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..y la ciencia pasara.. y ahora
permanecen la Fé, 1a Esperanza y
el Amor, estos tres; pero el mayor
de ellos es el Amor.
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RESUMEN

Pablo Ruiz Flores Fecha de graduacién: mayo del 2001
Universidad Antdnoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del estudio: IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN LOS GENES
BRCA1 Y BRCA2 EN FAMILIAS DEL NORESTE DE MEXICO CON
PREDISPOSICION AL CANCER DE MAMA.,

Numero de piginas: 90 Candidato para el grado de Doctorado
en Ciencias con especialidad cn Bialogia
Molecular ¢ Ingenieria Genética.

Area de Estudio: Oncologia Molecular.

INTRODUCCION: El cincer d¢ mama (CM) es un importante problema de salud
publica cn €l mundo. En México es la segunda causa de muerte por cancer ¢n la mujer,
siguiéndole al cancer cervicouterino. En 1990 y 1994 tueron identificados los dos
principales genes de susceptibilidad al CM, llamados BRCAl y BRCAZ,
respectivamente. Las proteinas codificadas por estos genes actiian como supresoras de
tumores, reguladores del ciclo celular y participan en la reparacion del DNA. Se han
descrito vanas mutaciones en estos genes en Europa, Estados Unidos y Australia, pero la
frecuencia y tipo de mutaciones son desconocidas ¢n Latinoamérica, Africa y Asia
OBJETIVO: Identificar y cstablecer la frecuencia y tipos de mutaciones en los gencs
BRCAl y BRCA2 en familias del Noreste de México con predisposicion al CM.
METODO: Previa seleccion, un total de 55 mujeres diagnosticadas antes de los 35 afios
y/0 con una hustotia familiar de CM u ovario fueron reclutadas del Centro Universitario
Contra el Cancer del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez" y de la
Clinica 25 del Seguro Social. A cada una se le llend un cuestionario y se le tomaron [0
ml de sangre periférica. A las muestras se les extrajo el DNA por la técnica de salado. Se
amplificaron los 24 exones d¢ BRCALl y los 27 de BRCAZ2 y se les realizd un andlisis de
heteroduplex en basqueda de bandas variantes que posteriormente fueron secuenciadas.
RESULTADOS: Fucron encotitrados 16 hcteroduplex en BRCAL y 44 ¢n BRCA2. De
ellos, 41 fueron positivos para algin cambio en la secuencia y 1Y presentaron una
secuencia normal. 24% de los casos tuvieron mutaciones en alguno de los dos genes.
Fueron identificadas cuatro mutaciones en el gen BRCAL y 17 en BRCA2: Dos de ¢llas
producen proteinas truncadas que son causales de enfermedad. Adicionalmente, se
encontraron siete mutacioncs de cambio de sentido de cfecto descanocida, pero que muy
probablemente tienen incidencia sobre el desarrollo de la enfermedad. Ademas, se
encontrd una mutacion que produce un codon prematuro de terminacion de la
traduccion, ocho polimorfismos exénicos, dos polimorfismas intrénicos y una mutacién
en la region 3’ no traducible del gen BRCALL.




CONCLUSIONES: Fueron mas frecuentes las mutaciones en el gen BRCA2 (18%)
que en ¢l gen BRCAL (6%). De las mutaciones identificadas, seis no han sido descritas,
y podrian ser exclusivas de México. Dos de las mutaciones han sido descritas en otras
poblaciones y otra mdas ha sido descrita en una familia mexicana residente en E. U, A,
§dlo el 5.5% de mujeres jGvenes presentaron mutaciones en el gen BRCAL, lo cual es
scmejante a la frecuencia descrita en otras poblaciones en estudios semejantes a é&ste;
mientras que el 12.5% de los casos con historia de cancer de mama en la familia y el
22.2% de mujeres jévenes sin historia familiar positiva, presentaron mutaciones en el
gen BRCA2. Nuestros resultados muestran que la frecuencia de mutaciones en estos
genes en nuestra poblacion es semejante a las descritas para familias eurapeas,
incluyendo las espariolas, pero la mayoria de los tipos de mutaciones son diferentes,
sugiriendo que pueden ser caracteristicas de nuestro pais.

Un analisis de¢ mayor cantidad de pacientes, buscando las mutaciones encontradas
especificamenie en este estudio, servird para determinar la frecuencia de estas
alteraciones en los casos de cancer d¢ mama dec nuestra poblacién y para la
identificacion de pacientes en riesgo. Serd de gran interés continuar con esos estudios
tanto en México como en otros paises latincamericanos, en series de pacientes en las
cuales se colecte tanto 1y histonia familiar cemo la exposicion a factores de riesgo, con el
propdsito de identificar interacciones genético-ambientales yue puedan aumentar el
riesgo conferido por estos genes de susceptibilidad al CM.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS FIRMA DEL CO-DIRECTOR DE TESIS

= A

Prof. Dr. Hugo A Barrerd Saldaia Dra. Rocio Ortiz Lopez
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Introduccion
[dentificacidn de rutacionss ¢n los genes BRCAL y HRCA2 en pacicntcs del Noreats de Méxicu con céncer dc mama.

CAPITULO1

1. INTRODUCCION

1.1. EPIDEMIOLOGIA

1.1.1. Generalidades

El ciancer de mama (CM) se encuentra entre los canceres humanos mas comunes,
con cerca de trescientas mil mujeres muriendo por esta enfennedad cada afio en el
mundo (1). En los Estados Unidos de América (E.U.A.) esta neoplasia se incrementé de
una manera sostenida desde 1930, con un aumento promedio de 1.2% por aiio, segiin fue
descrito por The Connecticut Tumor Registry (2). En afios recientes, mas de 180,000
mujeres son diagnosticadas cada afio con CM, representando el 32% de todos los
canceres incidentes en aquella nacién (3). De estas mujeres, 50,000 muercn anualmente

como consecuencia de la enfermedad.

Aunque se piensa que ¢l aumento en la frecuencia del CM es debido a la mayor
expectativa de vida de la poblacion y al advenimiento de mejores meétodos de

diagnostico (especialmente la mamografia), también se reconoce el papel que pueden
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jugar cambios en el medio ambiente y en el estilo de vida, para incrementar la frecuencia
del CM. Estos mismos factares y la aparicién d¢ mejores alternativas de tratarniento, s¢

han postulado como responsables de la disminucién en la mortalidad. (4).

Bondy y cols., encontraron en 1992 una menor frecuencia de CM en la poblacidn
hispana, al compararla con las poblaciones caucdsica y alroamericana, Este hallazgo fue
atribuido a una menor nulipandad y a un mayor numero de hijos entre las hispanas (5).
La tendencia de la mortalidad por CM en los ultimos 15 aflos se ha triplicado y se prevé
que esta tendencia continde en el futuro (6). En nuestro pais, el CM es la segunda causa
de mortalidad femenina debida a cincer, después del cdncer cervicouterino (7). Parte de
la explicacion de este incremento se encuentra en cambios en el estilo de vida de la

poblacién y en cambios en los patrones reproductivos (6).

1.1.2, Factares de Riesgo

La etiologia del CM ¢s multifactonial, ya que interviencn en ella factores
genéticos, endocrines y fisiopatoldgicos, entre otros. Los factores de riesgo para CM han
sido investigados desde hace tiempo con el propdsito de hacer modificaciones a
diferentes aspectos socioculturales del estilo de vida que permitan disminuir ¢l riesgo de

padecer esta neoplasia (8). Lous factores de riesgo mds moportantes son:

A) Historia familiar positiva. Este es el mayor factor de riesgo para el desarrollo
de CM y los genes BRCA1 y BRCAZ2 son los principales genes de susceptibilidad para

la enfermedad (9, 10, 11).
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B) Edad. El riesgo relacionado con la edad va desde 1 en 20,000 para mujeres
menorcs de 25 afios, hasta L en 9 para aquellas de 85 afios y mayores (12).

C) Factores reproductivos. Entre tales factores estin una mcnarca antes de los 12
afios (con un riesgo relativo o RR de 1.2), la nuliparidad (RR: 2), y una menopausia
después de los 50 afios (RR: 2 a 5) (13, 14).

D) Radiaciones ionizantes. La radiacion es también un factor de niesgo paru CM,
lo cual fue observado entre las mujeres supervivientes a la bomba atémica (RR: 13) (15)
y en las mujeres que han recibido radiacion por enfermedad de Hodgkin (RR: 75.3) (16).

£) Lactancia. Diversos investigadores han postulado que la lactancia gjerce un
cfecto protector contra el CM, debido a quc como consecuencia del estado hormonal
prevaleciente se retrasa la menstruacion en dicha etapa, mientras que el tiempo de
exposicion a los estrégenos se ve reducido (17).

F) Dietas altas en grasa y obesidad, Dilerentes evidencias sustentan la relacion
entre obesidad y CM, destacando los estudios epidemiologicos en grupos de asiaticos,
que al emigrar a Occidente experimentaron cambios en sus costumbres alimenticias, con
un comsecucnte aumento en la tasa de incidencia y mortalidad por CM en las

generaciones subsecuentes (18).

Factores adicionales que se han propuesto como de riesgo para CM en algunaos
pero no en todos los estudios son: aborto (19), patologia mamaria previa (20), ingesta de

alcohol (21), falta de gjercicio (22), y terapia estrogénica de reemplazo (23).
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1.1.3. Factores de riesgo en la poblacion mexicana

Los principales factores de riesgo para CM entre mujeres mexicanas seglin un
estudio realizado por Lopez-Carrillo y cols., fueron: La ausencia de hijos, una baja
paridad, tener el primer parto a edades tardias y una histonia positiva de CM en la
familia; mientras que amamantar a los hijos mostré un efecto protector en las mujeres
premenopiusicas (8). Romieu y cols. evidenciaron una relacidn inversa entre fa duracién
de la lactancia y el riesgo de padecer CM, encontrando, tanto en mujeres pre- como
posmenopausicas, un mayor efecto protector con el mayor tiempo de amamantamiento
del primer hijo (24). Paredes-Lopez y cols. encontraron relacion del CM can la
obesidad, la ausencia de lactancia, el uso de anticonceptivos y la presencia de diabetes
mellitus (25). Calderén-Garciduetlas y cols. por su parte, encontraron mds abortos entre

las pacientes con CM que en sus controles (26).

