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mujeres candidatas para acciones de diagndstico y prevencion temprana.
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Meéxico, por un lado, confirman, que a diferencia de las mujeres anglosajonas, las mutaciones en el gen
BRCA2, también son una causa importante de cdncer hereditario en mujeres latinas; y por otro lado, nos
permiten aventurar una hipdtesis sobre el posible origen de dicha mutacién, ya que la misma también

ha sido identificada en Espaiia.

A pesar de los resultados alentadores de este estudio, se hace necesaria una investigacién con mayor
numero de participantes que sea representativo de las mujeres nicaraglienses, y con un grupo control,
para asi poder dilucidar el espectro completo de mutaciones y genes asociados al cancer de mama

hereditario en Nicaragua.
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RESUMEN

El cancer de mama (CaMa) es una enfermedad en la cual las células de la mama se
multiplican sin control, producto de un desorden multifactorial que afecta a muchas mujeres en
todo el mundo. La etiologia se asocia a factores de riesgos hormonales, reproductivos y
hereditarios. El presente estudio tiene como objetivo principal: Determinar la frecuencia de las
mutaciones genéticas asociadas al cancer de mama en mujeres nicaragiienses. El estudio fue
descriptivo de corte transversal y el universo estuvo conformado por todas las pacientes con
cancer de mama que fueron atendidas en el area de Oncologia en tres hospitales de Managua. La
muestra fue conformada por 39 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion. Las
mutaciones genéticas asociadas a cancer de mama hereditario en este estudio corresponden al
10% de la muestra (n=39), identificandose las siguientes mutaciones: 3036delACAA en BRCA2
en dos pacientes, R175H en TP53 en una paciente y ¢.2748+1G>T en PALB2 igualmente en una
paciente. El resto de las variantes fueron benignas (19), de significados inciertos (3) y no
reportadas (7). De las 39 pacientes estudiadas con cancer de mama la edad media fue de 50 afios,
un 92% de proceden del &rea urbana, el 44 % indico ser casada, un 49% completo estudio
universitario, el 72% de las pacientes refirié tener trabajo (formal/informal) y un 28% son amas
de casas. Las caracteristicas presentes en el grupo de mujeres estudiadas posiblemente asociadas
a la enfermedad son: antecedentes familiares de CaMa el 5% de la muestra, efectos hormonales y
reproductivos; menarca antes de los 12 afios 38%, nuligestas 10%, primer embarazo después de

los 30 afios de edad 8%.



GLOSARIO

Alelo: Una de dos o mas formas alternativas de un gen localizado en el sitio correspondiente
(locus) en cromosomas homaologos.

Carcinoma: término que se refiere a una neoplasia epitelial maligna.

Enfermedades monogénicas: Son enfermedades hereditarias causadas por la mutacién o
alteracion en la secuencia de ADN de un solo gen.

Hot-spot: Sitio en el ADN en el cual la frecuencia de mutacion 6 recombinacion esta aumentada.
Marco de lectura: La secuencia de tripletes de nucleo6tidos (codones) que se extiende desde un
coddn de inicio de traduccion especifico en un ARNm, hasta un codédn de parada.

Mutacion dominante: se observan en individuos heterocigotos, que han heredado un alelo
mutante y un alelo normal. La copia mutada va, a dominar sobre, o anular a la copia funcional,
esto da lugar a que el individuo esté afectado por una enfermedad genética.

Mutacién genética: mutacion molecular o puntual que alteran la secuencia de nucleétidos del
ADN, que constituye un determinado gen.

Mutacidn recesiva: es aquella en la que ambos alelos deben ser mutantes para que se observe el
fenotipo mutante; Es decir, el individuo debe ser homocigotico para que el alelo mutante muestre
el fenotipo mutante.

Mutaciones Frameshift: implican la adicion o delecién de uno o mas nucle6tidos, causando un
cambio en el marco de lectura. En consecuencia, se incorporan residuos de aminoacidos
completamente no relacionados a la proteina antes de encontrar un codén de parada.

Mutaciones misssense: cambio en una de las bases nitrogenada en el DNA de forma que el

triplete codifica para un aminoacido diferente, es decir, en esa posicion de la proteina habra un


https://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
https://es.wikipedia.org/wiki/ADN

aminoacido incorrecto, lo que puede alterar mas o menos la funcion de la proteina dependiendo
de su localizacién e importancia.

Mutaciones nonsense: mutacion sin sentido, un cambio en la base de nucledtidos conduce a la
formacion de un codén de parada, sustituyendo a un codon de aminoé&cidos, lo que lleva a la
terminacion prematura de la traduccién, generando asi una proteina truncada.

Mutaciones puntuales: implican alteracion en un solo par de bases, y pequefias deleciones
generalmente afectan directamente a la funcion de un solo gen.

Nodulo: estructura de un ganglio.

Polimorfismo: variacidn natural en un gen, secuencia de ADN, proteina o cromosoma.
Portador: Un individuo que tiene una copia Unica (heterocigoto) de una variante que causa la
enfermedad, pero que normalmente no muestra ningdn signo de esa enfermedad.

Regiones Alu: son secuencias cortas de ADN, dispersos en todo el genoma, de unos 300 pares de
bases, ricas en guanina y citosina, juegan un papel muy importante en la estabilidad genémica y en
el control epigenético de la expresion génica.

Riesgo Relativo (RR): La proporcion de la probabilidad en un grupo comparada con la
probabilidad en otro grupo. Aunque se informa menos frecuentemente en los estudios de SNP
que en las probabilidades, el RR es mas intuitivo (y generalmente mas bajo).

Senescencia celular: es el proceso iniciado como respuesta al estrés y dafio ocurrido en una
célula, y constituye una ruta alternativa de respuesta a la muerte celular programada.

Splicing: es un proceso post-transcripcional que remueve intrones, que no codifican
informacidn, y une exones, que, si codifican, generando asi un RNA maduro y listo para ser

transcrito.


https://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%A9s
https://es.wikipedia.org/wiki/Apoptosis

ACRONIMOS

CaMa: Céncer de mama

BRCAZ1: Gen 1 de cancer de mama

BRCAZ2: Gen 2 de cancer de mama

PALB2: Partner and Localizer de BRCA2
RAD51: ADN recombinasa

CLIS: Carcinoma lobular in situ

CDIS: Carcinoma ductal in situ

CDI: Carcinoma ductal infiltrante

TNBC: Cancer de mama triple negativo

RE: Receptor Estrogénico

PR: Receptor de Progesterona

HER2: Receptor Epidérmico Humano 2
BASC: BRCALl-asociado

SNPs: Polimorfismos de un Unico nucleétido
DBDs: dominio de rotura de doble hebra
NLS: Sefial de Localizacion Nuclear
HBOC: Cancer de mama y Ovario Hereditario
LFS: Sindrome Li-Fraumeni

PGM: Maquina Genomica Personal



TMAP: Software de Gestion de Pruebas.

ASCO: Sociedad Americana de Oncologia Clinica

MOVICANCER: Fundacién no gubernamental de Nicaragua

NCBI: Centro Nacional de informacion Biotecnoldgica

ClinVar: Base de datos de archivos en NCBI

LOVD: Base de Datos Leiden Open Variation

ENIGMA: Red basada en evidencias para la interpretacion de alelos mutantes de lineas germinales.
ACMG: Colegio Americano de Genética Médica y Genémica

GeneDx: Equipo de Diagndstico genético

ALIGN-GVGD:Pprograma libre en la web para alineamiento de secuencias de ADN
EDTA: Acido EtilendiaminoTetraacético

QIAGEN: Proveedor de tecnologias, muestras y ensayos para diagnéstico molecular

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
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I. INTRODUCCION

El CaMa es la enfermedad maligna y la causa de muerte por cancer mas frecuente en mujeres
en todo el mundo. (Larsen, Thomassen, Gerdes & Kruse, 2014). La incidencia de este cancer en
América Latina es menor que en paises mas desarrollados, mientras que la tasa de mortalidad es
mas alta. Estas diferencias probablemente estan relacionadas con las diferentes estrategias de
tamizaje y el acceso al tratamiento. (Rizo, Gasca, Molina, & Diaz, 2012), (Fuentes, Salamanca,
& Gallo, 2013) y (Cazap et. al., 2008).

La etiologia del CaMa se asocia a factores genéticos y no genéticos (esporadicos). (Nickels et.
al., 2013) y (Vidal, 2008). Estos factores son investigados en diferentes paises del mundo con el
propdsito de modificar aquellos que permitan disminuir el riesgo a desarrollar CaMa, como;
obesidad, actividad fisica, terapia hormonal, uso moderado del alcohol y cigarrillos. (Howell et
al., 2014).

Los casos de CaMa esporadicos, tienen una frecuencia estimada del 90 a 95% y los genéticos
desde un 5 a 10%. (Fuentes, Salamanca, & Gallo, 2013) y (Smith & Isaacs., 2011). Los casos
esporadicos se desarrollan a partir de mutaciones en células somaticas y no hay riesgo de
transmitir este gen a los hijos. (Margarit, 2008). Los casos de CaMa genéticos aparecen cuando la
mutacion ocurre en células germinales y se transmiten dentro de una familia, de una generacion a
la siguiente. (ASCO, 2015) Una mutacion genética ocasiona un cambio permanente en la
secuencia de nucledtidos de un determinado gen. (Richards et., al 2015) Estas pueden ser de tipo
missenses, nonsense y frameshift. Las mutaciones missense y nonsense son aquellas en las que

hay sustitucion de una sola base nitrogenada en un punto del ADN de un determinado gen. Las


http://www.cancer.net/es/tipos-de-c%C3%A1ncer/c%C3%A1ncer-de-mama/factores-de-riesgo

mutaciones de tipo frameshift implican la adicién o delecion de uno o més nucledtidos,
ocasionando desplazamiento en el marco de lectura, en consecuencia, se sintetizara una proteina

estructuralmente diferente.

Los genes conocidos hasta la fecha, por estar asociados con una predisposicion hereditaria al
CaMa se han clasificado segun su funcién; genes de alta penetrancia, estos son supresores de
tumores encargados de mantener la estabilidad genomica de la célula, genes de modera
penetrancia que participan en la reparacion del ADN dafiado, mediante recombinacién homdéloga
y los de baja penetrancia que son coayudadores o participan indirectamente en el proceso de
reparacion del dafio al ADN. (Marcke, Leenerc, Berliéred, Vikkulab, & Duhouxa, 2016) (Anexo

1: Tablas 1y 2)

Una mutacion en la linea germinal de genes de alta penetrancia BRCAl y BRCAZ2,
constituyen la principal causa de riego a CaMa hereditario. (Mavaddat, Antoniou, Easton &

Garcia., 2010), (Fatemeh & Parvin, 2013) y (Robson & Offit, 2007)

Los tipos de mutaciones mas frecuentes e importantes en estos genes son delaciones e
inserciones, tales como: 185delAG, 5382insC, 2594delC, 3829delT, 1675delA y 5531delT en
BRCAL1 y 6601delA, 1538del4, 6174delT, 6714del4 y 999del5 en BRCA2. (Dutil et al., 2015) y
(Fatemeh & Parvin, 2013). Los tamizajes en BRCAL, BRCA2 y otros genes para evaluar
pacientes que potencialmente puedan tener CaMa de origen hereditario, son comunes en paises

desarrollados, pero es raro en la mayoria de los paises de América Latina.



II. ANTECEDENTES

Entre 1994 y agosto del 2015, 33 publicaciones informaron variantes en los genes BRCAL y
BRCA 2, en poblaciones de 13 paises de Centroamérica, Suramérica, el Caribe, y poblaciones
Hispanas / Latinas de los EE.UU. Tomados en conjunto estos estudios, se han analizado un total
de 4,835 individuos e identificado 167 variantes patogénicas diferentes. (Anexo 2, tablas 3, 4,5y

6)

Las variantes mas comunmente reportadas en estos estudios se encuentran en el gen BRCAL:
correspondiente a la mutacion 185delAG la que ha sido reportada como mutacion fundadora en
chilenas e hispanas/US. (Marchena et. al., 2010) También fue reportada en estudios realizados en
México y Bahamas como mutacion recurrente. (Ashton & Regla, 2014) La delecion del exon 9-12
ha sido encontrada como mutacion fundadora en mexicanas (Weitzel et al., 2013), hispanas/US, y
colombianas (Villarreal et al., 2014), (Dutil et al., (2015) y (Marchena et. Al., 2010), asi mismo
Colombia reportd otra mutacion fundadora en este mismo gen la 3450del4, que también ha sido
encontrada en pacientes con CaMa y ovario en Brasil y Chile. (Ashton & Regla, 2014) y (Sanchez,
Fernandez & Carvallo, 2011). La variante patogénica 5382insC se ha reportado como mutacion
fundadora en Brasil, pero no se ha observado en ninguna otra parte de América del Sur con la
excepcion de una comunidad Ashkenazi en Argentina. En las Bahamas la variante 943ins10 se

reporté como mutacion fundadora entre las mujeres estudiadas.

