C 12,5 (45) 7 55 1,54 014289 0,57
GG 19 (68) 9 10
GA 9(32) 5 4 1,35 014354 0,69
ATM AA 0 0 0
G1853A
G 23,5 (84) 115 10
A 4,5 (16) 2,5 4 076  0,10-582 0,79

1V.3.5. INTERACCION ENTRE SNPs POR REDUCCION DE LA DIMENSIONALIDAD
MULTIPLE (MDR)

Para la evaluaciéon de la interaccion entre los polimorfismos analizados en este
estudio se utiliz6 el programa MDR. Este método se introdujo para reducir la
dimensionalidad de la informacién multilocus y mejorar la identificacién de combinaciones

de polimorfismos asociadas con el riesgo de desarrollar radiodermitis aguda. Con MDR, los
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genotipos multilocus se agrupan en grupos de alto riesgo y bajo riesgo, reduciendo
efectivamente los predictores de genotipo de n dimensiones a una dimensioén. La nueva
variable genotipo multilocus unidimensional se evalda por su capacidad para clasificar y
predecir el estado de la enfermedad mediante validacion cruzada y prueba de permutacion
(Ritchie y col, 2001). Primeramente, se seleccion6 un conjunto de n factores genéticos
(SNPs). Luego, los n factores y sus posibles clases multifactoriales o celdas estan
representados en un espacio n-dimensional. Por ejemplo, para dos loci con tres genotipos
cada uno, hay nueve combinaciones de dos genotipos. A continuacién, se calcula la
proporcion del nimero de casos con el nimero de controles dentro de cada celda. Después,
cada celda multifactorial en el espacio n-dimensional se etiqueta como de “alto o bajo riesgo”.

A través del andlisis realizado utilizando la base de datos de todos los SNPs
estudiados, se obtuvo un diagrama de entropia indicando las interacciones entre los distintos
polimorfismos. Luego se realizé el andlisis por separado agrupando los SNPs de los genes
estudiados segln su funcién. Para el conjunto de datos analizado, se seleccion6 el modelo con
maxima precision de prueba (TA) y consistencia de validacién cruzada (CVC) como el mejor
modelo. Para este modelo de tres factores (tres loci) conformado por los polimorfismos de
tres genes de estrés oxidativo A313G de GSTP1, GB94T de NOS3 y C-69T de GSTA1, el analisis
estadistico resulté significativo TA=0,6378; p<0,05; y la consistencia del estudio fue 6ptima
(10/10) (Figura 24). Utilizando este método, se pudieron identificar dos grupos de riesgo
para radiotoxicidad: de alto de riesgo (celdas gris oscuro) y de bajo riesgo (celdas gris claro).
Ademas, para visualizar la naturaleza y la fuerza de las interacciones entre los polimorfismos
se realiz6 un andlisis de entropia (Figura 25). Cada punto de conexion representa un SNP, y el
valor de entropia, la fuerza del efecto individual de dicho SNP. La linea que conecta dos SNPs
y su valor de entropia representan la interacciéon entre estos dos polimorfismos y la
fuerza de esta interaccion. En la figura se puede observar un porcentaje positivo entre A313G
de GSTP1 y G894T de NOS3; A313G de GSTP1 y C-69T de GSTA1; C-69T de GSTA1 y G894T de
NOS3, indicando de esta manera una relaciéon de sinergia entre cada uno de estos pares de

polimorfismos en relacion al desarrollo de la radiodermitis aguda.
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FIGURA 24. Modelo estadistico de asociacion multilocus entre los genes GSTP1, NOS3 y
GSTA1 y el desarrollo de radiodermitis. En la combinacidn de genotipos multilocus se observa
la distribucidén de casos (barra izquierda) y controles (barra derecha). Las celdas oscuras son
consideradas de alto riesgo para el fenotipo, mientras que las celdas claras representan un bajo
riesgo. Las celdas blancas indican que no existen individuos que presenten combinaciones de esos
genotipos.

GSTP1 Sinergia
0,75%

b

Co Redundancia

GSTA1
0,32%

FIGURA 25. Descripcion de la entropia y sinergia. Se observa en este modelo el porcentaje de
entropia que es explicada por la interaccién entre los SNPs de GSTP1, GSTA1 y NOS3 y por cada uno de
ellos individualmente. Se observa un porcentaje positivo de entropia, lo cual indica ganancia de
informacién o sinergia. La gama de colores representa un continuo desde la sinergia (rojo,
representando una interacciéon no aditiva), a la redundancia (azul, representando pérdida de
informacion).
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IV.4. ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS Y
RADIODERMITIS AGUDA

La toxicidad radioinducida es un rasgo multifactorial, ademas del componente
poligénico en el establecimiento del caracter, es preciso considerar algunas caracteristicas
relacionadas al tratamiento y al paciente que podrian estar involucradas.

Los datos demograficos y clinicos de todo el conjunto de pacientes con cancer de mama
se muestran en la Tabla 9. Se realiz6 un andlisis de asociacién entre estas variables y la
manifestacidn de radiodermitis aguda. Con respecto a la edad, se observo que el 46,8% de las
pacientes que mostraron radiodermitis aguda de grado =2 presentaron una edad en el rango
de 56 a 70 afios. Ademads, se encontraron diferencias significativas entre el riesgo de
manifestar radiodermitis severa (grados 3 y 4) y pacientes con edades mayor a la mediana
(>59 anos) (OR=6,6, p=0,02).

En relacién al IMC y al tamafio de la mama, se encontré una asociacion entre ambas
variables (OR=2,87; p=0,026; OR=4,62; p=0,005, respectivamente) y reacciones agudas en
piel de grado 22. Las pacientes con un tamafio de mama mediana y grande mostraron 4,62
veces mayor riesgo de desarrollar radiodermitis que aquellas que presentaron mama
pequefia. Ademas, se observé que el 69% de las pacientes que desarrollaron radiodermitis
con grado 22, presentaban un IMC >25 (sobrepeso y obesidad) y las pacientes obesas
presentaron 2,87 veces mas riesgo de manifestar radiodermitis que las pacientes con un IMC
normal.

En cuanto a la asociaciéon entre habito de fumar, consumo de alcohol, ingesta de
multivitaminicos, anemia, hipertension, diabetes, color de piel, QT, tamoxifeno, tipo de
planificacién (2D/3D) y el desarrollo de radiodermitis aguda, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos de pacientes (p<0,05) (Tabla 16).

Por otro lado, se construy6 una tabla de correlaciones entre todas las variables, a partir
de la cual se realiz6 un andlisis de componente principal con las variables que presentaron

mayor correlacion (Figura 26).
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TABLA 16. Anilisis estadistico de asociacién entre factores relacionados al paciente y el tratamiento

y radiotoxicidad en piel.