1.2. GENETICA

El CM c¢s una enfcrmedad compleja y heterogénea causada por la interaccidn de
factores genéticos y no genéticos. La mayoria de los casos de CM son de tipo
esporadico, es decir, que no existen em la familia antecedentes de otros familiares
afectados. Sin embargo, una historia familiar de CM ha sido reconocida desde hace
mucho tiempo como un factor de riesgo (27). EL CM de tipo hereditanio es aguel en ¢l
cual 1a historia familiar muestra la presencia de varios familiares afectados con CM. En

estas familias la edad de aparicién de la enfermedad es considerablemente menor que en
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los casos esporadicos, los casos de CM bilateral son mas frecuentes, y en algunas
familias ocurre la presencia de otros tipos de cancer en los individuos afectados. De
éstos, entre los mas comunes estan: el cancer de ovario, el de colan, ¢l de prostata, ¢l de
endometrio y los sarcomas (4, 28). Se piensa que el tipo hereditario representa del 3 al
10% de todos los CM y que factores hereditarios son responsables del 25 al 35% de
todos los casos diggnosticados antes de los 30 afivs. Cuando una muer tiene un familiar
de primer grado (madre, hermana o hija) que desarrollo CM antes d¢ los 40 aitos, su
riesgo de desarrollar el padecimiento ¢s tres veces mayor que €l de la poblacion general,
Este riesgo es 5 veces mayor cuando el CM es bilateral y 9 veces mayor cuando es
bilateral y de inicio temprano (29). 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 (30), otros autores refieren un RR de 1.8

para los pnmerys y de 1.4 para los segundos (31).

Existen casos que no son hereditatios en los que dos o mas familiares de primer
grado han tenido CM. En €stos, se piensa que algunos factores ambientales a los que la
familia estd expuesta subyacen a la enfermedad (32). Tales factores incluyen la
exposicion a carcindgenas en un &rea geografica determinada (pudiendo afectar a varios
miembros de la familia que vivan en el mismo lugar), factores émicos y culturales que
afectan el estilo y las costumbres de vida (como por gjemplo la edad a la que se tiene el
primer parto), el uso de anticonceptivos y el nivel socioecondmico (dada su influencia

en el tipo de dieta y demas habitos que los individuos tienen).

En 1984 Williams y Anderson haciendo un andlisis de segregacion, fueron los
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primeros en proveer evidencias de la existencia de un gen autosémico dominante de
susceptibilidad al cdncer d¢ mama, con penstrancia relacionada con la edad (33).
Actualmente han sido ideutificados dos genes de alta penetrancia de susceptibilidad al
CM; los genes BRCAL y BRCA2 (9, 10, 11, 34, 35, 36). Adicionalmente, mutacioues en
otros genes, como el gen del receptor de andrdgenos (37), el gen pS3 en familias con
Sindrome de Li-Frameni (38), ¢l gen de la enfermedad de Cowden (Sindrome de
multiples hamartormas) (39) y el gen de la enfermedad de Muir, caracterizada por
miultiples neoplasias de la piel y del tracto gastrointestinal (40), ban sido identificados
como causas menos comunes del CM hereditario. Finalmente, existen otros genes mas,
también de baja penetcancia, como el gen de la Ataxia Telangiectasia (ATM) (41), un
raro alele de un locus minisatélite adyacente a HRAS1 y localizado en el cromosoma 11
(42), y quizd otros ain no identificados, que son responsables del incremento en la
susceptibilidad al CM en familias en las cuales cxiste agregacion familiar, mas no sc les

ha podido demostrar un patron de herencia mendeliano.

1.2.1. Elgen BRCA1

En 1990 se identificd en el cromosoma 17 en 17q21 la region dentro de la cual se
encuentra el primer gen de susceptibilidad al CM (Fig. 1), llamado BRCA1 (34, 35). El
gen fue clonado y secuenciado por Miki y cols. en 1994 (9), ocupa compuesta de
aproximadamente 100 kb del DNA gendmico y tiene 24 exones de los que 22 son
traducidos. Su estructura es inusual, con la mayoria de los exones en el rango esperado
(de 100-500 pb), pero con el exdn 11 constituyendo aproximadameunte el 60% (alrededor

de 3500 pb) de la region codificante. La transcripcion del gen origina un RNAm de 7.8
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kb de longitud del cual se traducen 5592 nucleétidos, produciendo una proteina de 1863

aminoacidos (9).

1.2.1.1.Epidemiologia de las mutaciones del gen BRCAI

En un estudio realizado en 214 familias con historia de CM se detect6 que solo el
45% de ellas presentaban ligamiento a este gen. Sin embargo, ¢l porcentaje de familias
con mutaciones en BRCA1 se elevo al 70% cuando la edad de diagnéstico del CM en las
familias fue de menos de 45 afos (43). La frecuencia estimada de mutaciones en el gen
BRCA1 en la poblacion general, segiin ese estudio, es de aproximadamente 1 en 2000.

Los judios ashkenazis son la excepcion, ya que la frecuencia en ellos se ha estimado en 1

en 100 (44).
L‘T 1
2803delAA \
Cys61Gl

Figura 1. Mutaciones mis frecuentes en el gen BRCAL. La mutacion /85 del AG en el exon 2 es la mas
comun de todas las mutaciones descritas en este gen y es, junto con la mutacion 5382 lns C, la mas
frecuente en judios. Cys 6/ Gly ha sido descrita en EUA, /294 del 40 y 4184 del 4 en Gran Bretafia y
2803 del A4 en Holanda y Bélgica.

Frecuentemente, en la mayoria de las familias con menos de 4 casos de CM o

cancer de ovario, la causa no se encuentra relacionada con mutaciones en el gen
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BRCAL. Sin embargo, cuando existen 2 0 més casos de inicio temprano y dos o mas
casos de cancer de ovario, la probabilidad de encontrar mutaciones en este gen es del
92% (30).

Estudios iniciales estimaron que las portadoras de mutaciones en el gen BRCA1
tienen un riesgo del 87% de desarrollar CM y del 40 al 60% de desarrollar cancer de
ovario en algun momento de su vida (43). Sin embargo, en estudios posteriores
realizados por Struewing y cols. en mujeres y hombres judios, el nesgo de desarrollar
CM fue del 56%, el de cancer de ovario del 16% ¥ el de cancer de prdstata fue del 6%
(44). La explicacion de esta difereacia estriba en ¢l sesgo que probablemente tuvieron
los primeros estudios, debido a que en ellos fueron seleccionadas las familias con mayor
numero de casos, tanto de CM como de ovario y con mayor cantidad de mujercs
jévenes. El riesgo de desarrollar formas bilaterales de CM es también mucho mas alto en

portadoras (45).

En los casos familiares, la mayoria de las mutaciouss descritas sou germinales,
miefitras que es raro encontrar mutaciones en lineas somadticas, tanto en los casos
familiares como en los esporddicos (46, 47). Pricticamente todas las pacientes se
encuentran en estado heteracigoto para la mutacion. Una sola persona ha sido descrita
con los dos alelos mutados para este gen, habiendo heredado un aielo mutado de cada
uno de los padres. Esta persona heterocigota compuesta presenté CM a la edad de 32

afios (48).

Se han utilizado una gran variedad de técnicas para detectar mutaciones en el gen

BRCAL, incluyendo el analisis de polimorfismos conformacionales de cadena sencilla
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(SSCP), la cromatografia de liquidos de alta resolucidn (HPLC) (49), €l ensayo de la
proteina truncada (PTT) (50, 51), ¢l amalisis de heteroduplex (HDA) (52) y la
sccuenciacién directa. Los trabajos que describieron las primeras mutaciones en el gen
BRCAI mostraron que el 55% se cncuentran localizadas en el ¢xén 11, lo cual no es
sorprendente, debido a que éste contiene el 62% de la secuencia codificante (53). Del
total de mutaciones, €l 52% han sido detectadas una sola vez y el 87% de ellas dan como
producto proteinas truncadas o ausencia de la proteina. La mayoria provgcan cambios en
el marco de lectura, con la aparicion de codones prematuros de ternunacién. Han sido
identificadas tambiéo variantes de corte y empalme (“splicing”). Las mutaciones

restantes provaocan un cambio de amino4cido, mas na producen una proteina truncada.

Se ha descrito que mutaciones en el extremo 5' del gen predisponen a CM y
ovario, mientras que mutaciones en €l extreme 3’ estin ascciadas de manera especifica a
CM (54). Mutaciones loculizadas en las dos regiones terminales, parecen estar asociadas
a un fenotipo mas grave (55), sugiriendo que esas dos regiones pueden ser importantes

en el control del desarrollo celular de la glandula mamaria.

El riesgo para otros tipos dc cdncer también puede estar incrementado a causa de
mutaciones €1 el gen BRCAIL. Un estudio realizado en 1993 en familias numerosas de
Islandia, demostro un incretmento en la recuencia de cancer de prostata (56). Estudios
posteriores confirmaron que mutaciones en BRCAL resultan en un riesgo de 4.11% de
padecer cancer de colon y de 3.33% de padecer cancer de prostata (57). Sin embargo,

mutaciones en este gen raramente se asocian con ¢l CM cn varones (58).
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Entre ¢l grupo de mujeres jovenes con CM son mas frecuentes las mutaciones en
el gen BRCAL que en el gen BRCAZ2, por lo cual se piensa que mutaciones en BRCALI

favorecen el inicio temprano de la enféermedad (59).
1.2.1.2. Funciones del gen BRCALl

El gen BRCAL es transcrito en todos los tejidos (60) y aunque se conoce poco
acerca de su regulacion transcripcional (61, 62), se ha demostrado que los niveles de su
RNAm y proteina son alterados por algunas hormonas esteroideas (63, 64). Los
cstrogenos y una mezcla de estrogenos y progesterona incrementan ¢l RNAm y la
proteina en lineas celulares humanas, mientras que en las glandulas mamarias de
ratones, la expresion del gen breal (58% de similitud con su homdlogo humano

BRCAL) se incrementa durante la pubertad y nuevamente durante el embarazo (65).

Estudios de hibridacion de RINA del tipo “Northern Blot” en RNAs aislados de
glandulas mamarias de ratdn, corroboraron que el gen Brcal es expresado fuertemente
en la glindula mamaria durante el embarazo, permaneciendo los niveles elevados al
menos cuatro semanas después de la regresion postlactacion del epitelio mamaria (60).
Asi pues, se cree que el gen BRCAL estd implicado en la proliferacidn de las células
epiteliales de la mama y que es regulado al menos de manera secundaria por cambios en

las hormonas oviaricas durante el embarazo.

Estudios por fraccionamiento celular e inmunoflucrescencia han mostrado que la

proteina BRCAL tiene localizacion intranuclear en c¢élulas normales, mientras que en

10
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celulas cancerosas se localiza tanto en ¢l nucleo como eu ¢l citoplasma (66), sugiriendo
que la localizacién celular inadecuada de esta proteina pudiera ser un mecanismo por el

cual jueguc un papel en la patogénesis de los tumares mamarios.