Con respecto a las variantes encontradas en el gen BRCA2 en Colombia, Venezuela y Argentina

reportaron una mutacion recurrente, la 3036delACAA. (Ashton, & Regla, 2014), (Lara, Consigliere,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanchez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21327469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faundez%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21327469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvallo%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21327469

Pérez & Porco, 2012) y (Solano et al., 2012). Esta misma mutacion fue vista en un estudio realizado

en México. (Torres et al., 2015)

Esta variante patogénica es considerada propia de mujeres latinas, sin embargo, se necesitan
realizar mas estudios para confirmar esta teoria. Otra mutacion identificada en este gen es la
6174del4 reportada por Costa Rica y Argentina. (Jiménez, Gutiérrez, & Narod, 2012) y (Dutil et al.,

2015)

Estos estudios han puesto de manifiesto la variabilidad genética de algunos paises latinos en
cuanto a CaMa, también se ha demostrado que existen mutaciones fundadoras propias de cada pais,
asi como compartidas entre estos. Ademas, se ha observado que, en la mayoria de las poblaciones,
las variantes en BRCA1 son mas frecuentes que BRCA2, pero se observé gque en Costa Rica, Cuba
y Puerto Rico mas del 80% de las participantes en estos estudios portaban una variante patdgena en
este gen. Estos datos apoyan la idea de que, aunque la mayoria de las poblaciones hispanas son el
resultado de una mezcla entre europeos, africanos y amerindios, la proporcién relativa de cada
componente genético varia a lo largo de las poblaciones hispanas, por lo que es necesario identificar

las variantes caracteristicas de cada poblacion para generar perfiles de mutacion.

En Nicaragua se han realizado estudios sobre la clinica del cancer de mama, pero no se
encontrd registros de estudios sobre mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 u otros genes

relacionados.



I1I. JUSTIFICACION

Hasta la fecha, el conocimiento de los genes de susceptibilidad al CaMa, en particular a los
genes BRCA1 y BRCAZ2 de alta penetrancia, ha permanecido limitado a Europa, Norteamérica y
Australia, mientras que la frecuencia y tipos de mutaciones consideradas como de alto riesgo en

muchos paises latinoamericanos como el nuestro, permanecen inexploradas.

Diversos estudios han revelado que mujeres portadoras de mutaciones en BRCA1 o BRCA2,
tienen un riesgo estimado entre el 60% Yy el 85% respectivamente a desarrollar CaMa durante su

vida.

Por tal razdn, este estudio pretende analizar siete genes para determinar la frecuencia y tipos
de mutaciones en los genes BRCAL, BRCA2, PALB2, TP53, PTEN, CHK2 y CDH1, en
pacientes diagnosticadas histopatol6gicamente con CaMa, asi como conocer las caracteristicas
sociodemogréficas y factores de riesgo presentes en esta muestra poblacional. Por lo tanto, este
estudio pretende; identificar mutaciones asociadas a cancer de mama hereditario, siendo Gtil para
prediccion de riesgo en familias con susceptibilidad genética, lo que eventualmente permitira la

toma de medidas preventivas y terapéuticas en etapas mas tempranas.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

“En Nicaragua el CaMa es la segunda causa de muerte en mujeres entre 40 y 44 afios de edad,
con una tasa de letalidad de 23 de cada 100 mujeres diagnosticadas con esta neoplasia”
(Movicancer, 2017). La tasa de morbilidad reportada es, una de cada 8 mujeres nicaraglienses
padecera la enfermedad en algin momento de su vida y la tasa de mortalidad registrada por la

OPS hasta el 2014 es, por cada 2.5 casos huevos de CaMa, se produce una muerte.

En Nicaragua como en otros paises de América Latina subdesarrollados, la mayoria de las
pacientes con este tipo de cancer son diagnosticadas en estadios avanzados de la enfermedad, por
ejemplo; en México y Brasil sélo el 10% y el 20% respectivamente de los casos son
diagnosticados en estadios 0 y I, y méas del 50% en Ill y IV (Rizo, Herndndez, Molina y Diaz,
2012). Esto en contraste con lo que ocurre en Estados Unidos de América, donde el 60% de los
casos son diagnosticadas en estadios 0 y I. EI CaMa es responsable de discapacidad en miles de
mujeres nicaragiienses, discapacidad que deja secuelas graves en sus vidas y en las de sus
familias, pues en el peor de los casos, miles de nifios y nifias quedan en la orfandad, cuyo

desarrollo puede verse truncado.

Por tales razones se planted la siguiente interrogante:

¢Cual es la frecuencia de mutaciones genéticas que estan asociadas al CaMa en mujeres que

acuden al servicio de Oncologia de los hospitales Berta Calder6n, Solidaridad y Roberto

Huembés, Managua-Nicaragua, Mayo-Octubre, del 2015.



4.1 Preguntas de sistematizacion:

e Cuales son las mutaciones identificadas asociadas al cancer de mama?
e ;Qué caracteristicas sociodemograficas presentan las pacientes en estudio?
e ;Qué aspectos personales y familiares de las mujeres en estudio estan relacionadas con la

enfermedad?



V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de mutaciones genéticas asociadas al cancer de mama hereditario en
mujeres que acuden al servicio de Oncologia en los hospitales Bertha Calderén, Solidaridad y

Roberto Huembés, Managua-Nicaragua, en el periodo, Mayo - Octubre, 2015.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e ldentificar las mutaciones asociadas al cancer de mama hereditario a través de pruebas

genéticas moleculares.

e Conocer las caracteristicas sociodemogréaficas de las pacientes en estudio.

e Valorar aspectos personales y familiares de las mujeres en estudios relacionadas con la

enfermedad.



VI. MARCO CONCEPTUAL

6.1 Glandula mamaria

La glandula mamaria es un conglomerado de un variado nimero de glandulas independientes,
que incluye las estructuras de los ductos, I6bulos y alvéolos, junto con el tejido conectivo, el

tejido graso, el sistema sanguineo, los nervios, y el sistema linfatico. (Lacted, 2006)

Figura 1. Glandula mamaria, (Flores, S., 2014)

Las mamas estan irrigadas por las arterias mamarias interna y externa. La linfa desemboca
sobre todo en los ganglios linfaticos pectorales, axilar y subclavicular, aunque a veces porciones
internas también estan drenadas por los ganglios mamarios internos. Después de la pubertad, la
mama femenina esta formada por unos elementos glandulares y ductales dentro de un armazon

compuesto por cantidades variables de tejido fibroso y adiposo. A su vez, los elementos



glandulares o I6bulos estdn formados por pequefios conductos secretores y &cinos, que
constituyen las unidades terminales de un sistema ductal que se ramifica en forma de
subdivisiones a partir de los conductos galactoforos principales, en el pezon desembocan

aproximadamente entre 20 a 25 de estos conductos. (Tijerina, 2008)

6.1.1 Estructura de glandula mamaria

La glandula mamaria esta formada por tres tipos de tejidos: glandular de tipo tubulo-alveolar,
conjuntivo que conecta los lébulos, y adiposo que ocupa los espacios interlobulares. (Figura 1)
El tejido celular subcutaneo rodea la glandula sin que exista una capsula claramente definida,
desde éste se dirigen hacia el interior numerosos tabiques de tejido conectivo. (Gonzélez &
Ugalde, 2012)

La estructura de la glandula mamaria varia con la edad y es influenciada por el embarazo y la
lactancia. Antes de la pubertad, la mama posee unos pocos conductos rudimentarios cubiertos en
su interior epitelio plano y envuelto en tejido conectivo. Después de la pubertad, debido a la
influencia de las hormonas ovaricas, especialmente los estrégenos, los conductos se comienzan a
ramificar y en sus extremos se forman pequefias masas sélidas, esféricas, de células poliédricas,

que constituiran los alveolos. (Pulgarin, 2011)

Durante el estado de reposo, el epitelio glandular esta separado del estroma vascularizado
vecino por una fina zona de fibroblastos, a través de los cuales no penetran vasos. Esta union
epitelio-estromal, posiblemente, ejerce un control sobre el paso de sustancias a las células

secretoras. Los alveolos activos solo aparecen durante el embarazo, periodo en el cual, los
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conductos se ramifican y en su parte terminal se forma un lumen que aumenta de tamafio a

medida que se va cargando de secrecion. (Pulgarin, 2011)

6.2 Patologia benigna de la mama

Las lesiones de la mama constituyen un amplio grupo de enfermedades con caracteristicas
clinicas, diagnoésticas y de tratamiento propias. El riesgo de CaMa subsecuente a una lesion

benigna esta asociado a la categoria histolégica en la que se clasifica la misma.

6.2.1 Clasificacion de las lesiones benignas de las mamas

Actualmente se utiliza la clasificacion de Dupont y Page para lesiones benignas, de manera
que las lesiones que parecen no estar asociadas con incremento del riesgo de CaMa se
denominan no proliferativas y las otras categorias con asociacion de riesgo de CaMa subsecuente

son definidas como lesiones proliferativas. (Cuadro 1)

Las pacientes con lesiones no proliferativas el riesgo de desarrollar CaMa es el mismo a
pacientes de la misma edad que no padecen ninguna alteracién; las que tienen lesiones
proliferativas sin atipias presentan un riesgo relativo de 1.5 a 2, y por Gltimo, las pacientes con
diagnostico histologico de lesion proliferativa con atipias presentan una elevacién del riesgo de

CaMa de 4-5 veces.
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Cambios no proliferativos
Adenosis
Quiste y metaplasia apocrina

Ectasia ductal
Hiperplasia epitelial leve del tipo usual

Enfermedad proliferativa sin atipias
Hiperplasia moderada
Papiloma
Adenosis esclerosante

Enfermedad proliferativa con atipia

Hiperplasia ductal atipica
Hiperplasia lobulillar atipica

Cuadro 1: Clasificacion de las lesiones benignas de la mama. (Moreno, 2013)

6.3 Cancer de mama

ElI CaMa es una enfermedad heterogénea y tiene multiples subtipos histoldgicos vy
moleculares, probablemente con diferentes etiologias. (Siddig et al., 2012). Esta enfermedad
ocurre casi exclusivamente en las mujeres, pero los hombres también la pueden padecer. Las
etapas iniciales se presentan de manera subclinica en la mayoria de los casos, es decir que
solamente es detectable por estudios de imagen (mastografia, ultrasonido y resonancia
magnética), en menor proporcion por clinica (tumores palpables); sin embargo, otra forma de
presentacion comun es como un tumor no doloroso que hasta en 30% se asocia a adenopatias

axilares. (SEOM, 2011)
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6.3.1 Clasificacion del cancer de mama
De acuerdo a la Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), existen dos

tipos histoldgicos de cancer de mama:

Carcinoma ductal (el més frecuente, representando hasta el 85% de los canceres infiltrantes
de mama) el cual comienza en los ductos que llevan leche desde la mama hasta el pezon vy el
carcinoma lobulillar que comienza en los lobulillos que producen la leche materna, su incidencia

es mucho menor al 10%. (Guzmén et al., 2012)

Segln su comportamiento este a su vez se subclasifica en:

El carcinoma ductal in situ (CDIS) es un pre cancer de mama invasivo con el potencial de
transformarse en un tumor invasivo en un periodo de tiempo que podria variar entre unos pocos
afios o décadas. Se caracteriza por células epiteliales malignas dentro de los conductos lacteos de
la mama. (Alvarez et al., 2014).

El carcinoma ductal infiltrante (CDI) es la forma invasiva del carcinoma ductal, es la forma
mas frecuente de cancer de mama (70-85%), tiene su origen en las células del epitelio ductal, las
cuales, atraviesan la capa basal e invaden los tejidos que rodean al ducto. La mayoria (80%) no

se manifiestan clinicamente, y se diagnostican mediante mamografia. (Alvarez et al., 2014).

El carcinoma lobular in situ (CLIS) deriva de las células del 16bulo o lobulillo de la mama,
representan el 1-2% de todos los canceres de seno. Tanto la importancia y el tratamiento siguen
siendo ampliamente debatidos, asi como las posibles similitudes con carcinoma ductal in situ.

(Cutuli et al., 2015).
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El carcinoma lobulillar infiltrante es un carcinoma con origen en los acinos glandulares, el
crecimiento celular rompe la membrana basal e infiltra los tejidos adyacentes. Este tipo de cancer

representa aproximadamente el 5%.

Los carcinomas se pueden clasificar en cuatro subtipos basados en su expresion génica:

Luminal Ay B, HER2-positivo y basal. (Arrechea et al., 2011)

Los carcinomas de mama de tipo luminal A y B son los subtipos con mejor prondstico y se
caracterizan por expresar el gen RE. El carcinoma de mama HER2-positivo muestra expresion
aumentada de este gen y genes asociados a la oncoproteinac-erbB-2 y suele asociarse a otros

marcadores de mal prondstico, aungque muestran una mejor respuesta a la quimioterapia.

El subtipo basal se caracteriza por la sobreexpresion de citoqueratinas caracteristicas de la
capa basal y la expresion de genes relacionados con la proliferacion celular, también se
caracterizan por carecer de expresion de ER, PR y de HERZ2, por lo que le conoce como triple
negativo (TN), asociado a la mutacién en el gen BRCAL presentando un comportamiento mas
agresivo y de alto grado histoldgico. La proporcion de canceres asociados a mutaciones BRCAL,
que son negativos para los receptores de estrogenos, es inversamente proporcional a la edad de la
paciente; esto quiere decir que a medida que el cancer se diagnostica de forma mas temprana, es

maés probable que los receptores estrogénicos resulten negativos. (Ornelas & Pérez, 2013).
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6. 3.2 Estadios del cancer de mama

La determinacion del estadio o etapa clinica del CaMa una vez confirmado el diagndstico,
refleja queé tan avanzada estd la enfermedad, permite tomar decisiones en torno al mejor
tratamiento y ayuda a estimar el prondstico del paciente. (Cuadro 2) Para determinar el estadio se
evalla el tamafio del tumor primario, el involucro de los ganglios linfaticos de la region y la

presencia de metéstasis en otros érganos. Entre mas tempranamente se detecte el CaMa, hay

mayores probabilidades de supervivencia.