Total Radiodermitis
OR IC p
(%) GradoOy1 |Grado=2
Diabetes No 103 64 39 1
Si 14 9 5 0,91 0,28-2,91 0,87
Total 117 73 44
Hipertension No 75 50 25 1
Si 42 23 19 1,2 0,76-3,58 |[0,2
Total 117 73 44
Tamaiio de la Pequefia |26 22 4 1
mama Mediana |49 28 21 4,1 1,23-13,48 10,016
Grande 32 16 16 5,5 1,54-19,60 | 0,005
Total 107 66 41
IMC Normal 46 33 13 1
Sobrepeso | 35 22 13 1,5 0,58-3,83 0,39
Obesidad |32 15 17 2,87 1,11-7,40 0,026
Total 112 70 42
Color de piel = Morena 74 4 4 1
Triguena |31 21 10 0,68 1,69-2,88 0,42
Blanca 8 44 30 0,68 0,6
Mo+Tr/Bl 1,21 0,6
Total 113 69 44
Quimioterapia No 80 53 27 1
Si 35 19 16 1,65 0,73-3,71 0,22
Total 115 72 43
Tipo de 2D 9 6 3 1
tratamiento 3D 113 69 44 1,27 0,30-5,36 |0,73
Total 122 75 47
Alcohol No 103 65 38 1
Si 10 5 5 1,71 0,46-6,29 |0,41
Total 113 70 43
Tabaco No 81 50 31 1
Si 32 20 12 0,96 0,41-2,25 10,93
Total 113 70 43
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TABLA 17. Matriz de correlaciones. Se pueden observar las relaciones entre las variables.
Alcohol Tabaco  IMC Tamafio Qulmfo_ Radiodermitis
de lamama terapia grado 22
Correlacion  Alcohol 1,000 0156 0012 0,029 0,066 0,081
Tabaco 0,156 1,000 0,156  -0,012 0,069 -0,026
IMC 0012 -0,156 1,000 0,306 -0,066 0,167
Tamafodela ..o 5012 0306 1,000 -0,118 0,178
mama
Quimioterapia 0,066 0,069 -0,066  -0,118 1,000 0,130
Radiodermitis  \o1 0076 0167 0178 0,130 1,000
grado 22
Sig. (unilateral) Alcohol 0,050 0,450 0,381 0,246 0,198
Tabaco 0,050 0,050 0,451 0,235 0,394
IMC 0450 0,050 0,001 0,245 0,039
Tamafiodela .5, () 454 0,001 0,108 0,030
mama
Quimioterapia 0,246 0,235 0,245 0,108 0,085
Radiodermitis ;o5 (39, 0,039 0,030 0,085
grado 22
TABACO  ALCOHOL
'_'\l.
2
g QT TAMANO DELA MAMA
g RADIODERMITIS
E GRADO =2
7 -05-
- 0
7 ™ "'? -
Qop rT—1 1 T I
Cop, 7040 05 00 05 10
Ja‘,
H-:'.'}fe 3
Componente 1
FIGURA 26. Grafico del analisis de componente principal. Se observa una
estrecha relacién entre el tamafio de la mama e IMC de las pacientes y la
radiodermitis de grado=2 desarrollada durante el tratamiento de RT.
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V. DISCUSION

La RT es uno de los pilares fundamentales en el tratamiento oncolégico. Sin
embargo, se contintian observando efectos adversos a pesar de los grandes avances en el area
de la Fisica Médica, razon por la cual numerosas investigaciones se han centrado en
desarrollar ensayos que permitan predecirlos. De esta manera, este estudio tuvo como
objetivo el andlisis de variantes genéticas en genes relacionados con vias radioinducidas y su
relacién con el riesgo de desarrollar toxicidad cutanea aguda en pacientes con CaM sometidas
aregimenes de RT convencionales e hipofraccionados.

Este es el primer trabajo en el cual se aborda el fenotipo desde la radiogenémica en
pacientes con CaM de la Argentina. Dada la importancia de esta patologia por su frecuencia en
la region, se pretende colaborar en la optimizaciéon del tratamiento, asi como en la

comprension de los mecanismos por los cuales se establece la radiosensibilidad individual.

V.1. RADIOSENSIBILIDAD INDIVIDUAL. RADIODERMITIS

La radiosensibilidad individual se entiende como el nivel de toxicidad en el tejido
sano de los individuos sometidos a RT (West y Barnett, 2011; AGIR, 2013). Pacientes que
reciben protocolos similares muestran variabilidad en los efectos adversos, que se
manifiestan desde leves a severa y de semanas a toda la vida (Bentzen, 2006). La mayoria de
estos efectos podria atribuirse predominantemente al agotamiento de las poblaciones
celulares y a la inhibicién de su repoblacion en los tejidos de renovacion rapida, como la piel
(Stone y col., 2003 y Brush y col., 2007).

En este estudio, la radiodermitis fue el efecto secundario mas observado durante la
RT, en coincidencia con lo reportado por Khanna y col. (2013). Las tres cuartas partes de la
poblacion analizada (75,4%) presentd toxicidad en piel, con una mayor incidencia de los
grados 1y 2 (85%) en comparacion con los grados mas severos, 3 y 4, que representan el
15% (Figura 14). Similarmente, Schnur y col. (2011), argumentan que la mayoria de los
pacientes con CaM (74% - 100%) experimentard radiodermitis durante el curso de la RT a
dosis significativas. En tanto, Porock y col. (1999) estiman que de un 10%- 15% de los casos
sufren efectos mas severos como descamacion himeda o ulceracién de la piel. No obstante,

Pignol y col. (2008) informan porcentajes mas elevados para dermatitis severa (20-25%).

La aparicion de los efectos adversos de la RT, hace referencia al tiempo transcurrido
desde el inicio del tratamiento y en consecuencia a la dosis acumulada y dependera de

manera significativa de la radiosensibilidad del paciente. Asi, los resultados obtenidos en este
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trabajo demuestran que en la mayoria de los casos (26%), los eventos de prurito y eritema se
presentan hacia el final de la cuarta semana (40Gy) (Figura 16). No obstante, en los
individuos con mayor sensibilidad (9%), estos rasgos se adelantan hacia la primera semana
con dosis acumulada que alcanza un valor de 10Gy. En tanto, en los individuos mas tolerantes
(9%), se detectan estos efectos en dosis mayores de 70Gy. De este modo, se observa que la
radiosensibilidad individual responde a una distribucién normal, y coincide con la

descripcién tedrica expuesta por Burnety col. (1998) y Barnett y col. (2009).

Aunque se han realizado esfuerzos importantes para evaluar la radiodermitis en
pacientes con CaM, la literatura en esta area es relativamente escasa en comparacion con la
literatura sobre otros sintomas relacionados con efectos secundarios y calidad de vida (Shnur
y col, 2011). Esto puede atribuirse, a que el registro de la toxicidad no suele realizarse de
rutina en la mayoria de los centros médicos de RT (AGIR, 2013). Por lo tanto, tal como citan
Barnett y col. (2009) es necesario centrar la atencién sobre la obtencién de una informacién
detallada, precisa y completa sobre los participantes de los estudios durante un periodo de
seguimiento mas adecuado, con el fin de maximizar las posibilidades de encontrar una
asociacién entre la toxicidad inducida por la radiacién y el genotipo de los pacientes. Todas
las voluntarias incluidas en este trabajo, cumplieron con el seguimiento médico semanal, en
el cual, el staff de radio-oncélogos de CIO-La Plata registré la evoluciéon del tratamiento
(Anexo 2). La comprension del impacto de la radiodermitis sobre la calidad de vida, es
fundamental no sélo para el manejo correcto de las reacciones cutaneas, sino también para

realizar esfuerzos en el desarrollo de ensayos que logren predecirlas.