Una regidn del gen BRCA] tiene similitud con una secuencia consenso de las
graninas (67). Las graninas son proteinas secretadas y modificadas para forinar péptidos
bioactivos que acttan en la superficie celular. Si la proteina BRCAI1 fuera secretada, este
seria un hecho inusual para un gen supresor de tumnores. Sin embargo, existen evidencias
que demuestran que los anticuerpos usados en los experimentos descritos tienen reaccion
cruzada con el factor de crecimiento epidérmico, una molécula expresada en la
superficie celular, por lo cual es posible que lo que se encontré como producto de
secrecion sea el factor de crecimiento epidérmico y mo la proteina BRCAL
Adicionalmente, se sabe que esta secuencia consenso de las graninas no esta altamente
conservada de mancra evolutiva, 10 cual sugiere que probablemente no es importante

para la funcidn del gen (68).

Aun antes dc que se aislara el gen BRCAL, se predijo que tenia una funcién
supresora de tumores. Estas predicciones se basaron en el hecho de que las mujeres
heterocigotas en linea germinal para este gen, presentan pérdida de la heterocigocidad
cuando se analizan las células tumorales (69). Estudios experimentales donde se hace
transferencia retroviral del gen BRCAL tipo silvestre a lineas celulares tumorales de
mama y ovario, demucstran que se inhii:e ¢l desarrollo dcl tumor (70). Lo mismo ha sido
demostrado en el ratén desnudo, en el cual el desarrollo de tumores es inhibido en

presencia de BRCAL tipo silvestre, aln cudando exisla el gen enddgeno mutado,

11
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reforzando la idea de su funcidn como supresor de turnores (71). Shao y cols., han
sugerido gue este gen también podria jugar un papel en el desarrolla de la apoptosis o
muerte celular programada (72). Hakem y cols., supnmiendo la expresion de p53 y de
p21, lograron aumentar la sobrevida de embriones mutados en los dos alelos de BRCAL1
(73), sugiriendo que la mortalidad de los embriones es debida a un arresto del ciclo

celular por dafio al DNA.

En el extremo 5 del gen ¢xiste una region de 126 pb que codifica para un
dominio de! tipo "dedos d¢ zinc" (9), sugiriendo que la proteina BRCAI puede funcionar
como un factor de transcripcion. Aproximadamente el 1% de todos los genes humanos
incluyen secucncias para este tipo de estructura. En general, parecc que estos dominios
habilitan a las proteinas para (nteractuar con otras moléculas, en algunas casos proteinas
y en otras RNA 0 DNA (74). Recientemente se ha encontrado que la region de dedos de
zinc de BRCAL interactua con el dedo de zinc cercang al extremo N terminul de la
proteina BARDI (Fig. 2) creando un heterodimero en ¢l cual los dedos de zine se
encuentran en union estrecha (75). Probablemente BRCAl y BARDI cooperan en el
reconocimiento de secuencias especificas del DNA, ya que como es sabido, muchos

factores de transcripeion se unen al DNA sdlo despugs de formar heterodimeros (76).

Estudios recientes han mostrado la existencia de una proteina BAP1 (proteina-1
activadora de BRCALl), a través de la cual la proteina BRCAl podria actuar como
coactivador de la transcripcion (77). En la regidon C terminal el gen BRCAI tiene un
dominio BRCT (BRCAI1 C Terminal) similar al que existe en proteinas de mamifero que

se unen a p53 (78), sugiriendo que BRCAL1 pudiera interactuar con esta proteina para

12
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activar la transcripcion de una gran variedad de genes.

Se sabe también que la proteina BRCAI posee tres secuencias sefial de
localizacién nuclear, que permiten a la proteina pasar del citoplasma al nicleo (79).
Dichas sefiales capacitan a la proteina para unirse a un complejo receptor citosélico
consistente de una importina alfa y una beta. En el poro nuclear una proteina de unién a
GTP suple la energia necesaria para que el complejo importinas-BRCA1 pase a través
del poro nuclear (80). En el niucleo la importina beta se disocia, pero la importina alfa
acompaia al sustrato al sitio nuclear de accién. La evidencia maés reciente de que
BRCAL tiene funcion en el niicleo es su capacidad para unirse a RADSI1, una proteina
que se encuentra involucrada tanto en el proceso de recombinacién meiética como en la

reparacion de rompimientos cromosdmicos (81).

P53 Importina o
HDAC 112
BRCAI
c-myc RAD 51 cup -
Dedo de Zinc
BARDI1
BAP1

Figura 2. Dominios funcionales identificados en la proteina BRCAIL. Se ilustran los tipos y
ubicaciones de los dominios funcionales. BARD1 = Proteina de unién al anillo de Zinc de BRCA1; BAPI
= Proteina 1 asociada a BRCA1; SLN = Sefiales de localizacion nuclear; BRCT = Dominio BRCA1 C-
Terminal; HDAC 1/2 = Histona-deacetilasas 1 y 2; RHA = RNA elicasa A; CtIP = Proteina interactuante
con la proteina de unién C-Terminal.

La proteina BRCAI es fosforilada de manera dependiente del ciclo celular (82).

13
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Su maxima expresion y fosforilacion se observan en la fase § y durante la mitosis. La
cinasa 2 dependiente de ciclina y las cinasas asociadas a las ciclinas D y A son capaces
de unirse a la proteina BRCA1 y fosforilarla in vitro, sugiriendo que la proteina puede
ser regulada in vivo a través de su fosforilacién por estas cinasas. Estudios subsecuentes
hun mostrado que los niveles del RNAm y de la proteina BRCAL son mas altos en
células en rapido crecimiento y disminuyen después de que los factores de crecimiento
descienden, clevandose entre Gl y S (64), sugiriendo que puede jugar un papel en el

mecanismo de control del ciclo celular a nivel del paso de 1a fase G1 a la fase S.

1.2.2. El gen BRCA2

Después del descubrimiento del gen BRCAL se observd que muchas de las
{amilias con un patrdn claramente hereditatio no presentaban mutaciones en este gen,
por lo que se sospechd la existencia de un segundo gen de susceptibilidad al CM.
Progresos iniciales para la identificacion de ese segundo gen siguieron al amalisis de
ligamiento de 22 familias con miiltiples casos de aparicidn temprana de CM y al menos
un caso de cancer de ovarie, pero que no presentaban ligamiento con marcadores ¢n el
gen BRCAL1 (83). Esos estudios dieron camo resultado la localizacidén de este segundo
gen en el cromosoma 13 en las bandas 13q12-13 (Fig. 3); mas especificamente en una

region flanqueada por los marcadores D135289 y D135267 (34).

El gen BRCA2 fue descubierto por analisis de ligamiento en 1994 (84) y clonado
y secuenciado en 1995 (10). Est4 compuesto de aproximadamente 70 kb de DNA

genomico y tiene 27 exones, de los cuales 26 son transcritos. Al igual que para BRCAL,

14
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la mayoria de los exones estan en el rango esperado de 100-500 pb, pero con un exén 11
constituyendo aproximadamente la mitad de la regién codificante. Origina un RNAm de

14.5 kb de longitud que es traducido en una proteina de 3418 aminoacidos (36).

1.2.2.1.Epidemiologia de las mutacianes del gen BRCA2

Este gen tiene un perfil de riesgo sumilar pero no wdéntico al del gen BRCAL,
Segin Neuhausen y cols., el riesgo de padecer CM para las portadoras de mutaciones en
BRCAZ es del 85% y del 10 al 20% de padecer cancer de ovario. Mientras que ¢l ricsgo
de padecer cancer de ovario es 20 veces mayor que para la poblacién general, cuyo
riesgo es del 1%, es menor que el riesgo de 40 a 60% asociado a BRCALI (85). Sin
embargo, el estudio de Strewing y cols. en hombres y mujeres judios, mostré un riesgo

menor de desarrollar CM que el descrito en los estudios iniciales (56%) (44).

También en contraste con BRCAI, mutacioncs en BRCAZ se€ encuentran
asociadas con un riesgo del 6% de padecer CM en varanes, lo cual es raro en portadores
de mutaciones en BRCAIL (80). Aunque en términos absolutos este riesgo es
significativamente menor para varones que para mujeres, el riesgo relativo estd
incrementado 100 veces con respecto a los varones de la poblacidn general, Ademds,
riesgos elevados para ¢l desarrollo de cancer de prostata, pancreatico, de colon y otros
han sido asociados a portadores de mutaciones en el gen BRCAZ2 (36). Las familias que
prescntan mutaciones en una regidén de 3.3 kb dentro del exon 11 presentan una
frecuencia mas elevada de cancer de ovario. Por tal razén, a dicha region se le conoce

como OCCR (ovanan cancer cluster region) (85), suginemdo que esta region es
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importante para la regulacion tejido especifica en el ovario. La figura 3 muestra las

mutaciones mas frecuentes en este gen.

El espectro mutacional del gen BRCA2 cada vez es mejor conocido; mas de 300
mutaciones han sido definidas a la fecha. Estas se expanden a lo largo de la secuencia
codificante y no han sido detectados puntos calientes. La mayoria producen proteinas
truncadas, principalmente debido a inserciones y deleciones (87, 88), aunque a
semejanza de lo que ocurre con BRCAI1, también se han encontrado mutaciones que
producen codones prematuros de terminacion, variantes de corte y empalme y cambios

de un aminoécido por otro (89).

11
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034del4 6174delT  6503delTT
1529deld
5573del/insA/A
2034insA

Figura 3. Mutaciones mas frecuentes en el gen BRCA2. La mutacion 999del5 ha sido descrita
principalmente en Islandia, /529deld y 2034InsA en Gran Bretafia y EUA, 3034deld en Inglaterra y
Canada, 5573del/InsA/A en Gran Bretafia y Francia, 6/74delT en lIsrael y EUA y 6503delTT en Gran
Bretana.

Una paciente descrita con mutaciones en linea germinal, tanto en BRCAl como en

BRCA2, presenté CM a los 48 afios y cancer de ovario hasta los 50 aiios (90).
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1.2.2.2. Funciones del gem BRCA2

El DNAc de BRCAZ no tiene una simulitud significativa con genes descrtos
previamente y la proteina no conticne alglin domimio funcional previamente definido
(36). Aunque el gen BRCAZ humano es sdlo 59% idéntico al Brca2 del raton, las
estructuras primartas de ambos incluyen 8 rcpeticiones casi idénticas de una secuencia
de 20 a 30 aminoécidos, separadas cntre si por fragmentos no ropetitivos de tamarfio
variable (91). El significado de esa multiplicided de dominios es que éstos pueden ser
importantes para su funcion. Sin embargo, algunas de esas repeticiones podrian ser
redundantes. Al igual que ocurrié con BRCAL, se ha detectado un dominio de granina

en el extremo C terminal de este gen.