ESTADIO

0

A

1B

1A

1B

Ic

DESCRIPCION

Carcinoma in situ. No se involucran ganglios linfaticos ni hay
metastasis a otros 6rganos.

Carcinoma invasor. El tumor primario mide 2 cm o menos y el cancer
no ha involucrado a los ganglios linfaticos ni hay metastasis.

Carcinoma invasivo menor a 2 cm con afectacion de ganglios
linfaticos axilares, o un tumor de entre 2 y 5 cm sin afectacion
de ganglios linfaticos. No hay metéastasis.

Tumores primarios de entre 2 y 5 cm con afectacion de ganglios
linfaticos axilares, y tumores mayores de 5 cm sin involucro de
ganglios linfaticos. No hay metéastasis.

Tumores primarios de cualquier tamafio que no involucran ni a la piel
ni a la pared toracica, pero que se acompafian de afectacion
importante de los ganglios linfaticos axilares o de los ganglios
mamarios. No hay metastasis.

El tumor primario esta infiltrando la piel o la pared toracica y puede o
no acompanfiarse de involucro ganglionar. No hay metastasis.

No importa el tamarfio del tumor primario. En este estadio se clasifican
los casos en que haya afectacion de ganglios linfaticos

supraclaviculares. No hay metéastasis.
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v El cancer ha invadido otros ¢rganos del cuerpo, es decir, hay
metastasis. Los lugares en donde el cancer de mama hace
metastasis mas frecuentemente son hueso, pulmén, higado y

cerebro.

Cuadro 2: Estadios del cancer de mama, (Cimab, 2014)

6.4 Cancer de mama hereditario

Aunque la mayoria de los canceres de mama son esporadicos, los avances de los estudios
genéticos han demostrado la base hereditaria para un subgrupo de formas de cancer. EI CaMa
hereditario representa el 5-10% de todos los casos y se caracteriza por aparicion temprana, la

gravedad de la enfermedad y la bilateralidad. (Marchina et al.,2010)

Ruiz (2001) afirma: “Cuando una mujer que tiene un familiar de primer grado (madre, hermana,
hija) que desarrollo cancer de mama antes de los 40 afios, su riesgo de desarrollar el

padecimiento es tres veces mayor que el de la poblacion general” (p.5).

Existe controversia en cuanto al riesgo para los familiares de segundo y tercer grado, ya que
mientras algunos estudios les asignan el mismo riesgo que para la poblacion general, otros

autores refieren un riesgo relativo de 1.8 y de 1.4 respectivamente. Bibliografia

En los casos que no son hereditarios en los que dos o mas familiares han presentado CaMa, se
piensa que algunos factores ambientales a los que la familia estd expuesta subyacen a la
enfermedad. Tales factores incluyen la exposicion a carcindgenos en un area geogréafica
determinada, factores étnicos y culturales que afectan el estilo y las costumbres de vida (ej. Edad

del primer embarazo), uso de anticonceptivos orales y el nivel socioeconomico.
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Actualmente se han identificado genes de alta penetrancia al CaMa hereditario; los genes
BRCA1, BRCA2, Tp53, PTEN, STK11l y CDH1; genes con moderada penetrancia: ATM,
CHEK2, PALB2, BAED1, BRIP1, MRE117, NBN, RAD50, RAD51D y ABRAXAS. También
existen otros genes reportados de baja penetrancia, responsables del incremento en la
susceptibilidad al CaMa en familias en las cuales existe agregacion familiar. (Nasim, Antoniou,

& Garcia, 2010) y (Dutil et al., 2015)

6.4.1 Genes BRCAly BRCAZ2

Son genes supresores de tumores que codifican para proteinas que ayudan a reparar el ADN
dafado, teniendo la responsabilidad de mantener la estabilidad del material genético de las
células. Defectos en estos genes puede resultar en una proteina con mal funcionamiento
provocando que no puedan reparar eficientemente el dafio celular, proliferando las células

genéticamente alteradas dando origen al cancer. (Kwong, Vivian, &Shin, 2016)

El gen BRCAL1 se localiza en el cromosoma 17921, comprendido de 80 kb distribuido en 24
exones, que codifica para una proteina de 1,863 aminodacidos. EI gen BRCAZ2 esté localizado en
locus 13912.2, comprende 10.4 kb organizado en 27 exones, y codifica para una proteina de 3,
418 aminoacidos. El exdn mas grande en ambos genes es el exén 11 (en BRCAL) que alberga las
mutaciones mas importantes y frecuentes en pacientes con CaMa. Wooster (citado por Lara,

2012). y (Fatemeh & Parvin, 2013). Figura 2.
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BRCAI]
ATG B5delAG 35insA  1475delA  317lias5S  4153delA 5382iasC  TGA

BRCA2

Figura 2: Genes BRCA1 y BRCAZ2, (Osorio, C., 2004)

La herencia de mutaciones en los genes BRCA 1y 2 es autosémica dominante. Sin embargo,
el CaMa hereditario posee excepciones a este patron, ya que se ha demostrado que no poseen
penetrancia completa, es decir que un individuo portador no tiene el 100% de posibilidades de
desarrollar la enfermedad. Esto se explica porque el comportamiento celular de la mutacion es
como la de los genes recesivos, es decir se requiere de la perdida de la copia normal para
expresar el fenotipo maligno. Por lo tanto, lo que se hereda es la alta predisposicion a desarrollar

este cancer a lo largo de la vida. (Millan, 2008) y (Margarit, 2008).

6.4.1.1 BRCA1

Estructuralmente, BRCA1 es una fosfoproteina nuclear de 220 kDa, en donde la region amino
terminal contiene dominios proteicos tipo RING, que posee la capacidad para interactuar
fisicamente con otras proteinas. La region acidica carboxilo terminal se caracteriza por contener

dominios de co-activacion transcripcional y donde se ha demostrado que BRCAL es capaz de
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unirse a proteinas que forman parte de la maquinaria basal de transcripcion como la ARN

polimerasa Il y la Helicasa A (Vidal, 2008). Figura 3

Coiled-Coil
domain
e BRCAZ Ett’l':m
e PALED BACH1
BARD1 Rb Radsi B, e B
. 1BE3AA
RING || [ SCD | BRCT BRCT
NES NLS P PPPP =2
(81-99) (503-508) I
E3 Ubiquitin (607-614) Phospho-protsi
ligase ATM Targets =
EXON 11 128 13

Figura 3: Dominios de la proteina BRCA1 y de las interacciones que establece con proteinas

relevantes. (Clark et al., 2012)

Los portadores de mutaciones BRCAL tienden a tener; cancer de mama triple negativo
(TNBC), histopatologia medular, mutaciones somaticas en el gen TP53, grado histolégico mas
alto y presente a una edad mas joven en comparacion con mujeres con CaMa esporadico.

(Kwong et al., 2016)

6.4.1.2 Funcion del BRCA1

La proteina BRCAL juega un papel fundamental en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica de la célula, y tambien actia como un supresor de tumor. Esta se combina con otros
supresores de tumor, sensores de dafio del ADN, y transductores de sefial para formar un
complejo de proteinas multisubunidades grande conocida como el complejo de vigilancia

gendémica BRCA1l-asociado (BASC). (NCBI, 2015). (Figura 4)
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Figura 4: Esquema de la funcion del gen BRCAL. (Welcsh, Owens, & Claire, 2000)

Este producto de proteinas asociadas con la ARN polimerasa Il, y a través del dominio C-
terminal, también interactia con los complejos de histona desacetilasa. Por tanto, esta proteina
ejerce su funcion en la transcripcion, en la reparacion de roturas de doble cadena del ADN por

recombinacion homologa (NCBI, 2015).

6.4.1.3 Espectro mutacional del gen BRCAL

Desde el aislamiento del gen BRCAL, se han descrito mas de 1,600 variantes en la secuencia,
(incluyendo mutaciones, polimorfismos y variantes de significado incierto). Inicialmente ocho

mutaciones fueron asociadas a la enfermedad, hoy en dia la lista ha incrementado.

20



La mayor parte de estas variaciones incluyen mutaciones por desplazamiento en el marco de
lectura (insercion/delecion), sin embargo, existen un gran nimero de mutaciones tipo “missense”
que son responsables de un mal funcionamiento de la proteina. Se han reportado también
diversas deleciones intronicas como fuente de mutacion en BRCAL. Este tipo de mutaciones
tienen una alta frecuencia debido a la presencia de diversas regiones Alu, lo cual facilita una alta

frecuencia de inter-recombinacion. (Vidal, 2008) (Cuadro 3)

Cambio en la SNPs Exon Sig. Tipo de
proteina Clinico polimorfismo
Al1708E 5242C>A 18 Patogénica Missense
5382insC 20 Patogénica insercion
185delAG 2 Patogénica delecion
No clasificado
S1040N 3238G>A 11 Benigna
S1613G 4956A>G 11 Benigna Missense
E1038G 3232 A>G 11 Benigna Missense
P871L 2731C>T 10 Benigna Missense

Cuadro 3: SNPs mas frecuentes en el gen BRCAL. (Fatemeh & Parvin, 2013) y (ClinVar, 2017)

6.4.1.4 BRCA2
Este gen fue encontrado un afio después que BRCA1. Al igual que el BRCAL, tiene un exén
11 muy largo y el sitio de traduccion inicia en el exon 2. BRCAZ2 ejecuta sus funciones basicas a

través de su interaccion con varias proteinas las cuales se unen a diferentes dominios funcionales
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de BRCA2. Una de estas proteinas es PALB2, que se une al dominio transcripcional N-terminal

y es necesaria para la correcta localizacion de la lesion. (Hartford et al., 2016). Figura 5

BRCA2 (3418aa)
Helical OB
BRCTs domain folds TR2

N N e
OMCDEDND RADSD

N-

Figura 5: Dominios funcionales de BRCAZ2. (Vidal, S., 2008)

Se ha demostrado que los segmentos de BRCA2 que son alterados contienen el dominio de
rotura de doble hebra (DBD), la sefial de localizacion nuclear (NLS) y el sitio de unién de Rad-

51 que son criticos para la funcién BRCA2.

6.4.1.5 Funcion del BRCA2

Esta proteina interactia con BRCAL y RAD51, involucrandose en los mecanismos basicos de
reparacion. Es decir, estd involucrada en los procesos para mantenimiento de la integridad
genomica (NCBI, 2015). Figura 6

BRCA2 recluta a RAD51 (ADN recombinasa) al sitio DSBs, que media la reparacion
mediante recombinacion homéloga. Durante el estrés de replicacion, BRCA2 protege la hebra de
ADN naciente en las horquillas de replicacidon, bloqueadas para evitar que estas colapsen,

permitiendo su recuperacion. (Hartford et al., 2016)
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Figura 6: Esquema de la funcién del gen BRCA2, (Venkitaraman, A., 2001)

6.4.1.6 Espectro mutacional del gen BRCA2

El espectro mutacional del gen BRCA2 cada vez es mejor conocido; se han descrito mas de
300 mutaciones. Estas se expanden a lo largo de la secuencia codificante, principalmente en el
exon 10 y 11. La mayoria producen proteinas truncadas, principalmente debido a inserciones y
deleciones, también se han encontrado mutaciones que producen codones de terminacién
prematuros, variantes de corte y empalme y cambios de un aminoacido por otro (SNPs) Ford

(citado por Ruiz, 2001). (Cuadro 4)

Cambio en la SNPs Exon Sig. Tipo de
proteina Clinico polimorfismo
6174delT 11 Patogénica Delecién
999del5 9 Patogénica Delecién
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9254del5 23 Patogénica Deleciéon

3036del4 11 Patogénica Delecion
K3083E 9475A>G 11 Incierto Missense
N372H 1342 A>C 10 Benigna Missense

Cuadro 4: SNPs més frecuentes en el gen BRCA2, (Fatemeh & Parvin., 2013)

Portadoras de mutacion BRCA2 tienen un mayor riesgo de HBOC, también estan en riesgo de

otros canceres como los canceres pancreaticos, gastricos, laringeos y de prdstata.

6.4.2 Otros genes: otras mutaciones genéticas podrian también conducir a CaMa hereditarios.

Estas mutaciones se presentan con menos frecuencia y la mayoria no aumenta el riesgo de

padecer cancer de mama tanto como los genes BRCA 1y 2.

6.4.2.1 ATM: la proteina ATM ayuda normalmente a reparar roturas de doble cadena del ADN y
regulacion del ciclo celular. Heredar dos copias anormales de este gen causa la enfermedad
ataxia-telangiectasia. Por otro lado, heredar mutaciones heterocigotos de este gen ha sido
asociado a una alta tasa de cancer de mama en algunas familias. El polimorfismo D1853N en el
exon 36 del gen ATM es significativamente mas frecuente en los pacientes con CaMa en

comparacion con los grupos de control externo e interno. (Fatemeh & Parvin., 2013).

6.4.2.2 TP53: es un gen supresor tumoral que codifica la proteina p53 (factor de transcripcion) la

cual ejerce mdaltiples funciones antiproliferativas. Es una proteina ubicua implicada en la
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preservacion del genoma intacto, ya que regula el ciclo celular, la reparacion del ADN, la

apoptosis, senescencia celular y metabolismo. (Fernandez et al., 2012)

La mayoria de las proteinas p53 mutantes pierden su capacidad para unirse a los elementos
sensibles a p53 de tipo salvaje y para regular la expresion de p53, perdiendo asi la actividad
supresora de tumores. (Kwong et al.,2016) Méas del 75% de las mutaciones de TP53 son
mutaciones missense que producen proteinas mutantes, y hasta el 25% de las mutaciones son
pequefias inserciones o deleciones, que producen proteinas truncadas, también pueden detectarse
mutaciones nonsense y silenciosas en baja frecuencia (7 o0 5% respectivamente). (Fernandez et
al., 2012).