V.2. POLIMORFISMOS DE BASE SIMPLE Y RADIOSENSIBILIDAD INDIVIDUAL

La radiosensibilidad individual es un rasgo de herencia poligénica, que implica un
fendmeno que excede la mera adicidon de cada uno de los genes intervinientes, ya que debe
considerarse, ademas, la posicion que cada elemento ocupa en las diferentes vias de
sefalizacion que se disparan simultdneamente con el tratamiento (Barnett y col.,, 2009; Kerns
y col, 2014a). En los ultimos afios, el campo de la radiogenémica ha progresado
sustancialmente en la identificacidon y validacién de SNPs asociados con el desarrollo de la
radiotoxicidad del tejido normal (Kerns y col, 2015). Si bien se han abordado numerosas
cohortes de pacientes, de diferentes etnias, ninguno de los trabajos ha logrado certificar la
asociacién entre SNPs en genes candidatos y la radiosensibilidad manifestada en tratamientos

de mama.
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V.2.1. Polimorfismos en genes de estrés oxidativo implicados en la
radiodermitis

La patogénesis del tejido normal es un proceso dindmico iniciado en respuesta a la
muerte celular. En los ultimos afios, se ha evaluado el papel de los radicales libres en el
mantenimiento de un estrés sostenido que interfiere con la recuperacién tisular e instaura un
dafio crénico. Este estado se explica por la retroalimentaciéon de ROS, citocinas y quimiocinas
pro-inflamatorias, que resultan en lesiones progresivas y finalizan en la lesion tisular (Kim y
col, 2014).

En relaciéon a la evaluacion de los SNPs Ile105Val (rs1695) de GSTP1 y C69T
(rs3957356) de GSTA1 se observo en el trabajo de Ambrosone y col (2006) que la variante
105Val de GSTP1 se asocidé con un riesgo dos veces mayor para las reacciones cutdneas
radioinducidas en pacientes con CaM. Por otra parte, Falvo y col (2011) encontraron que el
genotipo salvaje de GSTP1 presentaba un rol protectivo. En este trabajo al igual que en otros
informes (Tan y col, 2006) no se encontrd asociaciéon estadisticamente significativa entre
[le105Val de GSTP1 y radiosensibilidad individual. Considerando el polimorfismo C69T de
GSTA1 no se pudo corroborar una asociacidn significativa con efectos adversos en la piel.
Frente a esto, Falvo y col. (2011) reportaron una asociacién entre el alelo salvaje de GSTA1 y
eritema, y antagénicamente, Ambrosone y col. (2006) encontraron a este alelo como un

agente protector.

En cuanto al SNP T47C (rs4880) del gen SOD2, responsable del cambio no sinénimo
de aminodacidos (alanina por valina), se menciona que ninguna de las frecuencias genotipicas
y alélicas se asociaron con el riesgo de manifestar radiotoxicidad aguda en coincidencia con
los resultados obtenidos por Ahn y col. (2006). No obstante, Andreassen y col. (2003)
reportaron una asociacion significativa entre el genotipo Val/Ala y el desarrollo de toxicidad

tardia (fibrosis subcutanea) en pacientes con CaM.

En relacion a NOS3, esta enzima cataliza la produccién del radical libre 6xido nitrico
(ON). Una de las variantes mas estudiada en este gen es GB94T (rs1799983) que resulta en
una sustitucién de acido glutdmico por acido aspartico en el codén 298, el cual altera la
susceptibilidad a la escision y conduce a niveles reducidos de ON (Veldman y col., 2002). En
este estudio en el andlisis estadistico global no se encontré asociacién entre este
polimorfismo y el desarrollo de radiodermitis aguda. No obstante, en un subgrupo de
pacientes que recibieron QT neoadyuvante ademdas de RT, se observé que las pacientes
homocigotas para el alelo T presentaron mayor riesgo de presentar reacciones adversas en la
piel durante el tratamiento (OR=14,7; IC 95%=11,62-0,65; p=0,03). Probablemente, la

disminucion de ON en estas pacientes, podria estar produciendo un menor efecto
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vasodilatador y, en consecuencia, una menor oxigenacién e ingesta de nutrientes, necesaria
para la reconstruccién tisular. Del mismo modo, se podria exacerbar el dafio in situ inducido
por la quimioterapia. Por otra parte, se sabe que este radical libre activa el sistema inmune,
que es fundamental para el establecimiento de los efectos secundarios de la RT (Kim y col,,
2014). Dado que este rasgo se ve influenciado por la genética cuantitativa, se realizé un

andlisis multivariado, sin lograr correlaciones positivas.

Los resultados del presente trabajo no pudieron establecer la asociacién entre la
toxicidad radioinducida y los polimorfismos especificos de los genes GSTP1, GSTA1, SOD2 y
NOS3, esto podria deberse en parte al tamafio de la muestra y a los alelos de baja penetrancia.
Ademas, podrian estar involucradas otras mutaciones en estos genes, en secuencias
reguladas por ellas, cambios epigenéticos u otros genes candidatos que participan en esta via

para este rasgo complejo.

V.2.2. Polimorfismo Asp1853Asn en ATM y Arg72Pro en TP53

Los productos proteicos de ATM y TP53 desempeiian un papel clave en la deteccién y
reparacion de las DSBs radioinducidas. Existe evidencia epidemioldgica que variantes
genéticas funcionales en estos genes, pueden tener un impacto en el riesgo de manifestar
efectos secundarios inducidos por la RT. Esto ha sido descripto especificamente para cancer
de prostata, mama y pulmén (Cesaretti y col, 2005; Andreassen y col, 2006; Yang y col,
2011).

Considerando que ATM es un elemento critico que participa como sensor del dafio
gendmico y en la activacion de los puntos de control del ciclo celular (Canman y col.,, 1998).
Los polimorfismos de este gen pueden conducir a cambios estructurales y funcionales de la
proteina, con el consiguiente costo fenotipico (Su y col, 2014; Dong y col., 2014). De esta
manera se considerd oportuno evaluar el SNP Asp1853Asn (rs1801516) de ATM. Aunque los
resultados de este estudio podrian estar de acuerdo con el metaanalisis de Su y col. (2014),
que muestra que Asp1853Asn no contribuye al desarrollo de efectos secundarios inducidos
por RT, esta variante estuvo ausente tanto en las pacientes que desarrollaron radiotoxicidad
severa (grado 3 y 4) como en las asintomaticas (grado 0) de la poblacién analizada. Por otro
lado, es importante mencionar que los resultados con respecto a este SNP son controvertidos
ya que otros estudios sugieren que el alelo 1853Asn contribuye al riesgo de desarrollar
efectos graves en el tejido normal en pacientes con CaM y de préstata sometidos a estas
terapias (Dong y col., 2014; Andreassen y col.,, 2016). Ademads, ATM es un gen de gran tamafio
con muchas variantes documentadas, por lo cual serd necesario el estudio de asociacién de
estos SNPs en grandes cohortes para establecer si las variantes individuales o haplotipos