El gen BRCA2 es expresado en [a mayoria de los tejidos en muy bajos niveles,
con alta expresidon ¢n testiculos. Al igual que ocurre con BRCAL, ¢l gen BRCA2
presenta altos niveles de expresion cm células epitcliales mamarias cn rapida
proliferacion. Tambien dicha expresidn es mas elevada alrededor del paso de G1-S (92).
Ademads, su expresion ¢s incrementada por los glucocorticoides y disminuida por la
deprivacion de factores de crecimiento. Finalmente, la proteina BRCA2 tambien posee

sefiales de localizacidn nuclear (93).

Milner y cols. han demostrado que BRCA2 puede ser un factor de transcripeion,

ya que el dominiv codificado en ¢l ¢xon 3 es capuz de activar la transcripcion y muestra
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similitud con el dominio de activacién de c-Jun, un factor de transcripcion conocido
(94). Dicha similitud corresponde con el sitio de unién para la cinasa Jun N-terminal
(JNK). Esos mismos experimentos sugieren que la activaciéon de la transcripcion esta
bajo el control negativo de secuencias inhibitorias y que las vias de transduccion de
sefiales culminan en la estimulacion de cinasas semejantes a JNK, las cuales podrian
regular la actividad de BRCA2.

La proteina BRCA2 parece interactuar también con RADSI1 (Fig 4) a través de
dos sitios de unién, uno en ¢l centro y otro en la region BRC terminal de la proteina,
sugiriendo una funcién en la recombinacion y en la reparacion de rompimientos de doble

cadena del DNA, procesos en los cuales participa RADS1 (95).

BRCA2

Dominio de SLN
activacion de la
transcripcion

Figura 4. Dominios funcionales identificados en la proteina BRCA2, Se ilustran los tipos y
ubicaciones de los dominios funcionales. P/CAF = Factor asociado a la proteina p300/CBP; Repeticiones
BCR = Secuencias repetitivas en BRCA2; SLN = sefiales de localizacion nuclear.

Shara y cols. han mostrado que los blastocistos deficientes en Brea2 muestran
una sensibilidad incrementada a la exposicién a rayos X (96). Investigaciones recientes
realizadas por Patel y cols. con ratones en cuya linea germinal se ha deletado (Knockout)
la regidén 3' del gen Breca2, han implicado al producto del mismo en el proceso de

reparacion del DNA. Ellos encontraron un deterioro progresivo en la proliferacién
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celular de fibroblastos de embriones de ratones mutados en ambos alelos del gen Breal
(BreaZtr/tr). Las células fueron amrestadas en las fases G1 y G2/M del ciclo celular y
dicho arresto se acompaiid de un incremento en la expresion de p53 y p21 (97). También
encontraron que las células analizadas tenian una marcada scnsibilidad a varios agentcs
genotdxicas, pero los mecanismos de apoptosis y regulacidn del ciclo celular se
mantenian inalterados. La reparacion de rompimientos de doble cadena durante el
proceso de recombinacion V(D)J de la cadena pesada de la IgM en células linfoides
también permaneci¢ intacta. En estas células también se presenté una moderada
sensibilidad a la radiacion gama, tipica de una reparaciéon defectuosa de rompirmuentos de
doble cadcna en el DNA. La sensibilidad a las radiaciones ionizantes podria significar
que Brea2 estd implicado en otras vias de reparacion diferentes a la reparacion de dable
cadena. El cariotipo de estas células mostré rompimientos de ambas cromatides, de
cromdtide sencilla, (rirrudios y cuadrirradios, lo cual sugiere que Breal interviene en el
proceso de reparacidn 4 lo large de todo el ciclo celular. Como las células analizadas por
ellos poseian la mitad 5' del gen y carecian de Ja mitad 3', los autores proponen que no s¢
puede descartar que la region 3' participe en la apoptosis o en la regulacion del ciclo

celular.

Aunque las secuencias de los genes BRCA1 y BRCA2 son muy distintas, ambos

genes presentan grandes similitudes en su estructura y funcion, por lo cual, se ha

propuesto que quiza ambos genes tengan una funcidn celular conjunta o coordinada (98).
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1.2.3. Distribucién poblacional de las mutaciones,

Szabo y King han hecho una excelente revision de los tipos y frecuencias de las

mutaciones en estos genes (99). La proporcidn de farmlias de alto riesgo para CM y de

ovaro debido a mutaciones en los genes BRCAl y BRCAZ varia ampliamente entre

distintas poblaciones, segin puede verse en las tablas 1 y 2.

Tabla 1. Frecuencias de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en familias con
cancer de mama/ovario de varios paises.

Pais BRCAl* BRCA2* Referencia
Gran Bretafia | 71/339 (21%) | 25/290 (9%) Gayter (52, 54, 87)
Canadd 12/30(40%) [ 8/49 (16%) Simard (100); Phelan (101)
Finlundia 6/88 (7%) 8/100 (8%) Vehmanen (102)
Francia 38/160 (24%) | 14/77 (18%) Sinilnikova (103}
Stuppa-Lyionnet (104)
Israel 16/34 (47%) | 8/34 (24%) Levy-Lahad (105)
Islandia 1/11 (9%) 7/11 {64%) Thorlacius (106)
Estados Unidos | 69/179 (39%) | 24/94 (25%) Castilla (107); Friedman, (58);
Arena (108)
Japon 2/20 (10%) Inoue (10Y)
Rusia 25/19 (79%) Gayther (110)
Holanda y 71/517 (14%) Hogervorst, 1995; Peelen, 1997.
Bélgica
Italia 21/73 (29%) Montagna (111)
Alemania 9/49 (18%) Jandrig (112)
Noruega 3725 (12%) Andersen (113)

Tomada de Szabo y King (120).
* Familias can mutaciones/familias examunadas
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Tabla 2. Mutaciones prevalentes por pais.

.4

BRCAI PAIS BRCA2 PAIS
5332insC Israel, Rusia 6503delTT Gran Bretafia
4184deld Gran Bretana 3034del4 Gran Bretaiia
3875del4 Gran Bretafia 6174delT Israel, Estados Unidos
185delAG [srael 999del5 I[slandia

2803delAA Holanda y Bélgica
Cys61Gly Estados Unidos

Fuente: Breast Cancer Information Care,
http:/fwww.nhgr.aih.gov/lntramural_research/Lab_transfer/Bic/).

La antigliedad de la mutacion 185delAG ha sido estimada en alrededor de 46
generaciones, o 1000-1500 afios. Se ha postulado que la mutacion 5382insC tiene un

origen Ballico y se ongind hace 38 generaciones (99).

Szabo y King postulan que €l analisis de mutaciones comunes entre la poblacidn
africana y otras podria ser informativo acerca del origen y la biologia de esos genes y la
influencia de factores no genéticos sobre la penetrancia de los alelos mutantes (99). En
este sentido los estudios hechos en BRCAl y BRCA2 entre farnilias afroamencanas

(103) y afrofrancesas (108) podrian ser importantes.

Al parecer existe un efecto de fundadores para 1a mutacidn T8555G en BRCA2
en la poblacion Finlandesa (102) y de 999del5 en Islandia (106). Los tuingaros paor su
parte, no parecen mostrar un efecto de fundadores, aunque presentan la més alta
mortalidad por CM en varones en Europa (114). Mutaciones en BRCA2 son mas

frecuenites que rutaciones en BRCAL entre fumilias Islandesas (106).

En aproximadamente el 30% de las familias de alto riesgo no han sido detectadas
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mutaciones ni en BRCAI ni en BRCA2, lo que sugiere la existencia de otros genes de

susceptibilidad para CM.

El perfil epidemioldégico de mutaciones en los genes BRCAl y BRCA2 en los

paises en vias de desarrollo es practicamente desconocido. En Latinoamérica existen

muy pocos reportes, sin embargo, es posible que varias de las mutaciones descritas en

Espaiia sean comunes a nuestra poblacion (Tabla 3)

Tabla 3. Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 descritas en Hispanoamérica.

ESPANA BRASIL MEXICO
Dies y cols., Osorio y cols, Corvello y cols. | Calderon-Garciduefias y cols.
BRCAI BRCA2 BRCAI BRCAIl
IVS20+12 936del AAAC 649G>T IVS20+12
185delAG 2222delAA 1534G>A
1891mnsTGTC 2370delAA
330A>G 3009dell 5
5625G>T

Fuente Relerencias 115-122.

Actualmente se encuentra en curso el programa MAGIC coordinado por la
Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC), cuyo proposito es anahzar ¢l
perfil epidemiolégico del CM en poblaciones étnica y geogrificamente diversas, para
evaluar el efecto que los distintos factores ambientales, socioculturales, dietéticos, y
otros, tienen sobre el riesgo de desarrollar CM. Otro propdsito del programa MAGIC es
conocer la distribucién de mutaciones en estos genes en poblaciones aun no analizadas
como las de Asia, Africa y Latinoaménca. Los paises latinoamericanos participantes

hasta este momento en ese programa son Brasil, Argentina, Cuba y México.

Los estudios ya realizados para describir las diferentes mutaciones en BRCAL y
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BRCA2, asi como los que se encuentran en curso, permitirdn detectar factores
ambientales que modifican el nesgo y dilucidar la distribucion que han tenido tales

mutaciones a lo largo de la historia, acorde con las migraciones y estructuras

poblacionales

1.3. MANEJO CLINICO Y ASPECTOS ETICOS

En virtud de que la investigacion aqui propuesta implica acceder informacion hereditaria
de pacientes y la informacion desprendida de ella es de gran relevancia para los mismos,

la presente secc16n aborda las tendencias actuales sobre el manejo de estos aspectos.

1.3.1. Manejo Clinico.

No todas las mujeres con CM son candidatas a un estudio genético. En general,
la prueba debe ser considerada en primer término en mujeres afectadas con CM y que
pertenecen a familias de alto riesgo, es decir, aquellas que han tenido al menos tres
familiares de primer grado afectados de CM y/u ovario. Estos casos frecuentemente son
de inicio temprano, de tipo bilateral y/o de presentacion en varones. No es adecuado el
estudio inicial en personas no afectadas con historia familiar positiva, debido a que un
resultado negativo en ellas, no descarta que los miembros afectados si tengan una

mutacion.

La decision para proceder con la prucba de deteccidn de mutaciones en BRCAL y

BRCAZ2 es compleja. Para establecer el riesgo en una paciente, es necesaria la obtencion
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precisa y detallada de la historia farmuliar, Shattuck-Eidens y cols., analizando un total
de 1086 mujeres con CM y/u ovario, publicaron estimaciones de probabilidad de tener
mutaciones en los genes BRCAl y BRCA?2, basados en la edad e historia personal y

familiar (123).