Las mutaciones Y220C, G245S, R248W, R248Q, R273H, R175H, R337H y N210Y en PT53
son las mutaciones patoldgicas méas frecuentes identificadas en el LFS, Sindrome de
Predisposicion al Céancer Hereditario y otros carcinomas. Otras mutaciones que estan siendo
estudiadas son R273C y R282W, ya que no existen evidencias suficientes para probar si son

realmente benignas o patogénicas. (Clinvar, 2017).

El sindrome de Li Fraumeni es un trastorno autosémico raro caracterizado por una agrupacion
familiar de tumores de inicio temprano (<45afios de edad), con predominio de sarcomas,
canceres de mama, tumores cerebrales y carcinomas adrenocorticales. (International Agency for
Research on Cancer, 2017). Sin embargo, la edad al inicio de algunos tipos de tumores esta en
relacion directa con el grado de pérdida de la capacidad de expresion genética de las mutaciones

missense. Cuando la prueba de BRCA1 y 2 no es reveladora o no es casual, las pruebas de TP53
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pueden justificarse en casos de pacientes con antecedentes fuertes familiares de cancer. (Walsh et

al., 2016)

6.4.2.3 CHEK?2: Gen supresor de tumor que codifica una quinasa activada en respuesta al dafio
del ADN y también se ha demostrado que interactuar con BRCAL y con la promocion de la
supervivencia celular después del dafio del ADN. La mutacién de CHEK2 1100delC, es una
delecion patoldgica que afecta la actividad de la quinasa y se ha observado en estudios de
familias con CaMa con resultados BRCA 1y 2 negativos, pero no esta asociado con el riesgo de

cancer de ovario. (Walsh et al., 2016) y (Lawrenson et al., 2015).

Ademas, mutaciones en este gen también pueden causar el sindrome de Li-Fraumeni y aun
cuando no cause este sindrome, puede aumentar el riesgo de cancer de mama aproximadamente

el doble.

6.4.2.4 PTEN: este gen muestra un 4% mas de riesgo en las mujeres que son portadoras de
mutaciones del gen. PTEN codifica el homdlogo de la fosfatasa y sus mutaciones se encuentran a

menudo en el carcinoma ductal y las formas triples negativas de CaMa.

Las mutaciones en este gen, causan el sindrome de Cowden, un trastorno poco comun que
provoca que las personas tengan un mayor riesgo de padecer tumores cancerosos y no cancerosos
en los senos, asi como en el tracto digestivo, la tiroides, el Utero y los ovarios. Los defectos en
este gen también pueden causar un sindrome diferente llamado sindrome de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba que no se cree que esté asociado con el riesgo de cancer de mama. Los sindromes
causados por mutaciones en el gen PTEN pueden ser agrupados juntos como sindrome de

hamartoma tumoral PTEN.
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6.4.2.5 CDH1: Codifica para la proteina E-cadherina usado como indicador primario, ademas
del receptor de estrogeno o (ERa) para tumores epiteliales luminales de mama. Las mujeres que
son portadoras de mutaciones en este gen tienen entre 39% -52% de ser afectadas con CaMa

lobulillar invasivo en su vida. (Fatemeh & Parvin, 2013).

Ademaés, mutaciones hereditarias en este gen causan cancer gastrico difuso hereditario, éste es
un sindrome en el cual las personas padecen un tipo poco comdn de cancer de estomago. Se ha
identificado que la mayoria de las mutaciones no sindnimas tienen impacto en la estructura
tridimensional de esta proteina. Por otro lado, la subexpresion CDH1 se asocia con mas

metastasis y mal prondstico tanto en ER positivos como negativos.

6.4.2.6 STK11: La proteina que codifica (Serina-tirosina-quinasa) desempefia un papel en el
metabolismo energético celular y la apoptosis dependiente de p53. Defectos en este gen pueden
causar el sindrome Peutz-Jeghers, las personas afectadas con este trastorno presentan puntos
pigmentados en sus labios y en sus bocas, polipos en los tractos urinarios y gastrointestinales, y
estan en mayor riesgo de padecer muchos tipos de cancer, incluyendo CaMa, debido a la pérdida
de heterozigosidad de este locus supresor de tumor. La mayoria de las mutaciones son pequefias
deleciones / inserciones o sustituciones de una sola base que dan lugar a una funcién aberrante de

la proteina con pérdida de la actividad quinasa. (Walsh et al., 2016)

6.4.2.7 PALB2: La proteina PALB2 desempefia su papel supresor de tumores, a traves de
interacciones fisicas con BRCAL, BRCA2 y RAD51. La funcién especifica de esta proteina es

reclutar y estabilizar la proteina BRCAZ, al sitio de la lesion, permitiéndole reparar las rupturas
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de doble cadena del ADN mediante el proceso de recombinacion homdloga, formando el

complejo BRCA1-PALB2-BRCAZ2. (SNPedia, 2016) y (Michele, Evans & Longo, 2014).

Las mutaciones en PALB2 pueden llevar a un mayor riesgo de padecer cancer de mama. Aun
no esta claro si las mutaciones de este gen también aumentan el riesgo de padecer cancer de

ovario y cancer de seno en los hombres. (ASCO, 2016)

Estudios recientes que analizan el riesgo de CaMa en mas de 150 familias evallan el
truncamiento, empalme o deleciones en PALB2 y con antecedentes familiares, estimaron que el
riesgo de cancer de mama para mujeres portadoras, en comparacion con la poblacion general era
de 8-9 veces més alto entre las mujeres menores de 40 afios, 6-8 veces mas alto entre los 40-60
afios de edad y 5 veces mas alto para las mujeres mayores de 60 afios de edad. (Antoniou et al.,
2014) Los investigadores de este estudio concluyeron que el riesgo de CaMa de PALB2

potencialmente se superpone con el de los portadores de mutacion BRCA2. (Walsh et al., 2016)

6.5 Criterios de clasificacion de las variantes genéticas

Las pruebas genéticas moleculares orientan al médico en la toma de decisién mediante la
prediccion del riesgo de la enfermedad, asesoramiento genético y en la determinacion de los
perfiles farmacogenéticos para la orientacion del tratamiento. (Duzkale et al., 2013)

Las variantes se clasifican en: patogénicas, benignas, probablemente patogénicas,
probablemente benignas y variantes de significado clinico desconocido o incierto, cada una de

estas categorias se basan en la concordancia de las evidencias de muchas investigaciones
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realizadas por consorcios, asociaciones y compafiias internacionales tales como ENIGMA,
GeneDx, ACMG entre otras. Los criterios de clasificacién recomendadas por estas entidades se

describen en el anexo 3, tablas 7, 8 y 9.

6.6 Principales factores de riesgo a cdncer de mama

6.6.1 Herencia: tener antecedentes familiares de CaMa es uno de los factores de riesgo mas
significativos para la aparicion de este cancer. (Robson & Offit, 2007) El riesgo aumenta en
presencia de familiares de primer grado que desarrollaron esta enfermedad. (Pérez, Sandoval &
Tapia, 2009).

6.6.2 Edad: Cuanto mayor es la persona, mayor es el riesgo. En la mayoria de los casos de
CaMa (81%) ocurren en mujeres mayores de 50 afios de edad. (Breast cancer care, 2017). Pero
un porcentaje considerado son diagnosticados en mujeres menores de 45 afios, el CaMa en este
rango de edad es mas comun entre las mujeres afroamericanas. (Warner et al., 2013)

6.6.3. Factores Hormonales y Reproductivos: relacionados con una mayor exposicion a la
actividad estrogénica en tiempo e intensidad, ya que favorece la proliferacion del epitelio menos
diferenciado, esto puede ser influenciado por: menarquia precoz (< 12 afios), menopausia tardia
(> 55 afios) y la paridad. (Colditz, Bohlke & Berkey, 2014)

6.6.4 Anticonceptivos orales: ya que las pildoras para el control de la natalidad contienen
hormonas femeninas, los investigadores han estado interesados en determinar si existe alguna

conexion entre estos anticonceptivos y el riesgo de cancer de CaMa. (Emory University, 2016)

29


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045713&version=Patient&language=Spanish
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045333&version=Patient&language=Spanish
http://www.emory.edu/

6.6.5 Obesidad: Esto se explica por los altos niveles de estrégenos circulantes en mujeres obesas
que son un 50 a 100% mas elevados. (Howell et al., 2014), (Yang et al., 2010) y (Nelson et al.,
2012)

6.6.6 Actividad fisica: Steindorf (citado por Aguilar, 2012) afirma que numerosos estudios
epidemioldgicos han demostrado que realizar una actividad fisica constante reduce el riesgo,
hasta de un 30% de presentar algunos tipos de cancer, ya que la actividad fisica influye en la
pérdida de peso y reduccion de los niveles de grasa corporal. (Howell et al., 2014)

6.6.7 Consumo de alcohol y tabaco: estudios realizados han reportado que las mujeres que
consumen un promedio de 4 o més bebidas alcohodlicas por dia sin importar el tipo de alcohol,
estan a un 50% de mayor riesgo a desarrollar CaMa que aquellas que no consumen alcohol.

(Emory University, 2016) y (Colditz, Bohlke & Berkey., 2014).

Aguilar et al. (2012) Afirman que aun existe controversia entre la asociacion del tabaquismo y
el CaMa, pues algunos autores sefialan que los derivados del tabaco, como el benzopireno, las
aminas aromaticas y las nitrosaminas estan implicados en la carcinogénesis de la mama; otros

autores, sin embargo, no han encontrado asociacion alguna.

6.6.8 Factores socioeconémicos y ambientales: En los factores socioecondmicos podemos
destacar la alimentacion, nivel de escolaridad y falta de acceso a los servicios de salud. Dentro de
los factores ambientales podemos mencionar la exposicion a radiaciones, humo y sustancias

toxicas.
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VII. DISENO METODOLOGICO

Disefio del estudio: El estudio es descriptivo de corte transversal.

Area de estudio: Servicio de Oncologia de los hospitales Berta Calderén Roque, Solidaridad y

Roberto Huembés de la ciudad de Managua.

Universo: Fue conformada por 230 pacientes con diagndstico de cancer de mama, que son

atendidas en el area de Oncologia de los tres hospitales antes mencionados, durante Mayo-

Octubre del 2015.

Muestra: Fue conformada por 39 pacientes que corresponde al 17% del universo las cuales

cumplieron con los criterios de inclusion.
Tipo de muestra: No probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusion:

Muijeres con diagnostico de cancer de mama, con o sin antecedentes familiares.
Mujeres que acepten participar en el estudio y firmen el consentimiento informado.
Criterios de exclusion:

Mujeres, cuya condicion clinica no permita la obtencion de la informacién y/o la muestra.

Obtencion y procesamiento de la muestra biologica
Se extrajo 5 ml de sangre total en tubo con anticoagulante (EDTA), de cada una de las

pacientes en estudio, a estas muestras se les realizo la extraccion y purificacion de ADN
utilizando el kit comercial “QIAamp DNA Blood Mini Kit” (QIAGEN). El método consta de
cuatro fases: A. Lisis de las células sanguineas; B. Union del ADN gendmico a la membrana de

la columna QlAamp; C. Eliminacion de los contaminantes residuales; y D. Elucion del ADN
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genoémico puro. Seguidamente se realizd la cuantificacion del ADN extraido, a través de
espectrofotometria utilizando Nanodrop termo scientific lite, el cual utiliza solamente 1ul para
evaluar el grado de pureza y concentracion de este. Posteriormente se almacend a -20°C, hasta el
momento de ser enviadas al Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos, en donde se llevo a
cabo la secuenciacion; para ello inicialmente se realiz6 la amplificacion de las regiones
codificantes de los genes de interés por medio de un PCR multiplex, utilizando el panel de lon
AmpliSeq. El panel contiene 167 amplicones de alto rendimiento y disefio de cebado riguroso de
uniformidad que ayudan a asegurar que los cebadores no se solapen y que no se encuentren en
regiones con SNPs de alta frecuencia. Las bibliotecas fueron preparadas siguiendo las
instrucciones del fabricante (lon AmpliSeq) y el protocolo de preparacion (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Las muestras individuales se codificaron con cédigos de barras, se
agruparon para la preparaciéon de la emulsion de plantilla, para la secuenciacion se utilizo el
secuenciador lon Torrent PGM, Chip P1 (Thermo Fisher Scientific). Que utiliza la tecnologia de

secuenciacion de semiconductores de iones. (Procedimientos en detalle en anexo 4).

Meétodos de recoleccion y procesamiento de la informacion

La informacién se obtuvo de fuente primaria; a través de una encuesta aplicada a las
participantes. En la encuesta se puntualizan datos generales del paciente como: Nombres y
apellidos, direccion, teléfono, fecha de nacimiento y edad; Historia ginecoldgica en la que se
pretende obtener informacion sobre aspectos hormonales y reproductivos de la paciente; Historia
personal y familiar; Habitos como consumo de alcohol y tabaco; y Datos clinicos de la paciente

relacionados con la enfermedad. (Anexo 5)
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Para el procesamiento y analisis de los datos obtenidos de la secuenciacion del ADN se
utilizaron herramientas de Bioinformética, bases de datos ClinVar, Breast Cancer Information
Core (BIC)que ofrecen informacion sobre la relacién entre las variantes encontradas y la causa
de la enfermedad. El analisis adicional de las variantes se realiz6 utilizando el Leiden Open

Variation Data base (LOVD) y ALIGN-GVGD, LOVD BRCA data base, 2015.