contribuyen al desarrollo de radiotoxicidad aguda.
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El gen TP53 también posee una funcién central en la regulacién/integracion de los
puntos de control del ciclo celular, la reparacion del ADN y las vias de muerte celular en
respuesta al dafio radioinducido (Murray y Mirzayans, 2007). La variante Arg72Pro
(rs1042522) ha sido una de las mas estudiadas a la fecha; se localiza en el codén 72 del ex6n
4 y codifica ya sea una arginina o una prolina. Se han realizado estudios de asociacidn entre
este SNP y radiotoxicidad, aunque los resultados han sido inconsistentes (Tan y col., 2006;
Chang-Claude y col., 2009). En este trabajo los datos indicaron que las pacientes portadoras
del genotipo homocigota mutado GG esta asociado con una disminucién en la ocurrencia de
radiodermitis aguda de grado=2 (OR=0,33; p=0,004), a pesar de que inicialmente, en un
numero menor de muestras evaluadas, la tendencia parecia sefialar que este polimorfismo
podria aumentar el riesgo de desarrollar radiotoxicidad durante el tratamiento (Cérdoba y
col,, 2014). Resultados similares del trabajo de Tan y col. (2006) realizado con 446 pacientes
alemanas con CaM, evidenciaron que no hubo asociacién significativa entre Arg72Pro de
TP53 y toxicidad cutdanea aguda. En linea con los resultados obtenidos en este estudio, Yang y
col. (2011) reportaron que pacientes con cancer de pulmén portadores del alelo 72Pro
presentaron un menor riesgo de neumonitis radioinducida.

Es necesario que este SNP sea analizado mas en profundidad en su posible rol
protector. Un analisis funcional de ambas variantes mostré que la forma 72Arg de TP53
indujo la apoptosis de manera mas eficiente que la forma 72Pro; en cambio, la forma 72Pro
parecia inducir un mayor nivel de arresto G1 que la forma 72Arg (Dumont y col.,, 2003; Pim y
col., 2004). Por lo cual, la reduccién en la radiotoxicidad aguda en las pacientes portadoras
del genotipo Pro/Pro podria ser explicado por un mayor arresto celular en G1 inducido por la
radiacién. Es decir, la menor tasa de apoptosis inducida por el alelo 72Pro combinado con el
aumento de la actividad de reparacién durante la detencion en G1 podria disminuir el riesgo

de toxicidad cutanea aguda durante la RT en los individuos que llevan el alelo 72Pro

La relacion de estos dos SNPs con un riesgo aumentado de efectos adversos de la RT
aun sigue siendo controvertida, convirtiéndose en el blanco de varios estudios de
metaanalisis. Por ejemplo, Su y col. (2014), analizaron el riesgo de radiotoxicidad reportado
en 20 articulos sobre 4868 pacientes tratados con RT. A partir de los resultados concluyeron
que los polimorfismos ATM Asp1853Asn y TP53 Arg72Pro no contribuyen al desarrollo de

efectos secundarios inducidos por radiaciéon en el analisis global.

V.2.3. Polimorfismos R194W y R399(Q de XRCC1

Uno de los genes importantes implicados en el proceso de reparaciéon del ADN es el

gen XRCC1, que participa en la via de escision de base (BER). Esta unido a una proteina de
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andamiaje que se asocia directamente con otras proteinas, como la ADN polimerasa 3, la
PARP (ADP-ribose polymerase) y la ADN ligasa III, en un complejo que facilita los procesos de
reparacién del ADN (Brem y Hall, 2005).

Numerosos estudios han examinado la participacion de SNPs de este gen en el
establecimiento de la radiosensibilidad individual (Andreassen y col., 2003; Chang-Claude y
col,, 2005). Dos de estos polimorfismos se encuentran presentes en la poblacién general en
una frecuencia alélica relativamente alta: la variante alélica del codén 194 (rs1799782,
R194W, MAF global 0,12) y la del codén 399 (rs25487, R399Q, MAF global 0,26), que han
sido extensivamente estudiadas en estudios epidemioldgicos moleculares.

En los primeros abordajes de estudios de asociacion de este gen con
radiosensibilidad, Andreassen y col. (2003) reportaron que el genotipo Arg399Arg de XRCC1
estaba asociado con efectos tardios (fibrosis); sin embargo, en una cohorte posterior, no
pudieron reproducir estos hallazgos (Andreassen y col, 2006). Giotopoulos y col. (2007)
también informaron una asociacién positiva de este SNP, pero especificamente con
telangiectasia tardia. Por otro lado, los grupos de Moullan y col. (2003) y Chang-Claude y col.
(2005) quienes investigaron los polimorfismos en XRCC1 (R194W, R280H y R399Q) en torno
a efectos secundarios agudos en pacientes con CaM, informaron que ninguno de estos SNPs
estaba asociado con el fenotipo. En coincidencia, en este estudio se analiz6 la posible
asociacién entre las variantes, R194W y R399Q y radiodermitis. Si bien no se pudo
corroborar la asociacion entre las frecuencias génicas y genotipicas de estos polimorfismos y
el riesgo de desarrollar radiosensibilidad clinica aguda con significancia estadistica, se
observd una disminucion del riesgo de desarrollar dermitis en aquellas pacientes portadoras
del genotipo homocigota TT en el codén 194 (OR=0,32; IC 95% =0,01-6,85; p=0,44). Por el
contrario, Falvo y col. (2011) encontraron una relacion positiva estadisticamente significativa
entre eritema 2G1 y Arg194Trp. Mientras que observaron una menor tasa de esta lesién en
pacientes con mut/het de Arg194Trp o wt de Arg399GIn. Por el contrario, en el estudio de
Mangoni y col. (2011) la presencia de la variante de Argl94Trp y el alelo salvaje de
Arg399GIn sugirié un riesgo significativo de toxicidad inducida por la radioterapia.

Es sabido que existe un desequilibrio de ligamiento extenso en el locus XRCC1, en este
trabajo se examinaron ambas variantes en asociacion con los efectos agudos de la RT. El
anadlisis de los haplotipos no proporcioné evidencia de la participacién de un haplotipo de
riesgo, en coincidencia con los resultados obtenidos en el 2005 por Chang-Claude y col. Por
otra parte, Brem y col. (2006) en un andlisis haplotipico que consideraba un mayor nimero
de SNPs, observaron que el haplotipo H3 (alelo salvaje en las 4 posiciones, -77, 194, 280 y
399) estaba asociado inversamente con la radiosensibilidad en comparacién con el haplotipo

de referencia (OR=0,39; IC 95% =0,16-0,92).
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El trabajo realizado por Lunn y col. (1999) sugiere que el polimorfismo del codén 399,
situado dentro del dominio BRCT, que interactia con PARP, puede dar lugar a una reparacion
deficiente del ADN. Taylor y col. (2002) demostraron que aunque el dominio BRCT1 es critico
para la reparacion eficaz de las SSBs y la supervivencia celular, el polimorfismo 399
localizado dentro de este dominio no parece afectar significativamente la funcién de XRCC1.
Por el contrario, Monaco y col. (2007) demostré que el polimorfismo en el exdn 10 cambia la
estructura secundaria de XRCC1. Estos resultados requieren de mas investigaciones para
aclarar si la sustitucién de Arg/Gln en el codén 399 podria afectar la capacidad de reparacién
del ADN.