La hustonia familiar debe ser lo mas detallada posible en cuanto a casos de cancer,
tanto por rama paterna como por rama materna, asi como detallando la posicion de los
familiares afectados dentro del arbol genealGgico; los familiares no afectados deben
también ser incluidos, dado que la distribucidn de afectados y no afectados en el arbol
genealogico sugiere el modo de herencia. La informacion debe incluir un minimo de tres
generaciones cuando sea posible. Los datos de la historia familiar deberian ser
confirmados por obteucion de los reportes histopatolégicos para asegurar la exactitud del
disgndstico. También podria ser Gtil obtener la hustoria familiar de mas de un miembro
de la familia para cotejar la informacion obtenida. Deben ser obtenidos también detalles
tales como la edad de diagnostico, edades de los individuos no afectados, tipo
histologico, sitio del tumar primario y presencia de metéstasis. Es importante también
tomar nota de la presencia de algunas enfermedades hereditarias que predisporien a los
individuos a una gran variedad de neoplasias, como el Sindrome de Li-Frameni, la
Anemia de Fanconi y la Ataxia Telangiectasia. Una vez que se detecta una mutacion en
una mujer afectada, se puede realizar la busqueda especifica de esa mutacion en el resto

de los miembros de la familia para la deteccion de posibles portadores(27).

Sin embargo, la gran mayoria de mujeres con historia familiar positiva, caen en

la categoria de riesgo moderado. Estas familias se caracterizan por una historia familiar
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de CM con pocos casos (tres o menos), la ausencia de casos de cancer de ovario y
diagnostico de la enfermedad a edades avanzadas. Las bases moleculares para explicar el
niesgo de CM en estas familias son menos conocidas que para las familias de alto riesgo,
pero frecuentcmente no se deben a mutaciones en un gen autosdmico dominante. La
historia familiar en esas situaciones, tipicamente revela la presencia de uno o dos
farmiliares con CM (frecuentemente en etapa posmenopdusica) y no existen antecedentes
de otros tipos de tumores. Las causas de agregacion familiar en este grupo pueden
deberse a: 1) El efecto combinado de miuiltiples componentes genéticos y ageutes
ambientales; 2) La presencia de un gen dominante de baja penetrancia; 3) La presencia
de un gen autosomico dominante, pero que debido a una historia clinica incompleta no
puede ser determinado por el andlisis del arbol genealdgico y 4) la aparcion de dos
casos o mas de CM por azar, debido a que cada mujer tiene un riesgo de por vida del

10% de desarrollar la enfermedad (124).

Existe un acuerdo general entre los investigadores del 4rea y consejeros genéticos
de que las mujeres en familias de alto riesgo deben tener la oportunidad de decidir
individualmente si se les realiza o no la prueba para deteccion de mutaciones en los
genes BRCA. Sin embargo, actualmente existen algunas incertidumbres con respecto a
la prueba: la distincidn entre los positivos verdaderos y los falsos es dificil, debido a que
cuando los resultados son negativos, las mutaciones podrian encontrarse en los intrones
o en la region regulatoria del gen, o bien, podria haber susceptibilidad genetica por otros
genes distintos a BRCAl y BRCA2. Un resultado negativo es mas Gtil cuando ha sido
detectada previamente una mutacion en un familiar de primer grado. Sin embarge, una

mujer en esta situacion, atn tiene €l mismo riesgo de desarrollar CM y de ovarje que la
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poblacidon general. Por otro lado, el halluzgo de una vanaate genética puede no
representar una verdadera mutacidn. No esta demostrado que todos los alelos
“anormales" confieran susceptibilidad al cancer, incluso mutaciones conocidas
proporcionan riesgos distintos en diferentes familias; asi, asignar un riesgo preciso para
cada mutacién es muy dificil. El gran tamafio de los genes y la gran cantidad de
mutaciones ue han sido descritas 4 lo largo de ellos, hacen la prueba dificil de realicar y
ponerla a disposicidn de los laboratorios en la practica clinica diania. También existe
siempre algin riesgo de no interpretar los resultados adecuadamente y de colocar a una

familia en una categoria inadecuada de riesgo (1295).

Aunque existe cierta contraversia acerca de las medidas diagnosticas y
terapéuticas a tomar y acerca de la conveniencia de la participacion de las familias con
alto riesgo de padecer CM (como aquellas que presentan mutaciongs en los genes
BRCA1 y BRCA2) en protocolos de investigacion, se ha establecide un consenso entre

los expertos para el manejo de este tipo de pacientes (125).

En portadoras o posibles portadoras de mutacioncs en los genes BRCAL y
BRCAZ2 se recomiendan las siguientes medidas: autoexamen mamario cada mes después
de los 18 afios; examen mamario por expertos clinicos cada 6 meses a un afio, imiciando
entre los 25 y 35 afios; practicarse una mamogralia anual iniciando entre los 25 y 35
afios; realizacidn de un ultrasonido transvaginal cada 6 meses a un afio, para descartar
neoplasia ovarica, asi como determinacion de niveles de CA-125 en suero. El CA-125
(una glucoproteina de la superficie celular) es un marcador tumoral que se encuentra

elevado en la mayoria de los canceres de ovano asintomdticos; €| wltrasonido
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transabdominal estima cormrectamente el volunen ovirico, pero no s adecuado para
distinguir entre l¢siones malignas y benignas; en varones el examen rectal y la
determinacion del antigeno prostatico seroespecifico deberian ser hechos cuando menos
cada afio, iniciando a los SO afios. El examen colorrectal deberia ser realizado tanto en

varones como en mujeres iniciando a la edad de 50 afios (125).

La mastectomia profilictica como una opcion para la prevencion de CM debe ser
puesta en consideracion en este tipo de pacientes. Las indicaciones especificas para una
mastectomia profilactica incluyen una historia familiar y personal de CM, multiples
biopsias previas, resultados no confiables a la exploracion fisica dcbido a mamas
nodulares, hallazgos de tejido mamario denso en la mamografia, mastodinia y
cancerofobia. Aunque hasta hace poco tiempo no existia evidencia suficiente de que la
mastectomia profilictica eliminara el riesgo de padecer CM en posibles portadoras,
Hatmann y cols., en un estudio retrospectivo en mujeres con historia fammliar de CM,
compararon aquellas posibles portadoras que habian optado por la mastectomia bilateral
con las que no habian recibido tal procedimiento. En este estudio, la mastectomia
profildctica fuc asociada a una reduccion ¢n la incidencia de CM del 90%{(126). La
ovariectomia debe también ser puesta en consideracién como otra alternativa para
disminuir el riesgo de padecer cancer de ovario, aunque el riesgo nunca es de cero, ya

que se han descrito algunos casos que posteriormente desarrollan cancer pentoneal.

No existe evidencia suficicntc para recomendar ¢l abandono del uso de
anticonceptivos orales. Par otro lado, el tamoxifeno es recomendado como agente

antiestrogénico en mujeres con CM, ya que reduce el nesgo de recumrencia de céancer
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contralateral. (127) El tamoxifeno como agente profilictico parece adecuado en mujeres

de alto riesgo pero no en mujeres de la poblacién general (128).

El raloxifeno es atro modulador selectivo del receptor de estrégenos que también
ha sido implicado en la reduccidu del riesgo de desarrollar CM. Cummings y cols.,
analizando 7,705 mujeres posmenopausicas de 180 centros ch'nicos'de 25 paises, no
seleccionadas por riesgo, encontraron 4 veces menos frecuencia de CM entre el grupo
tratado con raloxifenc en comparacion con &l grupa control (129).

Aunque no existen datos suficientes disponibles acerca del beneficio de
modificaciones al estilo de vida, es recomendable el uso de dietas bajas en grasa y altas
en fibra, adecuada ingesta de frutas y vegetales, realizar ejercicio regularmente y evitar

carcindgenos potenciales como el cigarro (1235).
1.3.2. Aspectos Eticos

El manejo de estos pacicntes debe ser hecho por un equipo multidisciplinario
compuesto de genetistas, oncélagos, enfermeras oncélogas, psicélagos y/o psiquiatras y
trabajadores sociales. En estas familias es necesario el asesoramiento genético acerca de
riesgos estimados y la vigilancia de los individuos susceptibles. Aspectos como la
calidad de vida, y otras consideraciones personales deben ser tomados en cuenta. Debido
a que las recomendaciones estin basadas en benecficios potenciales, pero alin no
probados, las decisiones dcben ser compartidas entre el pacicnte y el equipo médico que

lo supervisa, después de revisar la evidencia disponible (130, 131).
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El aspecto psicoldgico en pacientes y portadores debe también ser tomado en
cuenta, por lo cual el equipo debe incluir psicdlogos y/o psiquiatras, ya que la respuesta
a un resultado positivo de la prucha es incierta, pudiendo generar ansiedad, depresion o
incluso alteraciones mas severas. Por otro lado, un resultado negativo podria no ser
necesariamente tranquilizador para la paciente, ya que podria generar angustia al no
saber cual o cuales factores estdn incrementundo el riesgo en su familia. Por lo taato, es
responsabilidad del equipo salvaguardar hasta donde sea posible la integndad del
paciente en este aspecto. Es recomendable que el resultado no sea dado a los portadores
menores dc 18 afios dircctamente, sino a sus padres o tutorcs. Los resultados deben ser
confidenciales, protegiendo la privacidad de los pacientes y asegurando que cada
miembro de la familia participe y reciba el resultado por su propia voluntad y no

influenciado por presiones familiares (125, 130, 131).

Una razén frecucntemente argilida por las pacientes para rechazar hacerse la
prueba de identificacién de mutaciones, es el temor de que si los resultados son
positivos, €sto pucda causar discrinlinacion, tanto para la obtencidn de empleas, como
para la obtencion de seguros o que representa en el costo de las primas de los mismos.
La razén mas frecuentemente manifestada por las pacientes para aceptar realizarse la
prueby, es conocer el riesgo de desarrollar CM en su familia, principalmente en las hyjas
(132). Con el proposito de evitar la posibilidad de que la informacion genética sea mal
utilizada, dos leyes han sido promulgadas en EU.A.: “The American with Disabilities
Act” promulgada en 1990, que protege contra diferentes tipos de discriminacion a todos
los individuos que poseen alguna discapacidad, condicion en la cual podrian ser

considerados los portadores de predisposicion a algun padecimiento genetico(133); v la

29



Introduccion
Identificacidn d¢ mulacioncs en 108 genes BRCAI y BRTA2 ¢n pacicates del Noreste de México oot cdnest de narma.

“Health Insurance and Portability and Accountability Act (HIPAA)”, promulgada en
1996, la cual es popularmente conocida como la iegislacidon de Kassebaum-Kennedy;
ésta tiene como uno de sus principales objetivos proveer la accesibilidad a seguros para

individuos con condiciones médicas preexistentes(134).