Para la elaboracion de gréficas y tablas se utilizaron programas estadisticos como el SPSS
version 21.0.0.0 y Microsoft Excel, Microsoft Word para levantado del texto y Microsoft Power

Point para elabor la presentacion.

Control de calidad
Para asegurar la calidad de la metodologia aplicada durante el proceso, desde la extraccién de
la muestra de sangre hasta la obtencion de los datos se tomo en cuenta criterios de validacion y

aplicacidn de controles de calidad internos establecidos en cada técnica o proceso.

Primer momento: Integridad del ADN extraido
Inicialmente de verifico la pureza del ADN obtenido de cada una de las muestras, asi como se

evalud la integridad del ADN a través de la corrida de electroforesis en gel de agarosa.

Segundo momento: Secuenciacién del ADN

Este proceso se llevo acabo en el Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos. Aqui el

control de calidad es mas riguroso, ya que la secuenciacién en paralelo genera una gran cantidad
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de datos, los que deben cumplir con pardmetros establecidos para ser validos como los que se
mencionan a continuacion:

1. Secuenciacién profunda: con una cobertura de 160X, es decir que en promedio cada base se ha
leido més de 160 veces, obteniéndose un margen de error del 0.01%.

2. Filtrado de los datos antes del procesamiento: para eliminar artefactos de la secuencia, antes
de los andlisis, que pueden conducir a conclusiones erréneas. (Torrent Variant Caller 4.0)

3. Alineamiento: con la secuencia de referencia hgl9 por TMAP (conocido también como
Homo_sapiens_assembly19).

4. Validado también por subsiguiente electroforesis capilar, basada en la secuenciacion de

Sanger, resultando secuencias idénticas a la de lon Torrent PGM.

Aspectos éticos

Inicialmente se recopilé una lista de pacientes con diagndstico histopatoldgico de CaMa,
atendidas en el area de Oncologia de los hospitales Bertha Calderon Roque, Solidaridad y
Roberto Huembés. A quienes se les invito a una reunion con el propdsito de darles a conocer el
estudio y aquellas que demostraron interés en participar se les presento una carta de
consentimiento informado (Anexo 6) en el que se detallan los objetivos del estudio, beneficios,
confidencialidad de los resultados, asi como la autorizacion para la donacion de 5 ml sangre
venosa para estudios de ADN vy contestar la ficha de recoleccion de datos. Las pacientes que
estuvieron de acuerdo firmaron la carta y se procedio al llenado de la encuesta y a la toma de
muestra. El protocolo y la carta de consentimiento informado, fueron revisados y aprobados por

el comité de ética de la Facultad de Ciencias Médica de la UNAN-Managua.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Genes secuenciados

La secuenciacion de los genes BRCAL, BRCA2, TP53, PALB2, CDH1, PTEN y CHEK?2
mostré que todas las mujeres tenian mutaciones en mas de uno de estos genes, pero solamente en

los genes BRCA2, TP53, PALB2, se identificaron mutaciones patogénicas (Anexo 7, tabla 10).

En el gen BRCAL se identificaron nueve variantes, ninguna de ellas patogénica. Seis estan
registradas con significado clinico benigno y tres ain no estan reportadas en las bases de datos.
(Anexo 7, tabla 11) En el gen BRCA2 se identificaron 13 variantes, de todas ellas una patogénica
que corresponde a la mutacion 3036del ACAA, nueve benignas, dos de significado incierto y una

no registrada en la base de datos (Anexo 7, tabla 12).

En el gen PALB2 se identificaron seis variantes, una mutacion patogénica la ¢.2748+1G>T,

dos mutaciones de significado clinico benigno, dos de significado clinico incierto y una no

registrada. (Anexo 7, tablal3)

En el gen TP53 se identificd solamente una mutacion patogénica la R175H. Y en los genes

CDH1, PTEN y CHEKZ2, solamente se identificaron SNPS sin sentido.
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8.2 Caracteristicas sociodemograficas

La edad media de las pacientes con CaMa en este estudio fue de 50 afios. El rango de edad
mas afectado fue en mujeres entre 46-50 afios, con un 28% del total de las mujeres estudiadas,
seguido de mujeres en edades entre 51-55 afios, con 26 %, y en tercer lugar con un 18% las

mujeres en edades entre 41-45 afios. (Anexo 7, tabla 14)

El 92 % de las mujeres en estudio proceden del area urbana. En relacion al estado civil el
43.6% de las mujeres son casadas, 36% solteras, y en menor porcentaje viven en union libre,

divorciadas y viudas. (Anexo 7, tabla 15)

En relacién al nivel académico el 49% de las participantes realizaron estudios universitarios,
seguidas de las que completaron estudios de primaria y de secundaria con un 15 %
respectivamente, un 10% realiz estudios técnicos y en menor porcentaje encontramos aquellas
que no completaron la primaria ni la secundaria con un 5% respectivamente. Con respecto a la
ocupacion el 46% de las mujeres trabajan de manera formal desempefidandose como enfermeras,
médico, maestras o contadora, un 26% realiza actividades laborales de manera informal como es

negocio propio, costura o comerciante y el 28% restante son amas de casas. (Anexo 7, tablas 16

y 17).

8.3 Aspectos personales y familiares

En relacion a las caracteristicas familiares de las mujeres en estudio se encontro: 51% de las
mujeres tienen Antecedentes familiares con CaMa el 18% corresponde a familiares de segundo y
tercer grado respectivamente (hermanas, tias), un 10% familiares de cuarto grado (primas), y el

5% corresponde a familiares de primer grado (mama).
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Con respecto a las caracteristicas personales se obtuvo la siguiente informacion: Habitos: un
41% refirio haber ingerido alcohol de manera ocasional y un 26% dijo haber fumado también de
manera ocasional; Antecedentes hormonales: el 38% de las mujeres refiri6 menarquia antes de
los 12 afios de edad, el 10% de las encuestadas dijo ser nuligestas, el 8% se embarazo después de
los 30 afios y el 8% refirio el uso de anticonceptivos orales. Por otro lado, se encontraron efectos
protectores de la mujer frente al CaMa como son: paridad con un 87%, lactancia materna con el

80% y un 36% de mujeres que se embrazaron antes de los 20 afios (Anexo 7, tabla 18).
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IX.DISCUSION

9.1 Mutaciones patogénicas
De las 39 pacientes estudiadas cuatros presentaron mutaciones asociadas a cancer de mama

hereditario. (Cuadro 5)

Gen ID Mutacién Edad de # de casos de Otros canceres
Dx CaMaen la en la familia
familia

BRCA2 rs80359351  3036delACAA 46 afios 2(Mamaytia)  -----

BRCA2 580359351  3036delACAA 44 afios 2(Mamaytia)  -----

TP53 rs28934578  R175H 51 afos 1(Tia) Prostata (papa)
Estomago (tia)

PALB2  rs753153576 ¢.2748+1G>T 54 afios 1(Prima) Estomago
(Sobrino)

Cuadro 5: Caracteristicas de las pacientes que presentaron mutaciones patogénicas.

Fuente: Resultados del estudio.

En dos pacientes se identificd la mutacion 3036del4 también conocida como (3036delACAA,
3034del4, 3036 _3039delACAA). Esta mutacion es una variante frameshift, una delecion de 4
nucleétidos (ACAA) en la posicion 3036 del exén 11 de este gen. Esta mutacion causa un
desplazamiento en el marco de lectura, interrumpiendo la expresion de los dominios funcionales
de la proteina BRCAZ2, esenciales para la union de otras proteinas como PALB2, que permite la
activacioén y reclutamiento de esta proteina al sitio de dafio del ADN, por lo tanto, se sintetizara

una proteina truncada incapaz de cumplir con su funcién de supresor tumoral. (Kwong, Vivian,
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& Shin, 2016) y (Deanet et al., 2015) La mutacion 3036delACAA es una de las mutaciones
reportadas en Suramérica en los siguientes paises: Colombia lo report6 como una de las
mutaciones recurrentes en un estudio realizado en casos familiares de cancer de mama. (Ashton,
& Regla, 2014). La misma mutacién fue reportada en Venezuela por (Lara et al., 2012) como
una de las “mutaciones fundadoras” entre las mujeres en estudio. Solano et al., (2012) lo reporto
en Argentina como una mutacion recurrente en mujeres con antecedentes familiares. La
mutacion 3036delACAA también fue reporta en un estudio realizado en México. (Torres et al.,

2015)

La edad de diagnodstico de CaMa en estas dos pacientes fue en edades de 44 y 46 afios,
coincidiendo con lo reportado en la literatura, lo cual indica que la edad de diagnostico para
mujeres portadoras de mutaciones en los genes BRCAL1 y 2, es antes de los 50 afios de edad en
comparacion con las no portadoras.(Warner et al., 2013) Otro dato muy importante de asociacién
a cancer de mama hereditario son los antecedentes familiares, ambas pacientes son hermanas y
ademas indicaron que un familiar de primer grado (mam4) desarrollo esta enfermedad. (Pérez,
Sandoval & Tapia, 2009), indican que el riesgo aumenta cuando el familiar afectado es de primer
grado, asi como también el nimero de parientes que desarrollen el cancer.

Por lo tanto, podemos decir que la mutacién 3036delACAA encontrada en las dos pacientes
de este trabajo coincide con los estudios reportados anteriormente ya que es un tipico caso de

cancer de mama familiar, puesto que madre e hijas desarrollaron la enfermedad.

La segunda mutacion patogénica asociada a cancer de mama hereditario, fue identificada en

el gen de alta penetrancia TP53, encontrada unicamente en una paciente. La mutacion R175H
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también conocida como R136H, R43H es una variante missense, donde se sustituye G > A en la
segunda posicion del codon 175, lo que lleva a un cambio de Arginina por Histidina,
sintetizdndose una proteina p53 mutante, incapaz de ejercer su funcidon de supresor tumoral.
(Fernandez et al., 2012) Este tipo de polimorfismo no ha sido reportado en los otros paises de la
regién latinoamericana.

TP53causa el sindrome de Li-fraumeni, el cual se caracteriza por agrupacion de diferentes
canceres familiares, entre estos el cancer de mama. Ossa, O., Molina G., &Cock, A., (2016). La
presencia de lamutacion patogénica en Tp53 es asociado a cancer de mama, independientemente

de la historia familiar de cancer. (Schneider, Zelley, Nichols, &Garber, 2013)

Con respecto a la edad, esta paciente fue diagnosticada a los 51 afios, segun la literatura la
edad de aparicion de esta mutacion es menor a los 45 afios, pero también se menciona que puede
ser a cualquier edad, esto estard en dependencia del grado de pérdida de la capacidad de la
expresion genética de las mutaciones missense en este gen. (Orfanet, 2017)

Walsh et al., (2016), indica que el test genético para Tp53 se puede sugerir cuando las pruebas de

BRCAL1 y 2 resultaron negativas en presencia de antecedentes familiares.

La tercera mutacion asociada con cancer de mama hereditario es 2748+1G>T,
correspondiente al gen de moderada penetrancia PALB2, ésta es una mutacién en el sitio de corte
y empalme, clasificada como probablemente patogénica, o que ocasiona un error en el marco de
lectura, por tanto, se sintetiza una proteina truncada perdiendo esta su funcion. La pérdida de la
funcién de esta proteina ocasiona déficit en la reparacién a dafios en el ADN, ya que PALB2,
como su nombre lo indica es compafiero y localizador de BRCAZ2, la interaccion de ambos y

RAD51 forman parte del proceso de recombinacion homdloga, junto con la proteina BRCAL,
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para reparar rupturas de doble cadena en el ADN para mantener la integridad del genoma. Por lo
tanto, una proteina PALB2 truncada, afecta la actividad antitumoral de los genes BRCAl y 2,

incrementando asi el riesgo a desarrollar cAncer de mama. (Michele, Evans & Longo, 2014).

Antoniou et al., (2014), indica que las mutaciones en el gen PALB2, pueden presentarse en
casos de CaMa donde los andlisis de los genes de alta penetrancia BRCA 1 y BRCA2 resultan

negativos, con o sin antecedentes familiares de cancer de mama.

Con respecto a la edad de aparicion del cancer, la paciente fue diagnosticada en el segundo
grupo de edad de alto riesgo (40-60 afios) a CaMa en mujeres que portan una mutacion en
PALB2. (Antoniou et al., 2014) Es importante destacar que la edad de supervivencia de mujeres
con cancer de mama que portan una mutacién en PALB2, es mayor que las que portan
mutaciones en los genes de alta penetrancia BRCAL y 2 por lo que la enfermedad generalmente

es mas agresiva. (Dean et al., 2015)

9.2 Mutaciones no reportadas

En este primer estudio piloto encontramos siete mutaciones en BRCA 1 (P824L, KB887R,
R1516K), BRCA 2 (V2446A, Y3417H, Y600F) y PALB2 (E67Q), los cuales no han sido
registradas en las bases de datos internacionales (NCBI, ClinVar), estas mutaciones deben ser
objeto de estudio en investigaciones posteriores con una mayor muestra y un grupo control para

asegurar que no tenga influencia en el significado clinico de la enfermedad o bien pueden ser
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mutaciones comunes entre el grupo de mujeres estudiadas, sin ninguna relacion con el fenotipo

clinico de la enfermedad.