De esta manera, aunque este gen juega un papel importante en diferentes rutas de
DDR, su impacto en el establecimiento de la toxicidad radioinducida no ha sido validado

todavia.

V.2.4. Polimorfismos en G-308A de TNF-ay G-174C de IL-6

Las consecuencias biologicas de la exposicion a la Rl se han atribuido exclusivamente
al dafio del ADN o a la muerte celular. Actualmente, en el establecimiento de la lesion tisular,
se considera un efecto holistico que incluye ademas de estos eventos, al proceso inflamatorio.
Los leucocitos reclutados en la zona irradiada liberan ROS, proteasas y otras moléculas que

dafian las células normales adyacentes (Mukherjee y col, 2014).

La interleuquina 6 presenta un papel regulador en la proliferaciéon celular, la
diferenciacion y el equilibrio entre las vias pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. Aunque el
promotor de su gen tiene varios SNPs, el mas estudiado es el G-174C por su influencia en
varios tipos de cancer (Boaventura y col, 2016). Siva y col. (2015) mencionan que la
activacion de los macrofagos por la radiacion, induce la produccion de IL-6 que media la
respuesta tisular aguda y tardia. Sin embargo, en el presente estudio no se pudo corroborar la
participacidn diferencial de este polimorfismo en el establecimiento de reacciones severas en

piel entre las pacientes radiosensibles y las asintomaticas.

En cuanto al polimorfismo G-308A (rs1800629) de TNF-a, esta localizado en el
promotor, a 308pb aguas arriba del sitio de inicio del transcripto. Mientras que Talbot y col.
(2012) reportaron su asociaciéon con radiotoxicidad en mama, mediante un estudio de 340
individuos, los resultados de este trabajo no pudieron corroborar esta tendencia. Esto podria
explicarse por el hecho de que los alelos G y A no alteran significativamente la expresién de

TNF-q, segin lo informado por Mekinian y col. (2011).
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En un marco integral, la interaccién alélica observada entre los polimorfismos G-174C
de IL-6 y G-308A de TNF-q, cobra mayor significancia que el andlisis individual de estas
variantes. Segun lo informado por Schindler y col., (1990) la expresion de TNF-a es influida
por IL-6. Las variantes salvajes de esta interleuquina suprimirian la transcripcién de TNF-q,
y por lo tanto una menor contribuciéon a la radiotoxicidad, mientras que el polimorfismo
detectado en la IL-6 no podria ejercer este efecto y liberar la transcripcion del Factor de

necrosis tumoral agravante del riesgo de presentar efectos agudos.

V.2.5. Polimorfismos C-509T y P10L de TGFf3-1

TGFf-1 es una citoquina versatil. Participa en la curacion de heridas, la inflamacion, la
proliferacién celular, la angiogénesis y la fibrosis (Andreassen, 2003; Prud'Homme, 2007). La
expresion de la isoforma predominante se incrementa por irradiacion, superando los niveles
normales durante tiempo prolongado, probablemente como respuesta al estrés oxidativo y a
la inflamacién (Popanda y col., 2008). Los primeros estudios de asociacidon entre TGF3-1 y
radiotoxicidad se realizaron en pacientes que desarrollaron fibrosis tardia. Los dos SNPs que
han sido mas descriptos a la fecha son C-509T (rs1800469) situado en la regién promotora y
el P10L (rs1800470) que ocasiona una sustitucién de una prolina por una leucina en el
codén10.

Aunque un gran ndmero de estudios exploratorios, pero pocos confirmatorios, han
respaldado la asociacién entre SNPs de TGF(-1 y el desarrollo de efectos tardios de la RT. Los
pocos estudios con tamafio muestral grande realizados, no pudieron demostrar ninguna
asociacién clinicamente relevante (Barnett y col,, 2010; Barnett y col.,, 2012; Burnet y col,
2013; Guo y col,, 2015).

Por el contrario a lo expuesto en el parrafo anterior, el papel de TGFB-1 en el
establecimiento de efectos agudos, ha sido escasamente investigado. En este estudio se
analizaron los polimorfismos C-509T (rs1800469) y P10L (rs1800470) y los resultados
observados demuestran que el SNP rs18000470 se encuentra inversamente asociado al
desarrollo de radiodermitis durante el tratamiento (OR=0,29; p=0,027). Los pacientes
portadores del genotipo CC podrian presentar menor riesgo de radiotoxicidad en relacion a
los homocigotas GG y heterocigotas GC. En linea con estos resultados, Raabe y col. (2012)
reportaron que ninguno de estos SNPs estaria asociado al desarrollo de eritema en pacientes
con CaM. No obstante, el analisis en pacientes con mama pequefia, reveld que el polimorfismo
C-509T aumenta el riesgo de desarrollar este efecto (OR = 3.10, 95% CI: 1.11-10.21, p =
0.028).

Asimismo, en este estudio se analizé la presencia de haplotipos asociados al riesgo de

desarrollar radiotoxicidad, demostrando que las pacientes portadoras del haplotipo 4 (CA)
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estdn mas protegidas. Este resultado podria estar influenciado, en parte, por la asociacién de
un menor riesgo del SNP P10L.

Si bien se muestra que el SNP P10L en TGFB-1 podria estar involucrado en la
variacion de la toxicidad del tejido normal, se necesitan mas estudios para corroborar su
participacidon, aumentando el nimero de muestras y realizando un estudio exploratorio de
todo el gen. Por otro lado, es posible que los genes que regulan o modulan su expresién o
actividad también podrian estar vinculados con la respuesta del tejido sano (Barnett y col.,

2009).

V.2.6. Estudios de asociacion basados en SNPs

En este estudio se utilizé el enfoque de gen candidato, que permite indagar los efectos
de variantes génicas potencialmente involucradas en rasgos cuantitativos, como la
radiosensibilidad individual. Este enfoque presenta ventajas como la rapidez y bajo costo y
también la identificacién de genes con efectos pequeiios (Kwon y Goate, 2000). En cuanto al
muestreo, no requiere de muchos familiares del individuo afectado, dado que puede
realizarse con casos y controles, como en este estudio. La desventaja mas importante es que
la biologia del rasgo debe ser suficientemente entendida (Kwon y Goate, 2000); en alusién a
la compleja patogénesis del tejido normal, aun queda mucho por dilucidar. Otro punto
objetable es la limitacion para incluir todos los genes y polimorfismos posibles y la validacion
de los resultados (Tabor y col., 2002).

Si bien la mayoria de los estudios de asociaciéon de SNPs y radiotoxicidad, publicados
hasta la fecha, han utilizado este tipo de enfoque, el avance de la biologia molecular y la
bioinformatica, ha impulsado nuevos métodos de analisis. En el caso de GWAS (Genome Wide
Association Study) se evitaria el conocimiento limitado del rasgo y se podrian identificar
nuevos loci en las regiones no codificantes del genoma o no exploradas (Barnett y col., 2009).
No obstante, hay pocos estudios de este tipo, principalmente en cancer de prostata (Kerns y
col,, 2010; Kerns y col., 2013; Fachal y col., 2014) y se precisa potencia estadistica para lograr
resultados robustos.