La disporibilidad de pruebas genéticas presintomdticas y de predisposicion a
enfermedades ha generado la necesidad de una legislacidn prohibiendo la discriminacién
en los seguros médicos. Un comité de profesionales de la Universidad del estado de
Carolina del Sur, convino en desarrollar una legislacion que proteja la privacidad
genetica en ese estado, la cual posteriormente ha sido extendida a otros estados de la
Unién Amgricana. Dicha legislacién impide a las compaiiias de scguros negarse a cubric
seguros en base a informacion genética. Esta ley protege también la privacidad de la
informacion genética y prohibe el desarrollo de pruebas genélicas sin €l consentimieato
informade especifico de la persona en cuestidn. La definicion de informacién genética
incluye tanto los resultados de las pruebas, como la historia familiar de enfermedades

gencticas(135).

El manejo de las pucientes de alto niesgo idealmente debe ser realizado en
clinicas especializadas en atender casos familiares de cancer, tal como ocure en
[nglaterra, donde las climcas de cancer familiar fueron establecidas en 1946 y
actualmente estan organizadas de una manera regional. Las clinicas familiares proveen
especialistas clinicos experimentados cn genética, oncolegia, psicologia y conscjeria. En
Francia, la “French Cooperative Group Network™ ha sido formada para coordinar la

coleccion de datos de tales clinicas y ha sido altamente eficiente en identificur familias
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con ciertos fenotipos de cancer para estudios colaborativos internacionales. Estas
clinicas aseguran un mangjo mas adecuado de las pacientes y sus familiuas, debido a que
existe la interaccion de diversos expertos que se encuentran en una miisma area, a los
cuales puede ser canalizada la familia (136). En paises donde estas clinicas no existen,
los médicos deben contar con guias adecuadas para la evaluacion e interpretacion de la
historia familiar; establecer los mecanismos que permitan la interaccion entre genetistas
y aquellos que proporcivnen la ayuda primagia a los pacientes y el establecimisato de un

sistetna de vigilancia y manejo sistematico de ¢stos pacientes (137),
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1.4, JUSTIFICACION

Hasta la fecha, nuestro conocimiento acerca de los genes de susceptibilidad al
CM v otros tipos de cancer, BRCAl y BRCAZ2, ha permanecido limitado a Europa,
Norteamérica y Australia, mientras que la frecuencia y tipo de mutacioncs consideradas
como de alto riesgo en Asia, Africa y Latinoamérica pcrmanecen inexploradas. Dada la
gran variacion en las proporciones de incidencia de los diferentes tipos de cdncer en
diferentes partes del mundo, es importante conocer la frecuencia y tipo de mutaciones en
nuestra poblacion y saber st ¢l riesgo conferido por mutaciones en estos genes en nuestra
pablacion, varia con los factores étmicos especificos o es independiente de ellos, ya que
se sabe que diversos factores, ademas del genético, influyen en la incidencia del CM. EI
andlisis dc mutaciones y su correlacion con distintas variables clinicas en nuestra
poblacién, nos permititd conocer la epidemiologia molecular de los genes mencionados,
analizar la exposicion a diferentes factores de nesgo en mujeres jovenes y ¢asos
familiares y compararla con la descrita para otras poblaciones. Ademas, se podrd
implementar esta prueba para uso clinico, siendo Gtil para prediccion de riesgo y de
diagnéstico temprano, lo cual eventualmente permitird la toma de medidas preventivas y
terapéuticas en etapas mas tempranas, espetando que esto elcve las expectativas de vida

de las personas con predisposicién al CM en nuestro pais.
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CAPITULO II

2. HIPOTESIS

La frecuencia y tipos de mutaciones en los genes BRCAI y BRCAZ2 en la muestra en
estudiv serdn diferemles a las descritas para familias europeas, anglosajonas y

afroamenicanas de Estados Unidos, pero semejantes a las de familias espafiolas.
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CAPITULOQ III

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la frecuencia y tipos de mutaciones cn los gencs BRCAL y BRCA2 en

pacientes del Noreste de México con cancer dc mama.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la frecuencia y tipos de mutaciones en el gen BRCA1
2. Establecer la frecuencia y tipos de mutaciones en el gen BRCAZ2.
3. Comparur los resultados del estudio con los descritos en otras poblaciones.

4. Analizar y correlacionar los datos clinicos con los resultados moleculares.
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ESTRATEGIA GENERAL

EXPEDIENTES
CLINICA 25 IMSS
Y HOSPITAL
UNIVERSITARIO

}

PACIENTES CON CA.
DE MAMA

o Na

CON SIN
ANTECEDENTES ANTECEDENTES
FAMILIARES FAMILIARES

v N\

<35 ANOS >35 ANOS
(FIN DEL ESTUDIO)

EXTRACCION DE APLICACION DEL
SANGRE CUESTIONARIO

BANCO ¢— EXTRACCI('IN DE SUERQ —> BANCO
DNA

!

AN;’&LIS[$ I
HETERODUPLEX i

ANALISIS DE LAS
/ l VARIABLES CLINICAS

NEGATIVO BANDAS
(FIN DEL ESTUDIOQ) VARIANTES

EPIDEMIOLOGIA

MOLECULAR Y
SECUENCIACION ————»  pREDICCION DE RIESGO ]

Figura 5. Estrategia seguida para el desarrollo del proyecto de imvestigacion. Fueron
colectadas muestras de sangre de las pacientes seleccionadas; con la sangre se hizo
extraccion de DNA; con éste se realizaron PCRs; con los productos de amplificacién se
hicieron heteroduplex; finalmente, las muestras positivas para heteroduplex fueron
secuenciadas y correlacionadas con las vanables clinicas,
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CAPITULO IV

4, MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE TRABAJO, REACTIVOS Y EQUIPO

4.1.1. Area de trabajo: El trabajo cxperimental se realizé cn el laboratorio de
Genética Molecular de la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresién Genéticas
(ULIEG) del Departamento de Bioguimica, de 1a Facultad de Medicina de la U AN.L y
en ¢l Departamento de Epidemiologia Genética de The Intemational Agency for

Research on Cancer.

4.1.2, Material Biolagico: Sangre periférica de las pacientes, utilizando EDTA

como anticoagulante.
4.1.3 Reactivos quimicos; Para el aislamiento de DNA se utilizd EDTA, SDS,
NaCl, NH4Cl, NaHCO;, y tnzma base, adquindos de Sigma Chemical Company (Saint

Louis, MO, EUA), asi como etanol, de la compaiiia Merk (México, D.F).

Las reacciones de amplificacion fueron llevadas a cabo utilizando el estuche

comercidl de Polimerasa Taq Platino (Platinum agqPCRx DNA Polymerase, GIBCO-
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BRL, Life Tech, Gaithersbwrg MD, EUA) y dNTPs y dATP*P (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NI, EUA). Para las electroforesis en geles de agarosa se utilizd
agarosa, trizma base, EDTA, acido béricg, azul de bromofenol, xilencianol y bromuro de
etidio y para las electroforesis en gcles de poliacrilamida se utilizé MDE (FMC Cat
50620, Rockland Maine, EUA), TEMED (BioRad, CA, EUA), EDTA y trizma base
(Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA), glicerol anhidro bidestilado
(Eurobio, London, Eng), persulfato de amonio (Biorad, CA, EUA) y SIGMACOTE
{Sigma Chemical Company, Saint Lows, MO, EUA). Como patrones de referencia de
tamafio en [as electroforesis de agarosa, sc utilizé el marcador de peso molecular “100
pb DNA ladder” (Gibco BRL, Life Tech, Gaithersburg MD, EUA). Fucron utilizados
ademds: Formamida (MERK, México, D.F.), NaOH (Sigma Chemical Company, Saint
Louis, MO, EUA)) para la solucién de parada. El TBE 10X para heteroduplex estuvo

constituido deTris, 4cido bérico y EDTA.

Para la punificacion de los productos amplificados fueron utilizadas dos enzimas:
la fosfatasa alcalina (1.2 U) y la exonucleasa I (6 U) (PCR Product Pre-Scquencing Kit,
Gibco-BRL, Life Tech, Gaithersburg MD, EUA). La reaccidn de secucnciacion fie
llevada a cabo utilizando el estuche comercial T7 Sequenase 2.0 (Gibco-BRL, Life
Tech, Gaithersburg MD, EUA) y para los geles se utilizaron ademads: acrilamida y N,N-
metilenbisacrilarida (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) y urea

(Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA)).

4.1.4 Materiales: Los tubos de microcentrifuga (de 0.2, 0.5, 1.5 y 2.0 ml), las

puntillas {(de 0.01, 0.2 y 1.0 ml) para las micropipelas de precision, los tubos conicos de
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polipropileno (de 15 y 50 ml) y los guantes de lalex fueron adquiridos de Cell Associates
(Houston, TX, EUA). Las micropipetas de precision de volumen variable de 2, 10, 20
200 y 1000 ul fueron obtenidos de Ramnin [nstrumnents (Woburn, MA, EUA). Parte de
las reacciones de secuenciacion fueron llevadas a cabo ¢n una microplaca de 96 pozos
(Microtest IIl Flexible Assay Plate, 96U-Buttom Wells, Polylabo). Para desprender los
geles de heteroduplex y secuenciacidn fue utilizado papel Whatman 3 MM (Millipore,
Bedford, MA, EUJA) y para revelarlos se usaron Films Kodak Bio Max MR (Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NI, EUA).

4.1.5 Equipo: En el aislamiento de DNA se utilizd una centrifuga clinica de
mesa Beckman TJ6, un vortex modelo 37600 de Thermolyne (Dubuque, [A, EUA), una
balanza granataria Sattorius modelo 1206 MP (Cambh, Géttingen, Ger) y una
microcentrifuga Eppendorf modclo 5412 (Hamburg, Ger). Para valorar la cantidad y
calidad del DNA se utilizé un cspectrofatometro DU-70 (BECKMAN). El termacictador

utilizado fue: Perkin Elmer Cetus 9600 de 96 pozos (Norwalk, CT, EUA).

Para analizar los productos amplificados por la PCR, se utilizaron camaras de
electroforesis horizontal Fotodyne (Hartland, WI, EUA). Para correr los geles de
heteroduplex y secuenciacién sc utilizé un sistema de electroforesis vertical con vidrios
de 40 X 40, cdmara modelo §2, y fuente poder de 3000V (Life Tech, Gaithersburg MD,

EUA).
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Para analizar los geles de agarasa, se utilizé €l equipo de fotodocumentacion Gel

Doc 1000 y el programa molecular Analyst de Bio Rad (Hercules, CA, EUA).