9.3 Mutaciones de significado incierto

Es importante poner atencion a las mutaciones que se identificaron en este estudio como de
significado clinico incierto, las que fueron encontrados en el gen BRCA2 (D156G y L2512F) y
en PALB2 (P210L y L337S), ya que siguen sujetas a investigacion a nivel internacional para
demostrar su relacién o no con el fenotipo clinico de la enfermedad. Para ello se necesita hacer
més estudios adicionales para evaluar la funcionalidad de la proteina o bien realizar mas
muestreos entre la familia de primer grado y poder determinar si la mutacion es patogénica o

benigna. (Anexo 3, tabla 8)

9.4 Caracteristicas sociodemograficas

Con respecto a las caracteristicas sociodemograficas del grupo de pacientes estudiadas refleja
que son mujeres en edades relativamente jovenes y que probablemente el porcentaje bajo de
mujeres de mayor edad se deba a la tasa de mortalidad, ya que en Nicaragua la edad media de
sobrevivencia de mujeres diagnosticadas con CaMa no es mayor a los 60 afios. Estos datos
coinciden con la literatura, el cual registra que el riesgo de padecer esta neoplasia incrementa a
partir de la cuarta década de la vida, destacandose un intervalo de edad entre 40 y 69 afios como
el de mayor prevalencia de esta enfermedad y muerte por este tipo de cancer, esto se debe
principalmente porque el diagnostico es realizado en etapas avanzadas de la enfermedad.

(Carvalho, J., Pelloso, S., De Barros M. (2010) y Aguilar et al., 2012)
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El mayor porcentaje de mujeres procedian de la zona urbana, esto puede ser un sesgo por el
tipo estudio y sitio del muestreo, el cual abarco aquellas mujeres que podian trasladarse desde su
casa de habitacion hasta el Laboratorio Central del Sector Salud de la Facultad de Ciencias
Médicas de la UNAN-Managua, donde se llevo a cabo parte del estudio. Pero es conocido que la
mayor incidencia de CaMa es mayor en la zona Urbana que Rural, lo que puede explicarse
porque las mujeres de la zona rural tienen acceso limitado a los servicios de salud ademéas de

limitaciones econdmicas para acudir al médico.

El nivel académico encontrado nos indica que tanto mujeres profesionales como no
profesionales tienen el mismo riesgo de desarrollar la enfermedad, también podemos decir que
estas mujeres tenian conocimiento de como detectar cambios en sus mamas, ya que la mayoria
de ellas manifestaron que el motivo de la consulta fue por detectar un abultamiento en una de sus

mamas, unas de forma casual y otras al aplicar el procedimiento del autoexamen de mama.

9.5 Aspectos personales y familiares

El hecho de tener antecedentes familiares de CaMa es uno de los factores de riesgo mas
significativos para la aparicion de CaMa. El riesgo aumenta en presencia de antecedentes en la
familia de primer grado, (madre, hermanas y tias maternas, en especial si ha sido en la
premenopausia y bilateral. (Howell et al., 2014), (Yang et al., 2010). Los resultados de la
encuesta a las pacientes mostraron que el 51% de las participaron indicaron tener antecedentes

familiares de CaMa, pero solamente 5% de las pacientes tenian antecedentes de un familiar de
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primer grado (mama) que desarrollo el mismo cancer, y este 5% corresponde a las dos pacientes
que presentaron mutaciones patogénicas en el gen BRCAZ2, lo cual demuestra lo que sefiala la
literatura que el riesgo a desarrollar CaMa hereditario es mayor cuanto més relacionado este el

individuo con el familiar afectado. (Nelson et al., 2012)

Otro dato obtenido de la encuesta fue que el 64% del total de las pacientes dijo que alrededor
de su familia existen otros tipos de cancer tales como; de ovario, Utero, colon, préstata, higado,
estomago, cérvix, cuello y tiroide, esta informacion es importante para la valoracion de cancer
esporadico, la elevada incidencia de casos de cancer en una misma familia no implica

necesariamente una base genética, sino que pueden existir factores ambientales que lo expliquen.

En lo que respecta al consumo excesivo de bebidas alcohdlicas se ha identificado como factor
de riesgo, ya que entre sus productos se encuentra el acetaldehido, conocido como carcindgeno,
sin embargo, el riesgo esta en dependencia de la frecuencia, y tipo de bebida alcohdlica. (Colditz,
Bohlke & Berkey, 2014). Por lo tanto, el 41% de las pacientes que indicaron haber consumido
alcohol de forma ocasional, no fue significo un riesgo para ellas. El consumo de cigarrillo y la
asociacion a CaMa aun causa controversia, pues algunos autores sefialan que sus derivados,
como el benzopireno, las aminas aromaticas y nitrosaminas, estan implicados en la
carcinogénesis de la mama, aunque otros no han encontrado ninguna asociacion, pero se
recomienda a las mujeres evitar este habito, ya que también puede ser un detonante junto a otros

factores de riesgos relacionados al CaMa. (Aguilar et al., 2012)
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En relacién a los factores hormonales y reproductivos se obtuvo un 38% de mujeres que
refirieron haber iniciado menarquia antes de los 12 afios Una menarca precoz es relatada como
factor de riesgo, debido a mayor exposicion a estrégenos. Estudios relacionados a este factor de
riesgo, han informado que, si la menarca ocurre antes de los 11 afos, el riesgo aumenta entre 10
a 20% para la ocurrencia del CaMa, en comparacion con las mujeres cuya primera menstruacion
la tuvieron después de los 13 afios, ya que la mujer que inicia un ciclo menstrual a edad
temprana, rapidamente el indice de exposicién acumulativa al estrégeno aumenta, debido a que
los niveles de esta hormona son mayores durante la fase lGtea normal. (Colditz, Bohlke &

Berkey, 2014).

El 10% de las mujeres en estudio eran nuliparas, este es otra caracteristica muy importante, ya
que la nuliparidad o el nimero reducido de hijos aumenta el riesgo a CaMa, debido a que la
mujer estd expuesta a mayor actividad estrogénica durante su vida, por el mayor nimero de
ciclos menstruales. Asi mismo el riesgo aumenta en mujeres que tuvieron embarazos mayores a
los 30 afios de edad, que en este estudio corresponden al 8%, en estos casos los embarazos
tardios estimulan el crecimiento del epitelio atipico preexistente, lo que no pasa en mujeres con

embarazos en edades jovenes, maltiples embarazos, lactancia materna y menarquia tardia.

Con respecto a los métodos de planificacién familiar, el 8% del total de las pacientes
manifesto haber usado anticonceptivos orales. Algunos estudios sugieren que los anticonceptivos
orales aumentan levemente el riesgo de padecer cancer de mama, mientras que otros no han

mostrado relacion, este aspecto ain esté en investigacion.
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Algunos estudios realizados han descrito que la paridad, lactancia materna y la edad temprana
en el primer embarazo son efectos protectores del CaMa, como resultado de la proliferacion y
diferenciacion del tejido mamario durante la gestacion, lo que se considera un factor protector a
la lactancia acumulativa (méas de 6 meses) y aumento en la paridad. Por lo tanto, el estrogeno
juega un papel importante en la aparicion del CaMa esporadico, ya que induce el crecimiento de

las células del tejido mamario menos diferenciado.

Por otro lado, es muy importante sefialar que no se tomé en cuenta la edad de la menopausia,

ya que todas las mujeres entrevistadas expresaron haber tenido una menopausia inducida como

tratamiento profiléctico.
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X. CONCLUSION

Las mutaciones patogénicas asociadas a cancer de mama hereditario en este estudio
corresponden al 10% del total de la muestra (n=39), identificindose 3 mutaciones patogénicas;
en dos pacientes, la mutacion 3036delACAA en BRCAZ2, en una paciente la mutacion R175H en
TP53 y la mutacion ¢.2748+1G>T en PALB2 igualmente en una paciente. El resto de las
variantes fueron: benignas (19), de significados inciertos (4) y no reportadas (7), para un total de

33 tipos de mutaciones encontradas.

El nivel sociodemografico del grupo de pacientes estudiadas indica que la mayoria son
menores de 50 afios de edad, el 92% proceden de la zona urbana, de las cuales un 38% son
casadas y un 26% solteras, el 72% de ellas trabajan de manera formal e informal dependiendo

del nivel académico alcanzado.

Los aspectos posiblemente asociados a la enfermedad en el grupo estudiado fueron: el 5% de

las mujeres tenian antecedentes familiares de CaMa, el 38% refirié ser menarca antes de los 12

afos, 10% nuligestas y el 8% tuvo su primer embarazo después de los 30 afios de edad.
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XI.RECOMENDACIONES

Ampliar la muestra e incorporar un grupo control para identificar las mutaciones que

prevalecen en la poblacion nicaragliense, asi como incorporar datos histopatologicos.

Investigar el efecto en la estructura de la proteina de las variantes no registradas en las bases

de datos.

Realizar andlisis genético a familiares de primer grado de las pacientes identificadas con

mutaciones patogénicas, para determinar la transferencia genética familiar de esta enfermedad,

con el proposito de lograr el diagndstico temprano.

A la poblacion femenina mayor a los 35 afios de edad, realizarse periddicamente el

autoexamen de mama asi como también realizarse mamografias como medida de prevencion.
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ANEXO 1

Tabla 1: Alelos frecuentes y tamario del efecto asociado con variantes de alta penetrancia

Geny locus

BRCAL
(17q12-21)

BRCA2
(13q12-13)

TP53
(17p13.1)

PTEN
(10923.3)

STK11

(19p13.3)

CDH1
(16G22.1)

Otras neoplasias
asociadas

Cancer de Ovario

Cancer de mama
masculino, ovario,
prostata y
pancreas
Sarcomas,
leucemias,
tumores
cerebrales, cancer
de pulmodn

Cancer de tiroide,
endometrial,
macrocefalia,
hamartomas

benignos

Cancer de ovario,

cervical, uterino,

testicular,
intestino delgado,
colon.
Gastriti
hereditaria difusa,
cancer de mama
lobular y
colorectal

Riesgo

40-80%

20-85%

56-90%

25-50%

32-54%

60%

Funcidn

BRCA1-supresor de tumores; codifica
una fosfoproteina nuclear que lleva su
mismo nombre, juega un papel en la
transcripcion, en la reparacion de
roturas de doble cadena del ADN, a
traves de la recombinacion.

BRCAZ2; supresor de tumores interactlia
con BRCA1 y RAD51 involucrandose
en los mecanismos béasicos de
reparacion para mantener la integridad
genomica.

Codifica la proteina p53 que ayuda a
detener el crecimiento de las células
anormales.

Codifica el homdélogo de la fosfatasa,
actia como un supresor de tumores
clasico, principalmente implicado en el
mantenimiento  homeostatico de la
cascada de fosfatidilinositol 3 quinasa
(PI3K) / AKT.

La proteina que codifica (Serina-
tirosina-quinasa) desempefia un papel
en el metabolismo energético celular, la
polarizacion celular y la apoptosis
dependiente de p53.

Codifica la E-caderina que forma un
complejo  E-caderina-catenina, que
activa ciertas cascadas de sefializacion y
tiene un papel activo en la transicion
epitelio mesenquimal.



Tabla 2: Alelos frecuentes y tamafio del efecto asociado con variantes de moderada
penetrancia

Geny
locus

ATM
(11922.3)

CHEK2
(22912.1)

PALB?
(16p12.1)

BARD1
(2q34-
q35),

BRIP1
(17923)

MRE11A
(11921)

Otras
neoplasias
asociadas

Cancer de ovario

cancer de
ovario,

colorectal,
vejiga

Cancer de
ovario,
pancreético,
cancer de mama
masculino

Cancer de ovario

Riesgo

15-20%

25-37%

20-40%

Dato no preciso

Funcién

Gen supresor de tumor que codifica
para una quinasa que ayuda a reparar
rupturas de doble cadena del ADN a
traves de interacciones directas con el
complejo MRE11l, RAD50 y NBS1
(MRN) vy también participa en la
regulacién del ciclo celular.

Gen supresor de tumor que codifica una
quinasa activada en respuesta al dafio
del ADN y también se ha demostrado
que interactuar con BRCAL y con la
promocion de la supervivencia celular
después del dafio del ADN.

Desempefia su papel supresor de
tumores, mediante el apoyo de la
recombinacion  homdloga en la
reparacion de doble ruptura del ADNa
traves de interacciones fisicas con
BRCAL, BRCA2 y RAD51.

BRAD1 interactia con la proteina
heterocromatina  para forma un
complejo estable con BRCA1, necesario
para la retencién del BRCA1 en los
sitios de dafio del ADN para la
respuesta adecuada a las rupturas de
doble cadena del ADN.

BRIP1 es parte de la familia de las
helicas, también es conocida como
BRCA1 asociado a helicasa 1 C-
terminal. BRIP1 interactua directamente
con el dominio C terminal de BRCA
siendo importante en la reparacion del
DN dafado.

MRE11A es una proteina reparadora de
doble hebra del ADN al formar un
complejo estable con RAC50/NBS1.



NBN
(8g21),

RAD50
(5931),

RAD51C
(17925.1),

XRCC2
(7936.1),

RADS51D
(17911),

ABRAXAS
(4g21.23)

Cancer de ovario

Anemia de
Falconi,

Cancer de ovario

Cancer
colorectal y
cancer de ovario

Céncer de ovario

Dato no preciso

Dato no preciso

Dato no preciso

Dato no preciso

Codifica para la proteina Nibrina,
participa en la reparacion del ADN a
través del mecanismo de reparacion de
ruptura de doble hebra.

Rad 50 forma un complejo con la
proteina MRE11 y NBS1 que funcionan
como un sensor de ruptura de doble
cadena de ADN que se requiere para la
sefializacion de reparacion
principalmente a través de la cinasa
ATM.