Desde otro punto de vista, ha crecido el interés en la secuenciacién exémica o de todo
el genoma, utilizando técnicas como la secuenciacién masiva. Estas permiten la obtencion de
una mayor cantidad de datos, pero es extremadamente exigente en términos de manejo
bioinformatico.

De acuerdo a lo expuesto, a medida que se van identificando nuevos genes candidatos
mediante estudios en animales o de regiones gendémicas implicadas en otros andlisis, el

enfoque de gen candidato se continuara utilizando (Kwon y col., 2000). No obstante, es poco
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probable que a través de un solo enfoque se logre el conocimiento acabado de la

susceptibilidad a las radiaciones.

V.3. OTROS FACTORES RELACIONADOS A LA RADIOTOXICIDAD AGUDA

La radiosensibilidad individual es un caracter multifactorial y por lo tanto la
influencia ambiental en la expresion fenotipica es fundamental. Sus principales
determinantes hacen referencia a los factores fisicos, tratamientos concomitantes y a
caracteristicas del paciente. Entre las tltimas, las de mayor significancia son la edad, tamafio
de mama, IMC, habitos de fumar, consumo de alcohol y comorbilidades (Turesson y col.,

1996; AGIR, 2013). Se destacan a continuacién hallazgos particulares de este estudio:

La edad se cita frecuentemente como un factor de riesgo para el desarrollo de
lesiones radioinducidas (Bentzen y Overgaard, 1994). Sin embargo, existen evidencias
contradictorias de su influencia en la prevalencia y gravedad de este rasgo (Bentzen y
Overgaard, 1994; Turesson y col., 1996; Pires y col.,, 2008). En este trabajo, la evaluacién de
las medianas de edad no arrojé diferencias estadisticamente significativas entre pacientes
con efectos adversos de grado =2 y las asintomaticas y de grado 1. Estos resultados
argumentan en favor de otros estudios que sugieren que la RT es bien tolerada en pacientes
mayores (Turesson y col., 1996; Pires y col., 2008). No obstante, cuando el andlisis se realizé
entre pacientes con grado 3 y 4 y asintomaticas, se observd que mujeres mayores de 59 afios
tienen una tendencia mas elevada a presentar radiotoxicidad severa (OR=6,6, p=0.02).
Generalmente se considera que la edad avanzada esta asociada con un aumento de toxicidad
debido a la disminucion de la tolerancia del tejido sano. La reduccién progresiva de la reserva
funcional debido al agotamiento de las células madre de los tejidos podria aumentar el dafio
tisular y el riesgo de complicaciones. De forma similar, se ha planteado la hipétesis que la
reduccidn en el flujo sanguineo y la disminucioén de la reparacién del ADN con la edad (Lilla y
col,, 2007), puedan influir en la tolerancia del tejido normal. Por otro lado, existe evidencia
del desarrollo de radiotoxicidad tardia en pacientes longevas con CaM, como pneumonitis,

telangiestasia y fibrosis (Gagliardi y col., 2000; Barnett y col., 2011).

El tamafio de la mama fue una de las primeras caracteristicas del paciente que se
identific6 como influyente en la toxicidad aguda en piel. Varios estudios consideran que
interfiere en la incidencia y la gravedad de estos efectos. También se ha demostrado que el
IMC se asocia independientemente al desarrollo de la radiosensibilidad individual (Kole y
col., 2017). Desde la perspectiva del tratamiento, el IMC puede ser visto como un indicador
del volumen mamario (Porock, 1998; Barnett y col., 2011). Volimenes mayores requieren la

aplicacion de dosis mas altas en piel para alcanzar la dosis deseada en las estructuras mas
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profundas (Pires y col., 2008; Terrazzino y col,, 2012). En este estudio, el andlisis estadistico
demostré que el tamafio de la mama y el IMC estuvieron asociados a un mayor riesgo de
manifestar radiodermitis (OR=4,62, p=0,005; OR= 2,87, p=0,026; respectivamente). En
coincidencia con algunos trabajos (Back y col.,, 2004; Barnett y col.,, 2011) los resultados
expuestos corroboran que las pacientes con senos medianos y grandes muestran una
reaccién cutanea mas severa. Con respecto al IMC, Twardella y col., (2003) han reportado que
el sobrepeso/obesidad (IMC >25) aumenta la probabilidad de radiotoxicidad aguda. Esto fue
comprobado en este trabajo, donde las mujeres obesas presentan un riesgo aumentado en
2,87 veces con respecto a las normo-nutridas. Posiblemente, esto sea atribuido a la menor
eficiencia de la curaciéon por la mala vascularizacion del tejido adiposo que compromete la
cicatrizaciéon (Carville, 1995; Oealey, 1994). La obesidad también puede ocasionar un
desgaste excesivo de la piel a través de una mayor friccion en el movimiento, lo que
provocaria abrasion. Incluso pacientes con mamas grandes pero no obesas pueden presentar
un riesgo aumentado de la friccién particularmente si un sujetador es siempre necesario para
su sostén. También areas con pliegues o axilares donde hay piel de oposicién son mas
propensas a reacciones severas debido al aumento de la humedad, calor y friccién, ademas de

la mala ventilacion (Porock, 1998).

En cuanto al hdbito de fumar, no se encontré una asociacién significativa,
probablemente debido a la baja incidencia de fumadores en este estudio (28%, 32/81). No
obstante, existe evidencia de que fumar aumenta la radiosensibilidad clinica en canceres no
solo de mama, sino también pélvicos y de cabeza y cuello (Lilla y col., 2007; Barnett y col.,
2011). El tabaquismo podria exacerbar la radiodermitis por alterar la cicatrizacion de las
heridas (Hymes y col., 2006). Aunque por otro lado, la hipoxia ocasionada crénicamente por
el menor indice de oxihemoglobina podria disminuir las probabilidades de causar estos

efectos (Henke, 2001).

Un estudio de 348 pacientes que se sometieron a RT para CaM mostr6 una
disminucién de toxicidad cutanea aguda en individuos que informaron un consumo regular
de vino antes de iniciar el tratamiento (Morganti y col.,, 2009). En este estudio no ha sido
posible corroborar estos resultados, debido a que solo el 9% (10/103) de las pacientes

encuestadas consumié alcohol durante las comidas.

Entre las enfermedades sistémicas, la diabetes mellitus y la hipertensiéon podrian
asociarse con una baja tolerancia a la RT (AGIR, 2013). En el presente trabajo el 36%
(42/117) de las mujeres eran hipertensas, sin embargo no se observé significancia estadistica

en relacion a la gravedad de las reacciones en piel. Con respecto a la diabetes, s6lo el 12%
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(14/117) de las pacientes presentaron esta condicién y al igual que otros trabajos, no se ha
demostrado que sea un factor predisponente para las reacciones cutaneas adversas (Porock y
col., 1998; Pires y col.,, 2008). En coincidencia con estos resultados, Terrazzino y col. (2012)
indicaron que no hay pruebas firmes que la diabetes mellitus y la hipertensién represente
factores de predisposicién para la radiosensibilidad aguda (Turesson y col., 1996; Porock y

col,, 1998).