4.1.6 Apoyo computacional: El procesamiento de datos fue realizado en una
computadora modelo Acer Power P75 y un sistema de andlisis dimensional de geles
compatible con PC, constituido de una cdmara de video, una fuente de luz UV y una
computadora (Gel Doc System, BioRad, CA, EUA). El procesador de texto utilizado fue
Microsofi Word 97 (MicrosofR Corporation), Procesaderes graficos Microsafi Power
Point 97 (Microsoft Corporation), Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1 (Adobe

System Incorporated) y UMAX Scan (UMAX Sccanner Driver, Impact Research, Inc).

Se wutilizd el programa computacional Molecular Analyst (BioRad, CA, EUA).
Los programas utilizados por via INTERNET fueron: Enwrez (National Center for
Biotechnology Information (NCBI); BLAST Network Service (Blaster); Gen Bank
(Iccbeg, Tneste, Italia). El programa utilizado para comunicacion en la red fue el

Microsofi Intemet Explorer versidn 4.0

4.2 METODOS

4.2.1. Pacientes

De la revision de los casos de CM en los archivos de la Clinica 25 del
[MSS en el periodo correspondiente del 1° de enero de 1998 al 30 de abril de 1999 se

seleccionaron pacientes candidatas para formar parte del estudio. Lo mismo fue hecho
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con los casos presentados en ¢l Hospital Umiversitario Dr. José Eleuteno Gonzilez de la
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn (periodo correspondiente del 1° de e¢nero de
1993 al 30 de abnl de 1999). A las candidatas a participar que fueron localizadas a
través dc los departamentos de trabajo social de ambos hospitales se les invitd a

participar en ¢! estudio.

Las pacientes fueron seleccionadas en funcion de: A) una edad de diagnostico
igual o menor a 35 afios y/o B) sus antecedentes familiares; definiendo como pacientes
con antecedentes familiares positivos aquellas que retnen cualquiera de los siguientes
criterios: 1) Dos casos diagnosticados antes de los 50 aiios en familiares de primer
grado. 2) Un caso diagnosticado antes de los 50 afios y un caso de cancer de ovario
diagnosticado a cualquier edad en familiares de primer grado. 3) Un caso diagnosticado
antes de los 50 afios y otro en un varon diagnosticade a cualquier edad en familiares de
primer grado. 4) Cuatro casos diagnosticados antes de los 60 afios en tamiliares de
segundo grado. 5) Cinco casos o mas diagnosticados antes de los 60 afios en familiares

de segundo y tercer grado.

En la investigacidn epidemiologica se diseiid el cuestionario que incluyd datos
clinicos, patologicos, hustona familiar y factures de riesgo (ver anexo 1 en ¢l apendice).
Todas las pacientes fueron informadas del estudio y se recabd su anuencia mediante una
carta de consentimiento informado (Anexo 2), que incluyd la autorizacion de las
pacientes para contestar el cuestionario y la donacion voluntaria de 10 ml de sangre

venosa.
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4.2.2, Iavestigacion Experimeantal

El proyecto fue aprobado por los comités de ética dec ambas hospitales. A
cada paciente se le extrajeton 10 ml de sangre venosa periférica, a la cual se le hizo
extraccion de DNA(138). Con las muestras de DNA se realizaron amplificaciones
mediunte la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCRs), de diferentes fragmentos de
DNA correspondientes a los exones y parte de los intrones de los genes BRCAL y
BRCA2. Con los productos de PCR, se realizd analisis de heteroduplex (74, 168) para
deteccion de variantes en estos genes. Las variantes encontradas fueron secuenciadas

(168) para idcntificar las mutaciones especificas.

4.2.2.1, Manmejo de la muestra

La sangre se deposito en un tubo de vidrio con EDTA facilitada por el sistema de

aspiracién por vacio y se mezcld de manera inmediata pcro suavemente con ¢l

anticoagulante. Las muestras sc¢ mantuvieron a 4° C hasta por un maximo de tres dias

antes de su procesamiento.

4.2.2.2. Extraccion de DNA

El plasma fue congelado a -20° C para estudios futuros, mientras que del paquete

globular se obtuvo DNA por la técnica de salado (167).
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Técnica de Salado:

L.

El paquete celular obtenido fue colocado en un tubo de 50 ml Se agregaron 20 ml
de solucion de lisis para entrocitos (NH4C1 155mM, NaHCO; 10mM, EDTA
0.1lmM pH 7.4).

Se incubd la muestra en hiele durante 15 min, mezclando ocasionalmente de
manera suave. El tubo se centrifugd por 10 min a 5,000 rpm.

St descartd €] sobrenadante y se resuspendid la pastilla de leucocitos en 10 ml de
buffer de lisis para eritrocitos, s¢ dejo 5 min en luelo y posteriormente se
centrifugd como en el paso anterior.

Se eliminé el sobrenadante y se lavé suavemente la pastilla con solucién de lisis
para eritrocitos, sin desprenderla. La pastilla se resuspendid cn 3 ml de buffer de
lisis para leucocitas (Tris-HCl 10mM, NaCl 400 mM, EDTA 2 mM pH 8.2).

Se agregaron (0.2 ml de SDS al 10% y 60 pl de proteinasa K (10 mg/ml).
Posterionmente se incubd a 37° C durante toda la noche.

Todo el contenido fue transferido a un tubo de 15 ml Se agregd 1 ml de NaCl
6M. Se agitd vigorosamente por 13 min

Se centrifugd por 15 min a 5,000 rpm. El sobrenadante se transfirio a otro tubo
de 15 ml y se volvio a centrifugar como en el paso anterior.

El sobrenadante fue transferido a otro tubo de 15 ml y se precipité con dos
volamencs dc ctanol al 100%, mezclando suavemente hasta que desaparccid la
interfase formada y apareci6 la hebra de DNA.

La hebra de DNA fue transferida a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, el cual se

centrifugé a 14,000 rpm por 10 min
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10. Se decant¢ el sobrenadante y la pastilla fue lavada con 1 ml de etang] al 70%. Se
centrifugo a 14,000 RPM por 5 min

11. Se decantd ¢l sobrenadante y la pastilla fue secada, manteniéndola cerca del
mechcro en una campana de extraccion por una h aproximadamente, para luego
diluir la pastilla en 200 a 500 pul de TE (EDTA LmM y Tris-HCL 1¢mM).

12. La integridad del DNA fue valorada por electroforesis en gel de agarosa al 1% y
su pureza fue medida en un espectrofotdmetro DU-70 (Beckman) con la relacidn
260/280 nm. Se hizo cuantificacién por densitometria utilizando un marcador de
peso molecular de concentracion conocida en el aparato Gel Doc 1000, de

BioRad. El DNA resuspendido se almacend a 4° C.

4.2.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Las reacciones de amplificacion fueron llevadas a cabo utilizando un estuche
comercial de DNA Polimerasa Taq Platina (Gibco-BRL, Life Tech, Gawthesbourg MD,
EUA).

1. Se colocaron 50 ng del DNA u estudiar en cada uno de los tubos eppendorf de
200 pl apropiadamente marcados, incluyendo los controles y un tubo adicional
con 2 pl de agua que sirvié como control negativo de la reaccidon. S¢ colocaron
los tubos con DNA sobre hiclo (4° C) mientras se preparaba la mezcla de la
reaccidn.

2. Se procedio a preparar la reaccion necesaria para ¢l nimero de muestras. Toda la
manipulacion y distribucion se llev$ a cabo a 4°C. La mezcla de reaccion estuvo

constituida de; 2 p! de DNA genomico a 25 ng/pl, 1.5 pl del amortiguador (10X
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Life Tech), 0.45 pul de MgCl, (50 mM, Life-Tech), 0.4 ul de dNTPs (5 mM,
Pharmacia), 9.75 pl de cada iniciador (10 uM), 0.06 pul de DNA Taq Platinum
polimerasa (SU/ul, Life Tech), 0.05 ul de dJATP”P (Amersham) y 9.04 ul de
agua, para un volumen final de 15 pl par tubo. Se prepard suficiente volumen de
la mezcla de reaccién como tuhas se tuvieron.

3. Se transfirieron 13 pl de la mezcla de reaccion a cada uno de los tubos con el
DNA. Se mezclaron los componentes asegurandose que toda la mezcla quedaba
en ¢l fondo de tubo.

4. Se programd el termociclador (Petkin Elmer Cetus 9600) pata llevar a cabo la
amplificacion utilizando las condiciones requeridas de acucrdo a los iniciadores

seleccionados.

La tablas 4 y 5 son un gjemplo de una de las reacciones de PCR utilizadas, con un
juego de iniciadores con temperaturas de alineamiento de 50°C y una concentracion de
1.5 mM de MgCl,.

Tabla 4. Forma de preparacidn de¢ las reacciones de PCR,

REACTIVO Caatidad Concentracion
el Final
Agua Esténl 9.04
Buffer de la Enzima 10X 150 1X
MgCly (50 mM) 0.45 1.5 mM
DNTPs (5 mM) 0.4 0.25 mM
Iniciador A (10 pM) 0.75 0.5 uM
Iniciador B (10 pM) 0.75 0.5 uM
dATPP 0.05
Taq Platino 0.06 03U
DNA 2.0 10-100 ng
VOLUMEN TOTAL 15.0

Tomado de¢ Sinilnikova y cols., 1999 (165).
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Tabla 5. Ejemplo de PCR para iniciadores que hibridan a 50°C,

PARAMETROS Fragmentas cortes Fragmentos largos
(< 50U pb) (> SUD pb)
Desnaturalizacion inigial Z2mina%4° C Smina94° C
Desnaturalizacion 30sega94°C 30sega94° C
Apareamiento 30segadl®C 30seg a50°C
Extcnsion 40 sega 72°C 1 mina72°C
Extencion final Imina72°C Smina72°C

Similnikeva y cols., 1999 (139). La lists completa Je los iniciadores utilizados, sus taruaiios, temperaturas
de aparcamiento y concentracion de magnesio, pueden ser vistas en €l anexo 3 del apéndice.

4.2.2.4. Andlisis de heteroduplex
1. Una vez terminada la amplificacion, se desnaturalizaron las muestras a 96°C por
10 min y se dejaron reposar por 45 min a temperatura ambiente (24°C) para
penmitr una renaturalizacion lenta para la formacidn de heteroduplex.
2. Se adicionaron 10 pl de solucion para detener la reaccion [formamida 95%,
NaOH 10 mM, azul de bromofenol (AB) 0.05%, Xilene Cianol (XC) 0.05%].
3. Se prepararé un gel de MDE (FMC Cat 50620) de la siguiente manera:

La tabla 6 muestra la forma como fueron preparados los geles para el andlisis de

heterodaplex.

Tabla 6. Forma de preparar los geles para heteroduplex.