RAD51C es parte de un nuevo complejo
de proteinas de  recombinacion
homologa en la reparacion del ADN que
interactia directamente con PALB2.
También contribuye a la activacion de
la quinasa de control CHK2.

Codifica un miembro de la familia de
proteinas relacionadas con Rad51, que
participa en la recombinacion homologa
para mantener la estabilidad
cromosomica y reparar el dafio del
ADN.

RAD51D participa en la reparacion de
recombinacion homologa y el
mantenimiento de los telomeros.

Forma un complejo BRCA1-Abraxas-
RAP80 y otros  componentes,
desempefiando un papel importante en
la mediacion del reclutamiento de
BRCAL a rupturas de doble hebra del
DNA.



ANEXO 2

Tabla 3: Mutaciones encontradas en mujeres con cancer de mama en estudios realizados en
paises de sur América

, . . Tamano ., Mutacion Mutacion
Sur América | Referencia muestrial Mutacion BRCA1 BRCA? fundadora
Ashton, P., 402 S2219X, C1290y,
Brasil & Regla, F. muieres 5382insC 6633del5, 5382insC
(2014) J ¢.156_157insAlu
Sanchez,
. Fernandez - 185AGdel 5373 5376delGT,
Chile | ¢ Carvallo, | 74 TaMilias | 4165 4188delCAAG | AT, 373G>T | 189AGEl
(2011)

. 3450delCAAG y
Colombia | Ashton, P., A1708E 3450

(hispanasy | & Regla, F. | 53 familias (polimorfismo) 3036delACAA delCAAG,

colombianas)| (2014) exones 9-12del exon 9-12del
Lara, .
Consigliere, 951_952|n§A, 3036delACAA,
Pérez & | 58 mujeres €.1129 1135insA, 6024_6025_§:ieITA
Venezuela POrco 4603G>T y 2732 _2733insA,
(2012) IVS20+1G>A 3870_3873delG
1621delAATT,
Argentina Solano et 1_34 2626delAA, IVS9 + 1delG, |
al. (2012) mujeres | 2805delA, 2847C > 3036delACAA
T, 3877delCT

Tabla 4: Mutaciones encontradas en mujeres con cancer de mama en estudios realizados en
paises de Norte América

Norte de . Tamario ., Mutacién Mutacién
América Referencia muestrial Mutacion BRCAL BRCA2 fundadora

3124_3133delAGCAATATT
A, 2805_2808del AGAT,

Weitzel et 185delAG, 2415delAG, | C->1145117del

TAAA
" al. (2013) No 2925del4, 330A > G, 3717C ]
Meéxico Villarreal et | preciso | > T, 3878delTA, 4446C > T, C.2639_2640de | exon 3-12del
al. (2014) 5242C > A, 943ins10, exon | TG 2492C > T
' ’ ’ 3036delACAA

9-12 del




Latinas Duitil et al. 746
rgélgle 25?8 Fat(ezr?l%efl) g | Mmujeres | 185delAG, IVS5+1G>A, 1850elAG
L latinas/ S955x, R1443x, exon 9-12 exon 9-12del
de Parvin hispanas
California|  (2013) P

Tabla 5: Mutaciones encontradas en mujeres con cdncer de mama en estudios realizados en

El Caribe | Referencia

Dutil et al.

Cuba (2015)

Dutil et al.
(2015)

Dutil et al.
(2015) y
Fatemeh,
& Parvin

(2013).

Puerto
Rico

Bahamas

Tamario
muestrial

307 mujeres

No preciso

214 mujeres

el Caribe

Mutacion BRCA1

5231delT

Exones 1-2del

IVS13+1G>A,
4730insG, T5443G,
IVS16+6T>C,

943ins10, 185delAG

Mutacién BRCA2 | Mutacion
fundadora
3394C>T, 7697T>C
4150G>T, 6027del4
818del A, Exones 8- 943ins10

9del

Tabla 6: Mutaciones encontradas en mujeres con cancer de mama en estudios realizados en

Centro
América

paises de Centro América

Referencia

Jiménez, Gutiérrez,

Costa Rica

& Narod, (2012)

Gutiérrez et al.
(2012)

111 mujeres

Tamano Mutacion
muestrial BRCA1
116 mujeres C3529T

Mutacion Mutacion
BRCA2 fundadora
5531delTT,
C5507Gy
6174delT



ANEXO 3

Tabla 7: Criterios de clasificacion de las variantes genéticas patogénicas y probablemente

Tipo de variante

PATOGENICA

PROBABLEMENTE
PATOGENICA

&

patogénicas

Criterios

Variante patogénica conocida en una poblacion especifica
(Ej. Mutaciones patogénicas fundadoras).
Presencia de variante en multiples individuos afectados con
distintas presentaciones clinicas.
Segregacion de la variante con enfermedad en multiples
familias.
Estudios funcionales en la literatura que demuestran:
Reduccion o pérdida de la funcion proteica (pérdida de
funcion), Funcion aberrante de la proteina (ganancia de
funcidn, distinta de la funcion nativa), un empalme aberrante,
provocado por frameshift.
Perdida reportada de variantes funcionales (Incluyen
frameshift, nonsense, unién canodnica de empalme (en las
posiciones + 1, + 2, -1 y -2 en un introbn con claras
correlaciones clinicas.
Variante de secuencia que codifica un codon de terminacion
prematuro, es decir, alteracion sin sentido del marco de
lectura para interrumpir la expresion del dominio funcional
de la proteina de importancia clinica conocida.
Localizado en el dominio funcional de la proteina o "hot
spot".
Se encuentra en una region mutacional del gen con otras
variantes patdgenas conocidas.
Estudios familiares de segregacion familiar, o se supone que
son eventos de novo, consistentes con la enfermedad.
Mutacion considerada extremadamente probable de alterar el
empalme, basado en la posicion, IVS £+ 1 0 IVS £ 2, 0 G> no-
G en la ultima base de exon si las primeras 6 bases del intron
no son GTRRGT.

La variante esta ausente de los grupos de control.



Tabla 8: Criterios de clasificacion de las variantes genéticas benignas y probablemente
benignas

Tipo de variante Criterios

& La variante no se informa en la literatura o se informa
en un namero similar de casos y controles si los datos de
control estan disponibles.

& Establecido en la literatura como una variante que no
esta asociada con la enfermedad monogénicas.

& Variante que tiene evidencia insuficiente (molecular o de
otro) tipo), para ser clasificado como una variante
patogénica de alto riesgo 0 como una variante de poca

BENIGNA importancia clinica.

@ La variante no se segrega con enfermedad dentro de una
familia.

@ La frecuencia de las variantes es demasiado alta para ser
causal en funcion del modo de herencia y las
estimaciones de la prevalencia de la enfermedad y
penetrancia.

& La variante puede no estar conservada y / o predecirse
bien tolerada.

& Evidencia funcional u otra evidencia no sugiere efecto
deletéreo de la mutacion en la expresion o funcién del
gen.

@ Situado en la regién de la proteina que carece de
variantes patdgenas conocidas o estd indicado en la
literatura como tolerante a la variacion.

@ La falta de segregacion en los estudios de segregacion

PROBABLEMENTE familiar, basados en la familia como consistentes con la
BENIGNA enfermedad.

& Frecuencia baja de alelos consistente con grupo étnico
particular carente de representacion significativa en bases
de datos de poblacion.

@ Observaciones de la variante en sujetos presuntos sanos
en relacion con la informacion de la enfermedad.

@ Eliminaciones o inserciones en el marco en regiones
repetitivas sin una funcion conocida.



Tabla 9: Criterios de clasificacion de las variantes genéticas de significado incierto

Tipo de variante

SIGNIFICADO
INCIERTO

Criterios
Ensayos funcionales multiples que indican resultados opuestos.
Estudios de segregacion en conflicto, especialmente con
fenotipos comunes.
Datos de baja frecuencia en trastornos con consideraciones
Unicas. (Por ejemplo, penetrancia reducida, herencia no
mendeliana, etc.)
Ubicadas en regiones no funcionalmente bien establecidas.
Falta o insuficiencia de informacion clinica de casos con
mutaciones.
Falta de suficientes datos/evidencia en las publicaciones
originales que vinculan la variante a los fenotipos clinicos.



ANEXO 4
PROCEDIMIENTOS

Material biol6gico: Se extrajo 5 ml de Sangre total en un tubo con anticoagulante EDTA a las

mujeres participantes del estudio.
Toma de muestra:

Preparar el material a utilizar: frascos de algodén sin y con alcohol isopropilico al 70% o
alcohol etilico, tubos con EDTA, agujas vacutainer, venditas adhesivas, descarte de

cortopunzantes, torniquetes gradillas, marcadores, lapicero y guantes.

Preparacion de la paciente para la toma de muestra: Elegir el lugar a realizar la puncion. La zona
mas idonea es la fosa anticubital, en la parte anterior del brazo. Una vez localizada la vena a
puncionar limpiar la zona con un algodén con alcohol isopropilico o alcohol etilico al 70%,
dando movimiento circular desde el centro hacia afuera. Dejar secar la zona durante 30
segundos. Colocar el torniquete, introducir la aguja en angulo de 45° C, y realizar la extraccion
de 5ml de sangre total en tubo con EDTA con sistema al vacio. Homogenizar la muestra con el
anticoagulante de forma correcta para evitar hemolisis o coagulacion. Colocar un algodoén sin
alcohol en la zona puncionada y posteriormente colocar una vendita adhesiva. La mayoria de las
muestras fueron tomadas en el Laboratorio Central del sector Salud de la Facultad de Medicina

de UNAN-Managua y algunas muestras fueron tomadas en los hospitales.

Almacenamiento de la muestra: Las muestras de sangre total se almacenaron en refrigeracion

entre 2-8° C, hasta el proceso de extraccion del ADN, el cual no fue mayor a las 24 horas.



Extraccion y purificacion de ADN utilizando el kit “QIAamp DNA Blood Mini Kit”

(QIAGEN)

Atemperar las muestras y buffer AE a temperatura ambiente. (15-25°C)
Ajustar el bafio maria a 56° C para su uso en el paso 4.
Si se ha formado un precipitado en el buffer AL, disolver incubando a 560 C.

El método consta de cuatro fases: A. Lisis de las células sanguineas; B. Union del ADN
genémico a la membrana de la columna QIlAamp; C. Eliminacién de los contaminantes

residuales; y D. Elucion del ADN genémico puro.
A. Lisis de las células sanguineas
Anadir 20 ul de Proteasa QIAGEN o (Proteasa K) en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.
Anadir 200 pl de sangre total al tubo.
Anadir 200 pl de Tampdn AL. Mezclar con ayuda del vértex durantel5 segundos.
Incubar a 56° C por 10 minutos.

Centrifugar a 3000 r.p.m por 3 segundos para recoger cualquier resto de muestra o de tampon

de las paredes del tubo.
Unidn del ADN gendmico a la membrana de la columna QlAamp.

Anadir 200 ul Etanol (96-100%) y mezclar con la ayuda del vortex por 15 segundos. Volver

a centrifugar.



Transferir el contenido del tubo de microcentrifuga a la columna QlAamp (contenida en un
tubo colector de 2ml) cerrar el tapon y centrifugar a 8000 r.p.m por 1 min. Desechar el tubo

colector con el eluido y reemplazarlo por uno nuevo.

Eliminacion de los contaminantes residuales

Anadir 500 pl de Tampon de lavado uno (AW1). Cerrar el tapon y centrifugar a 8000 r.p.m

por 1 minuto. Desechar el tubo colector con el eluido y reemplazarlo por uno nuevo.

Anadir 500 pl de Tampon de lavado dos (AW2). Cerrar el tapon y centrifugar a 14,000 r.p,m

por 3 minutos.

Desechar el tubo colector con el eluido y remplazarlo por uno nuevo. Centrifugar a 14,000
r.p.m por 1 minuto. De esta forma se eliminara cualquier resto de Etanol que podria

interferirnos en reacciones posteriores.

Colocar la columna QlAamp en tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y desechar el tubo

colector con el eluido.

Elucién del ADN genémico puro

Anadir 200 pl de tampdn AE (tampon de elucion) o agua grado biologia molecular, incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto. Y por ultimo centrifugar a 8000 r.p.m por un minuto

para eluir el ADN.,

El ADN eluido estéa puro y listo para el siguiente ensayo.



Cuantificacién del ADN:

La cuantificacion del ADN se realizd en espectrofotdmetro (Nanodrop termocientific lite),
tomando 1pl del ADN extraido, con el propdsito de determinar la pureza y el rendimiento.
260/280nm.

Comprobacién de la integridad del ADN por electroforesis:

Una vez conocida la calidad y cantidad del ADN por espectrofotometria, se procede a valorar

la integridad a traves de electroforesis en gel de Agarosa.

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %:

Disolver 0.8 gramos de agarosa en 100 ml tamp6n TAE 1x en un microondas.
Anadir 3 pul de solucién de bromuro de etidio (agente fluorescente que se intercala entre las bases
nitrogenadas y es visible cuando se ilumina con luz UV/ 302-365nm).
Verter la solucion sobre el lecho de la cubeta de electroforesis, en la que se ha colocado un peine
para 10 pocillos, y dejar enfriar hasta su completa polimerizacion.
Retirar el peine suavemente y sumergir el gel en la cubeta de electroforesis que contiene tampon
TAE 1x.
Cargar en el gel:
10-20ul de muestra mezclado con 1-2ul de tampdn de carga 10x.
10-20ul de un control negativo mezclado también con 1-2ul de tampdn de carga 10x. Como
control, se usé 3ul de marcador de peso molecular, que contiene fragmentos de ADN crecientes
en 100pb desde 100-1000pb (ADN ladder).