En relacion a otros elementos multifactoriales, entre los inherentes al tratamiento, los
agentes quimioterapicos se consideran que potencian el efecto de la radiaciéon y pueden
aumentar el riesgo de manifestar efectos secundarios como la radiodermitis (Giro y col,
2009). Si bien el uso de la RT en combinacién con quimioterapia da como resultado una
supervivencia global mejorada, con frecuencia, se observa un aumento de toxicidad tanto
aguda como tardia. Se han realizado muchos ensayos controlados y aleatorizados de quimio-
radioterapia versus RT sola, los cuales han mostrado un aumento de la toxicidad aguda, pero
no tardia, con la adicién de QT (Bentzen y col., 2007). Algunos farmacos ademas de su propio
espectro caracteristico de efectos secundarios (por ejemplo, doxorrubicina, actinomicina D,
cisplatino, fluorouracilo) pueden sensibilizar a los tejidos normales frente a los dafios por
radiacién. Dicha radiosensibilizacién puede ocurrir incluso cuando la quimioterapia se
administra antes o después de un curso de radioterapia fraccionada. Estudios anteriores han
mostrado un peor resultado cosmético y mayor toxicidad tardia cuando se administra
quimioterapia, y esto parece ser mas pronunciada cuando la QT se administra
simultdneamente con RT (Bowden et al, 2006; Collette et al, 2008). En este trabajo algunas
pacientes (31% 35/113) realizaron QT neo-adyuvante ademas del tratamiento radiante. Sin
embargo, no se observé que tuvieran una radiosensibilidad aumentada con respecto a las que

solo realizaron RT.

Dado que la variacién genética difiere entre las diferentes etnias, es probable que
algunos rasgos de toxicidad sean més severos en algunas poblaciones debido a la presencia
de mutaciones especificas o mas frecuentes (AGIR, 2013). No obstante, existen datos

limitados sobre el efecto de la etnicidad en la radiosensibilidad clinica (Taylor y col.,, 1995).

Si bien en este trabajo se han encontrado asociaciones significativas entre la
radiosensibilidad individual y la edad, el tamafio de mama y el IMC de las pacientes, es

necesario realizar mas estudios que permitan confirmar estos resultados.
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V.4. PERSPECTIVAS Y DESAFIOS EN LA RADIOGENOMICA

El desarrollo de un conjunto de biomarcadores genéticos y
su aplicacion en el campo de la RT, es el epitome de la
atencion centrada al paciente oncolégico (West y Barnett,

2011).

El interés de la radiogenémica radica en utilizar la informacién genética para
desarrollar modelos que permitan predecir la probabilidad de que el paciente sufra efectos
secundarios. Ademas, se considera la incorporacion de parametros dosimétricos, factores de
riesgo clinicos, comorbilidades y otros factores del paciente para mejorar significativamente
la precision predictiva de tales modelos (Kerns y col, 2014a; Barnett y col, 2015). El
desarrollo de un perfil de riesgo genético, podria por lo tanto, estratificar a los pacientes en
subgrupos con diferentes probabilidades de desarrollar toxicidad. Esto permitiria la
prescripcidn de dosis individualizada, aumentar la supervivencia y disminuir la morbilidad
asociada con el cancer (AGIR, 2013). Los individuos con alto riesgo de desarrollar toxicidad
en el tejido normal, podran experimentar mejores resultados si se aplican tratamientos
especificos de RT, aunque el uso de cirugia o quimioterapia, podrian ser mas apropiados para
estos pacientes. Para la mayoria de las personas que tengan un bajo riesgo de toxicidad, se
podran aplicar protocolos de escalada de dosis con el objetivo de mejorar las tasas de
curacion sin incrementar la toxicidad (Kerns y col., 2014a).

Se espera que en los proximos afios se obtenga una prueba de radiosensibilidad
adecuada para el uso clinico de rutina. En términos de genética, existe la necesidad de
identificar variantes genéticas que estén inequivocamente asociadas con diferencias en la
radiotoxicidad, incluso si su tamafio de efecto individual es pequefio. Por consiguiente, la
implementacién de un enfoque mas amplio como el de GWAS o la secuenciacién exémica,
permitird el hallazgo de nuevos genes y vias, que no solo podran ser incluidos en estos
modelos, sino que conduciran a nuevas hip6tesis con respecto a la biologia de la respuesta a
la radiacién (Kerns y col., 2014b).

Finalmente, la radiogendmica es un area de investigacion emergente y en desarrollo, y
enfrenta muchos desafios que rodean la recopilacién de cohortes suficientemente grandes
con un registro detallado de toxicidad e informacién sobre factores de riesgo no genéticos
que no se registran de manera rutinaria (West y Barnett, 2011). Asi, el establecimiento de
consorcios internacionales cumple un papel fundamental en el area, puesto que podria
proporcionar una via para el abordaje de tales necesidades, normalizando la recopilacién de

datos y realizando estudios de replicacion.
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VI. CONCLUSIONES

Este trabajo ha sido uno de los primeros realizados en el marco de la radiogen6mica en
pacientes con cancer de mama de la Argentina. A partir de los hallazgos obtenidos, se

resumen las siguientes conclusiones:

9] La radiosensibilidad individual es un rasgo complejo, de herencia multifactorial y
poligénica, en el cual intervienen tanto factores genéticos como ambientales. Esta aseveraciéon

ha sido confirmada empiricamente en este trabajo.

™ En la poblacién de pacientes analizada, un alto porcentaje de mujeres manifestd
radiodermitis durante el tratamiento de RT (75,4%). Se observ6 una mayor incidencia de
pacientes con radiodermitis moderada de grados 1y 2 (64,1%), mientras que el porcentaje

de pacientes con radiodermitis severa de grados 3 y 4, fue menor (11,3%).

™ La evaluacidn de los SNPs de los genes de estrés oxidativo GSTP1, SOD2, NOS3 y
GSTA1 en esta poblacidn, no se han podido corroborar como marcadores del desarrollo de
efectos agudos consecuentes a la RT. No obstante, un hallazgo significativo, permite sugerir la
implicancia del SNP G894T del gen NOS3 en los mecanismos de toxicidad aguda inducida por

tratamientos radiantes, bajo la influencia de la quimioterapia.

™ Por otra parte, considerando las vias de respuesta al dafo del ADN, el polimorfismo
T72P del gen TP53 podria estar involucrado en una disminucién del riesgo de desarrollar
dermitis radioinducida durante la RT, aunque se necesitan mayores estudios clinicos para

confirmar dicha asociacién.

™ Con respecto a los polimorfismos R194W y R399Q de XRCC1 no se pudo corrobar su
relacién con el rasgo estudiado. Asimismo, el SNP G1853A de ATM a pesar de ser una quinasa
apical en los mecanismos de deteccion y reparacion del dafio genémico, no demostré una

asociacion significativa con el desarrollo de radiodermitis severa.

™ El andlisis de las variantes alélicas C-509T y T869C del gen TGFf-1, mostré que las
frecuencias genotipicas del polimorfismo T869C se encuentran inversamente asociadas a la
radiotoxicidad aguda en piel, presentandose como factor protector del desarrollo de
radiodermitis aguda. Las pacientes portadoras del haplotipo TG presentarian mas riesgo de

desarrollar radiodermitis que aquellas pacientes que presentan el haplotipo CA.

o5 ) En lo que respecta a los polimorfismos de TNF-a e IL6, que intervienen en el proceso

de inflamacién, no se observé asociacion entre estos y radiodermitis severa.
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o) El andlisis de los polimorfismos con MDR, revel6 que existe interaccién sinérgica
entre Ile105Val de GSTP1 y G894T de NOS3; y C69T de GSTA1 y G894T de NOS3 en relacion

al riesgo de desarrollar radiodermitis aguda.

9} Con respecto a los factores no genéticos, relacionados al paciente, se sugiere que la
edad, el Indice de masa corporal y el tamafio de la mama, juegan un rol importante en la
contribucién al desarrollo de la radiotoxicidad aguda en piel durante el tratamiento de RT.
Pacientes con una edad mayor a 59 afios presentan mayor riesgo de radiotoxicidad severa. De
manera similar, pacientes con sobrepeso y obesidad y mujeres con mamas medianas y

grandes tendrian mas riesgo que aquellas con senos pequeifios e IMC normal.

™ Finalmente, debido a que la radiosensibilidad individual es un rasgo poligénico, no se
puede descartar que existan otras mutaciones en los genes estudiados hasta el momento, en
las secuencias que los regulan, o en otros genes candidatos que estén afectando la

manifestacion de este caracter.
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ANEXO 2: Consentimiento Informado

ICEYET
Red 10 o
TERAFLA RADNLANTE
Crmitren. Inicgredes de Cneol ogis CONICET
FCY-UNLP

COMNSENTIMIENTD INFORMADD

EwALLIACIEIN GEMETICA DF LA RADICEENSIRILIDAD INDIVIDLUASL S0 POSIBLE APLICACION EN LA DPTIMIZACION
DE TRATAMIENTOS RADIOTERAPE LITICOS,

Todgs lod pevzonas Nenen umg recocitn propio onbe 5 rediofeapls denominede RADIOSENSIELIDALD
INDIWVTDLAL. Estr investigooitn infento evoluor 5 o5 posible predecir esta respaesha y O @5to manere conbribar o
un mejiar moeneyo ded frefomienta redionie, Se sobe que hay focteres pendétinas gue nos hacen mas sensihies a nos
que o ofros @ b rodieckan, Paro &f desarrofo de este proyecto, o trves de ensapas simples, se salcito sofomente,
ser pilurdarky pove und extraccidn de Sml g sangre, ue podnig ser de gren wilitad por evalror eale Bipe de
respuela. Cabe dedloar que @ifod astudios seé recliztvan df moners mdependiende o b [erapis gue & poacianie
reciiind, sén inflwyr de meneve alpuna can ka misme.

For ofre parte, s resaita, que pan Ir regiracidn del presente rabafo, eF mecesano W0 dmenn eleviodo die
aocierfes pnomdgites p aue ks dolos serdn aralizedos oo manend covjunla,

Informa ser mayor de sdad v presentar las caracteristicss guee permitician incluirms en el soudia, A,
aoephio que s8 me exiralgan Sml e sangre penférica medlarte wna puncidn endavencsa, asegurandome el uso del
raterial descartable, v realizada por un profesional idneo, Mo tendrd otras molestias quee |3 del acto de
extraccidn. Le responsabibidad de los integrantes de la investigacidn se reduce 3 concrefar aste acto en las
condicianes higiénicas y de experiencia profesional aderuada, ne rechienda pago algueno por mi colabaracidn, be
ascguran también mi anonimato, tal como lo exige Ley Macional argentinag 25335, S sigeen las normas de los
decumantss de la Coleccian de Muissstras del Estudia Clinkca y los Protocalios se Agen par la Agencia de Alimentos
¥ Medicamentos (FOA, sigla en inghds) y del Ministerio de Salud de la Replblica Argentina, Las jeringas, coma toda
& material utilizado tendrdn un nimero y nunca nombre y apellido.

los resultados de este trabajo estan en el marmo del Programa de Cooperacidn Interunmersitaria
hergamaericana intercampus de la Agencia Espafick de Conperagidn intemacional, canjuntaments con la Facubad
de Yeterinana de la Universidad Naciomal de La Plata v 12 Unssersidsd Autdnpma de Barpalona, sendo elgs los
FEspon sak |eg finales de los datas G sa pisadan enconlrar.

MAnte cualguier duda me puedo dirigir a cualguiera de los investigadores del Prayecto. Ellos contestarin las
dudas de las fines, chjetivas, el procesa de la investigacidn, la forma, el modo v o alcance de & colaboracidn en
cuanio a ml extracckin de sangre,

En base b todo @0 day mi candentimiento para sar vwluntlada de esta investigacian,

Dejo enpresa constancia que he leido con atencidn y he comprendido la informacidn precedente acerca de los
fines de la investigackin y de los alcances de mi colabaracian como waluntaria,

D uirmse g S8 [demiidad:

li | [aleH
Docurmenta do |dentidad:

Nombre v Apellido del profesional presente gue infarma:
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ANEXO 3: Distribucion de los diferentes grados de radiodermitis por semana de

tratamiento
GRADO MAXIMO
Forceniaje Forcenlaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
i] 30 24,6 24,6 24,6
1 46 ary awT 62,3
2 32 26,2 26,2 88,5
3 12 0.8 9.8 98,4
4 2 16 1.6 100,0
Total 122 100,0 100,0
SEMANA
Forceniaje Porceniaje
Frecuencia Paorcentaje valido acumulado
0 114 93,4 934 934
1 7 5.7 57 99,2
4 1 R B 1000
Total 122 100,0 1000
SEMAMNAZ
Forcentaje Porcentaje
Frecuencia Forcentaje valido acumulado
1] 106 86,9 86,9 88,9
1 15 12,3 123 99,2
2 1 8 8 1000
Total 122 100,0 100,0
SEMANAZ
Forceniaje Forceniaje
Frecuencia Porcentaje valido acumuladao
] =] 74,6 746 746
1 28 23,0 230 97,5
2 2 16 1.6 99.2
4 1 B B 100,0
Total 122 100,0 100,0
SEMANA4
Forcentaje Forcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
1] T 63,1 63,1 63,1
1 ar 30,3 30,3 934
2 4 3.3 3.3 86,7
3 3 2.5 2.5 99,2
4 1 B B 1000
Tatal 122 100,0 100,0
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SEMANAS
Forceniaje Forcenlaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulada
1] 68 55,7 55,7 55,7
1 28 23,0 23.0 ey
2 21 17,2 17,2 959
3 5 4.1 4.1 100.,0
Total 122 100,0 100,0
SEMANAG
Forcentaje Forcenta)e
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
1] 100 82,0 82,0 82,0
1 T a,7 a,7 BY.7
2 12 0.8 9.8 97,5
3 3 2,5 25 1000
Total 122 100,0 100,0
SEMANMNAT
Forceniaje Forceniaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
] 101 82 83 83
1 12 10 10 893
2 7 6 4] a8
3 2 2 2 100
Total 122 100 100
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