La condicion de la electroforesis fue de 60-100V por 40 minutos.



Almacenamiento del ADN

Una vez que el ADN ha sido purificado, cuantificado y analizado mediante electroforesis, se
hicieron alicuotas y se almaceno a -20 °C, para una mejor preservacion. En este Ultimo caso es
conveniente que el ADN se conserve en soluciones con baja concentracion de sales (low TAE)

para inhibir la accion de DNasas contaminantes.

Amplificacion y Secuenciacion del ADN

Se tomd 30 ng de ADN gendmico, las muestras fueron procesadas de acuerdo con el
protocolo panel multiplex lon AmpliSeq. EIl panel contiene 167 amplicones, cubre 16.3 kb y
proporciona 98-100% de cobertura de las regiones codificantes de dichos genes. Las bibliotecas
fueron preparadas siguiendo las instrucciones del fabricante (lon AmpliSeq), el protocolo de
preparacion (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), las muestras individuales se codificaron
con cédigos de barras, se agruparon para la preparacion de la emulsion de plantilla, y luego se

secuencid utilizando un secuenciador lon Torrent PGM Chip P1 (Thermo Fisher Scientific).

Cada tirada produjo mas de 10 Gb de la secuencia de datos, y cada muestra tenia una
profundidad media de cobertura superior a 160X. Lectura de secuencias sin procesar generadas
por el secuenciador lon Torrent fueron de calidad y adaptados por lon Torrent Suite, luego
alineado con la secuencia de referencia hgl9 por TMAP (conocido también como
Homo_sapiens_assembly19) usando parametros por defecto. Se fusionaron los archivos BAM

(Binary Alignment Map) resultantes segun los nombres de las muestras y procesados a través de



un control de calidad interno (QC) y analisis de cobertura que generd graficos de resumen por

muestra por mapas coloreados de amplicon leido (heat maps proporcionados).

Los archivos BAM se alinearon a la izquierda usando el modulo GATK Left Align Indels.
Los cebadores de amplicén se recortaron a partir de lecturas alineadas. La identificacion de

variantes y el filtrado se realizaron mediante Torrent Variant Caller 4.0 (TSVC).
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O

“Determinacion de la frecuencia de mutaciones genéticas asociadas a cancer de mama en
mujeres nicaragiienses”

FECHA:

DATOS GENERALES

PRIMER APELLIDO SEGUNDO APELLIDO NOMBRES

URBANO [ ] RURAL [ ]

DIRECCION
FECHA DE NACIMIENTO __ / /| EDAD

TELEFONO CELULAR

HISTORIA GINECOLOGICA

EDAD DE LAMENARQUIA  EDAD DE LAMENOPAUSIA __ PARIDAD ___ NULIGESTA

EDAD DEL PRIMER EMBARAZO EDAD DEL ULTIMO

EMBARAZO

No. DE HIJOS: NACIDOS VIVOS MUERTE FETAL ABORTOS INVOLUNTARIOS
ABORTOS ECTOPICO

METODO DE PLANIFICACION: SI__ NO__ TIPO: INY___

ORAL OTROS

TERAPIA DE REMPLAZO HORMONAL.: SI NO




LACTANCIA: SI NO DURACION:

HISTORIA PERSONAL Y FAMILIAR
¢CUAL ES SU ESTADO CIVIL ACTUAL?

SOLTERA ___ CASADA___ ACOMPANADA __ SEPARADA/DIVORCIADA _ VIUDA
¢CUAL ES EL NIVEL DE ESTUDIOS QUE HA COMPLETADO?

PRIMARIA __ SECUNDARIA____ TECNICO ____ UNIVERSITARIO

¢CUAL ES SU OCUPACION?

¢CUANTOS PERSONAS HABITAN EN SU CASA?

(CUANTAS PERSONAS TIENE EMPLEO FORMAL?

¢CUANTAS HERMANAS TIENE USTED EN TOTAL, YA SEAN VIVAS O MUERTAS?
¢CUANTOS HERMANOS TIENE USTED EN TOTAL, YA SEA VIVOS O MUERTOS?

¢CUANTAS HIJAS E HIJOS TIENE USTED? HIJAS HIJOS

HABITOS
¢HA FUMADO TABACO EN SU VIDA? SI NO__ ¢SI HAFUMADO, POR CUANTOS ANOS?

¢APROXIMADAMENTE CUANTOS CIGARRILLOS AL DIA?

¢(HA INGERIDO ALCOHOL EN SU VIDA? (Sl ¢(NO ¢SI LA RESPUESTA ES SI, CUAL ES

LA FRECUENCIA CON QUE LO HACE? UNA VEZ POR SEMANA DOS VECES POR SEMANA

DIA DE POR MEDIO DIARIO .

DATOS CLINICOS

¢CUANTAS MAMOGRAFIAS SE HA REALIZADO EN LOS ULTIMOS 5 ANOS?

¢(CUANDO SE HIZO SU PRIMER MAMOGRAMA? ¢CUAL ES EL MES Y ANO DE SU
ULTIMO MAMOGRAMA? __/

¢EN QUE MES Y ANO LE DIAGNOSTICARON EL CANCER?

¢(ALGUNA VEZ HA SIDO SOMETIDA A ALGUNO DE LOS SIGUIENTES PROCEDIMIENTOS

QUIRURGICOS?



(BIOPSIA DE TUMOR CERVICOUTERINO? Sl NO

¢EXTIRPACION DE UN TUMOR? SI___ _NO__

(ELIMINACION TOTAL DELUTERO? SI___ NO___

¢CIRUGIA PARA EXTRAER UNO O AMBOS OVARIOS?SI__ NO____

EN CASO AFIRMATIVO, UNO___ AMBOS ____, ;QUE EDAD TENIA?
¢EXTIRPACION DE SENOS?SI__ NO____, ;CUANTOS? UNO__ AMBOS

¢(CONOCE USTED EL ESTADIO DE SU CARNCER?

ESTADIO MARQUE CON UNA X OBSERVACIONES

0

1A

1B

A

B

Inc

EN SU FAMILIA, HAN TENIDO ALGUNO DE LOS SIGUIENTES CANCERES:

CANCER DE MAMA: SI___ _NO___ PARENTESCO
CANCER DE OVARIO: Sl NO___ PARENTESCO
CANCER DE COLON: SI___ NO___ PARENTESCO
CANCER DE PROSTATA: SI___ NO___ PARENTESCO
OTROS CANCER: SI___NO___ PARENTESCO
ESPECIFIQUE

NOMBRE DEL MEDICO QUE LA ATIENDE:

OBSERVACIONES:




ANEXO 6

T UNIVERSIDAD

NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA, CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
MANAGUA
UNAN-MANAGUA
Yo estoy de acuerdo en participar en el estudio

que esta realizando el equipo de investigacion de la UNAN Managua, el que tiene por titulo
“Determinacion de la frecuencia de mutaciones genéticas asociadas a cancer de mama en

mujeres nicaragiienses.”

El equipo de investigacion me ha explicado claramente los objetivos de la investigacion, asi
como el procedimiento para la recolecta de la informacion y de la toma de muestra de sangre.
Estoy consciente que me extraerd una muestra de sangre (5ml), la que sera sometida a estudios
de ADN para identificacion mutaciones genéticas. La extraccion de esta sangre NO tiene
ningun riesgo o dafio a mi salud. Los resultados de esta investigacion seran de mucha utilidad
para identificar si mi cancer es de origen hereditario y como esto podria afectar a mi familia. Los
resultados de mi muestra que sean clinicamente relevante, seran entregados personalmente. Este
estudio también puede llegar a beneficiar a otras mujeres con predisposicion genética al cancer,

contribuyendo a la deteccidn precoz y terapia dirigida.

Toda la informacién suministrada, asi como los resultados del estudio seran manejados con

caracter de confidencialidad.

Fecha y firma de la participante Fecha y firma del investigador



ANEXO 7

Tabla 10: Frecuencia de mutaciones en cada gen estudiado

Gen Frecuencia %
BRCA2 39 100
TP53 39 100
CDH1 37 95
PTEN 29 77
BRCA1l 28 74
PALB?2 10 26
CHEK2 1 2

Fuente: Resultados de secuenciacion

Tabla 11: Variantes identificadas en el gen de alta penetrancia BRCAL.

Variante Significado Frecuencia %
Clinico
P824L No registrada 23 59
K887R No registrada 15 38
S1613G Benigna 15 38
E1038G Benigna 15 38
R1028H Benigna 7 18
D693N Benigna 2 5
M1008V Benigna 1 3
L668F Benigna 1 3
R1516K No registrada 1 3

Fuente: Resultados de secuenciacion



Tabla 12: Variantes identificadas en el gen de alta penetrancia BRCA2.

Variante Significado Frecuencia %
clinico

V2446A No registrada 39 100
N372H Benigna 12 31
N289H Benigna 11 28
N991D Benigna 11 28
12490T Benigna 7 18
A2951T Benigna 7 18

3036del4 Patogénica 2 5

Y3417H Benigna 1 3
D156G Incierto 1 3
12944F Benigna 1 3
13412V Benigna 1 3
L2512F Incierto 1 3
Y600F Benigna 1 3

Fuente: Resultados de secuenciacion

Tabla 13: Variantes identificadas en el gen de alta penetrancia PALB2.

Variante Significado  Frecuencia %
clinico
Q559R Benigna 10 26%
E67Q No registrada 2 5%
G998E Benigna 2 5%
P210L Incierto 2 5%
L337S Incierto 2 5%
€.2748+1G>T Patogénica 1 3%

Fuente: Resultados de secuenciacion



Tabla 14: Rango de edades de las pacientes al momento del estudio.

Edad
Frecuencia  Porcentaje
25-30 1 2,6
31-35 1 2,6
36-40 1 2,6
41-45 7 17,9
46-50 11 28,2
51-55 10 25,6
56-60 4 10,3
61-65 1 2,6
66--70 3 7,7
Total 39 100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

Tabla 15: Procedencia y estado civil de las pacientes del estudio.

Procedencia Total
Urbano Rural
Soltera 13 1 14
Estado Casada 15 2 17
cvil Union Libre 3 0 3
Divorciada 3 0 3
Viuda 2 0 2
Total 36 3 39

Fuente: Ficha de recoleccién de datos



Tabla 16: Nivel académico de las pacientes del estudio.

Nivel académico
Primaria
incompleta
Primaria Completa
Secundaria
Completa
Secundaria
incompleta
Técnico
Universitario
Total

Frecuencia

2

4

19
39

Porcentaje

5,1

154
15,4

5,1
10,3

48,7
100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

Tabla 17: Ocupacién de las pacientes del estudio.

Ocupacioén
Ama de casa
Costurera
Negocio
propio
Comerciante
Profesional

Total

Frecuencia
11

18

39

Porcentaje
28,2

15,4

51

5,1
46

100,0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos




Tabla 18: Aspectos personales y familiares de las pacientes del estudio.

Factores de Frecuencia  Porcentaje
Riesgos
10 26%
Tabaco
Ingesta de Alcohol 16 41%
Nuligesta 5 10%
Paridad 34 87%
Lactancia 31 80%
Antecedentes 20 51%
familiares
Menarca < 12 afios 15 38%
Embarazo > 30 3 8%
afos
Embarazo < 20 14 36%
afos
Anticonceptivos 3 8%
orales

Fuente: Ficha de recoleccion de datos



ANEXO 8

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE CONCEPTO | SUBVARIABLE | INDICADORES | VALORES CRITERIOS
Patoldgica
Suma de todas las BRCA1l Benigna
secuencias de BRCA2
ADN que TP53
contienen PTEN Probablemente Delecion
informacién PALB2 Mutacion patoldgica Duplicacién
Genes genética para la CDH1 Insercién
sintesis de una CHEK2 Probablemente

proteina

especifica.

benigna

Significado

incierto




VARIABLE CONCEPTO | SUBVARIABLE | INDICADORES | VALORES CRITERIOS
25-30 afos
31-35 afios
36-40 afos
41-45 afios
Edad 46-50 afios
Caracteristicas 51-55 afios
Caracteristicas sociales y 56-60 afios
sociodemograficas | econdmicas de 61-65 afos
una poblacion 66-71 afos
determinada. Urbano
Procedencia Rural Si-No
Casada
Estado civil Soltera
Divorciada Si-No
Unién libre

Viuda




Nivel de

escolaridad

Analfabeta
Primaria
completa
Primaria

incompleta

Secundaria
completa

Secundaria

incompleta
Técnico

Universitaria

Si-No

Ocupacion

Ama de casa
Trabajo formal

Trabajo informal

Si-No




VARIABLE CONCEPTO | SUBVARIABLE | INDICADORES | VALORES CRITERIOS
Antecedentes Céancer de mama Primer grado
familiares Céncer de ovario Si-No Segundo grado
Es cualquier Céncer de colon Tercer grado
rasgo, Otros Cuarto grado
caracteristica o
explosion de un
individuo que
Aspectos aumente su Tabaco Si-No
personales y probabilidad de
familiares sufrir una Hébitos .
Consumo de Si-No
enfermedad o
] alcohol
cualquier otro
problema de
Edad de la < 12 afios
salud.
menarca > 13 afios
Historia Nuligesta Si-No
Ginecologica Método de
planificacion Si-No
Paridad Si-No




VARIABLE CONCEPTO SUBVARIABLE | INDICADORES | VALORES CRITERIOS

> 30 afios
Edad del primer 20-30 afios

embarazo .
< 20 afios
Historia > 30 afios
Ginecolégica Edad del altimo 20-30 afios
embarazo < 20 afios

Lactancia Si-No