REACTIVO FRAGMENTOS FRAGMENTQS
CORTOS (<500 PB) | LARGOS (>500 PB)

| Agua 36.4 ml 49.5 ml
Solucién MDE 28.0 ml 15.6 ml
TBE 10X para heteroduplex (Tris 4.5 ml 4.0 ml
0.9 M, acido bérico 0.9 M, EDTA 2
mM).
Glicerol anhidro bidestilado 5.6 ml 5.6 ml
(EUROBIQ).
PSA (Biorad) al 10%. 400 ul 268 ul
TEMED (Biorad). 40 ul 40 pl
VOLUMEN TOTAL 75 ml 75 ml

Sinilaikova y cols., 1999 (139).
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4, El gel fue preparado en vidnos de 40 X 40 cms paru sistema de electroforesis
vertical (modelo S2, Life Tech). Antes de la preparacion, una cara de uno de los
vidrios fue cubierto con una capa de SIGMACOTE (SIGMA) para que el gel
permaneciera adherido 1inicamente a uno de ellos. El tiempo de polimerizacién
fue de una h a temperatura ambiente.

5. Una vez colocado el gel en el sisterna, las cimaras superior e inferior se llenaron
¢on bufter para heteroduplex al 0.6%. Antes de correr el gel, se enjuagaron los
carriles para remover los restos de poliacrilamida de los pozos. Se depositaron L0
il de cada muestra por carril.

6. Se corrié ¢l gel por 12 a 18 h dependienda del tamafio del fragmenta. Se ajusto ¢l
poder a 1000 V, 10 W y 15 mA durante la electroforesis, y se procurd mantener
la temperatura entre 25 y 30°C.

7. La electroforesis durd 12 h para fragmentos de entre 200 y 400 pb, y 18 h para
fragmentos eatre 500 y 1000 pb. En un gel de este tipo, el XC equivale a una
banda de 300 pb. Cuando se corren fragmentos menores de 500 pb, este
marcador debe estar al menos a la mitad de la longitud de los vidrios. Para
fragmentos largos, debe permitirse que salgan ambos marcadores (XC y AB).

8. Se detuvo la electroforesis y se removié el gel del aparalo, se colocd sobre la
mesa y se separaron los vidrios cuidadosamente, utilizando una espatula de
metal. La parte adherida del gel quedaba hacia abajo.

9. El gel fue retirado del vidrio por adhercencia a una hoja de papel Whatman 3 MM
y se puso a secar por 45 min a 80°C en un secador de geles (BioRad).

10. Postenormente fue obtenida una autorradiografia por exposicion de un Film

Kodak (Bio Max MR Amersharu) al gel en un cassette de rayos X a temperatura

46



Material y metodos

[dentificacidn de mutaciones en los gones BRCAL ¥ BRCAZ en pacicntes del Noveske de México con cdncer d¢ mama.

ambiente exporiendo de 6 a 12 h dependiendo de como se estitnaba que el

radioisotopo tuviera actividad.

11. Finalmente, la autorradiografia sc reveld y se interpretaron los resultados.

4.2.2.5. Secuenciacién

Para realizar esta técnuca fue utilizado el estuche comercial T7 Sequenase 2.0 (USB,

UK).

l.

Una vez identificadas las variantes de heteroduplex, a las regiones del gen que
resultaron positivas mcdiante ese andlisis, se les volvidé a efectuar una
amplificacion de DINA por PCR en un volumen final de 30 pl.

Se reviso la concentracion poniendo 5 ul del producto amplificado en un gel de
agarosa al 2%, utilizando un marcador de peso molecular “100 pb DNA ladder”
{(GIBCO, BRL, Gaithersburg MD, EUA), se corri¢ por media h a 100 V. Se tiiid
<on bromuro de ¢tidio y fue cuantificado en el analizador de imagenes.

A 7 ul de producto de PCR, se afiadieron 1.2 pul de una mezcla a volamenes
iguales de dos enzimas: la fosfatasa alcalina (1.2 U) y la exonucleasa T (6 U)
(PCR Product Pre-Sequencing Kit, USB cat US70995).

Se centrifugaron los tubos, se afiadié 1 pl del iniciador pars secuenciacion 10
1M, se sometid a ebullicion por 3 min, se centrifugd muy rapidamente (un pulsa)
y se cubricron los tubos con hielo por 5 min A los tubas preparados de esta
manera se les llamo tubos 1.

Una nueva serie de tubos, llamados tubes 2, fueren preparados utilizando el

estuche T7 Sequenase 2.0, segun se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Preparacion de la mezcla de la reaccién de secuenciacion.

REACTIVQ X1 X190
()
Buffer de reaccion de la enzima 2 20
DTT 1 10
Deasa Labeling Mix dGTP 0.4 4
dATP*" 0.4 4
Agua ultrapura 2.5 29
Secuenasa 0.16 pl + Buffer de dilucion de 12 12
la enzima 1.04 pl.
VOLUMEN TOTAL 7.5 78

Sinilnikova y cols., 1999 (139).

10.

1L,

12.

Se colocaron los tubos en hielo.

En una microplaca de 96 pozos (Micratest III Flexible Assay Plate, 96U-Buttom
Wells, Polylaho), se repartieron 2.5 pl de deasa ddATP por pozo, e igual se hiza
para ddCTP, ddGTP y ddTTP.

Se afiadieron 7.5 pl de la mezcla de cada tubo 2 dentro de cada tubo | y sedejd a
temperatura ambiente. En ese momento daba inicio la reaccion de la secuenasa.
Se sirvieron 3.5 pl de la mezcla precedente a cada deasa ddANTP y después 4 pl
de solucion de parada de la reaccion (La composicion de esta solucidn es
semejante a la usada en el método dc Anilisis de Heteroduplex).

Si as mucstras no eran corridas inmediatamente, se conservaban a —20°C.

Las muestras fueron corridas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6%
y 7% de wea en vidrios de 40x40 cms. Se utilizd ¢l mismo sistema de
electroforesis que para los heteroduplex.

La preparacién del gel para secuenciacién fue de la siguiente manera;

48 g de urea
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10 ml de TBE 10 X para secuenciacion (TRIS 1.3 M, Acido Bérico 400
mM y EDTA 25 mM).

LS ml de una solucién de acrilamida/bisacrilamida 29/1 al 40%.

El volumen se ajusté a 100 ml y se calentd a 65° C para disolver la urea.
Se dejé enfriar, para luego agregar 240 ul de PSA al 10% y 60 i de
TEMED.

13. Las reacciones de secuenciacion se desnaturalizaron durante 5 min a 96°C y se
colocaron ripidamente en tuelo a fin de conservar la conformacion de hebra
simple.

14. El gel fue corride previamente por 10-15 min, se detuve y sc limpiaron los
pozuclos, antes de cargar las muestras, las cuales fueron depositadas a razén de
3.5 pl por pozuelo. Cada base correspondié a una linea del gel.

15. La migracion ¢lectroforética se efectud en condiciones desnaturalizantes a 45
mA, 70 W y 3000 V. Esta se hizo larga (4 h) o corta (2 h) dependiendo de la
distancia de lectura deseada después del iniciador.

16. Al terminar la migracion se despegaron las vidrios, teniendo cuidado de no
romper el gel. Este se cubridé con papel Whatman 3 MM, se recuperé adherido a
éste y una pelicula radiogrifica fue expuesta a €l, de la misma manera que como
se hizo para los geles de heteroduplex.

L7. Se expuso €] film a temperatura ambiente entre 12 y 24 h, dependiendo de la
actividad del radioisétopo.

18. Finalmente, se revel6 la pelicula radiografica y se leyeron los resultados.
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CAPITULO YV

5. RESULTADOS

5.1. LA MUESTRA DE ESTUDIO

De la revision de los casos de CM en los archivos de la Clinica 25 del IMSS en el
periodo correspondiente del 1° de enero de 1998 al 30 de abril de 1999 se seleccionaron
82 familias candidatas para formar parte del estudio, mientras que de los casos
presentados en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzilez de la Universidad
Autdnoma de Nucvo Leon (periodo correspondiente del 1° de enero de 1993 al 30 de
abril de 1999), se identificaron 85 familias candidatas. Por diversas razones coma:
cambio dc¢ domicilio, fallecimiento, teléfono y domicilio cquivocados, nombre
incorrecto, eic., de las 167 familias, fue posible contactar solo a 86 pacientes, y de éstas,
finalmente solo 66 aceplaron participar en el estudio. Veintiseis de las pacientes

pertenecen al Hospital Universitario y cuarenta a la Clinica 25 del IMSS.

A todas las pacientes se les se les did preasesoramiento genético y se les llenaron
cucstionarios que incluyeron: los arbolecs genealdgicos y variables epidemiolégicas,
clinicas y de exposicién a factores medio ambientales (anexo 1). Cuatro de las pacientes
(6 %) no aceptaron donar sangre, y en siete no fue posible hacer el estudio molecular,

debido a la escasa cantidad del DNA recuperado ¢ a la degradacion del mismo. A las 55
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restantes se les realizd el estudio, y la tabla 8 muestra la manera como fueron agrupadas

las pacientes.

Tabla 8. Clasificacion de las pacientes del estudio por grupo, de acuerdo a la edad
de presentacian de la enfermedad y a los antecedentes familiares.

GRUPO N PROMEDIO DE CASOS POR
FAMILIA
Mujeres < 35 aiios 36 1
Casos familiarcs de CM* 16 2.7
Casos familiares de CM/CO 2 1
(Casos con CM en Varones 1
Tatal 55

*('M = Cancer de mama; CM/CO = Ciocer de mama y Ovario

5.2. ANALISIS DE HETERODUPLEX

Se realizd el andlisis de heteroduplex en ambos genes, habiendo obtenido 16

vanantes en BRCAL y 44 en BRCAZ2, segin se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Variantes de heteraduplex encontradas em las genes BRCAl1 Y BRCA2 en

este estudio.

BRCAL BRCA2
EXON VARIANTES EXON VARIANTES

1 1 3 1

5 1 10 6

8 4 11 19

11 6 12 1

13 1 19 2

20 2 22 4

24 1 27 11
TOTAL L6 TOTAL 44

Como puede observarse, s¢ encontraron mdas variantes en BRCA2Z que en

BRCAL, en una relacidn de casi 3:1. Las regiones génicas en las que mds variantes se

encontraron fueron los exones 11 de ambos genes. Esto era de esperarse, pues estos

exones representan aproximadamente el 50% de la secuencia codificante en cada gen.
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Otro hallazgo que llamo la atencién es la gran cantidad de variantes encontradas en el

exén 27 de BRCAZ2. En la figura 6 se muestran algunos ejemplos de los heteroduplex

encontrados:

PO T T T T L (O (A (TR VI
ek gl

A) Exdén 8 BRCA1

e e A
a2 el
LY teweuw @ AR

B) Exén 11 BRCAI

w
+ MU

M~*

C) Exén 10 BRCA2

D) Exén 11 BRCA2

Figura 6. Ejemplos de los heteroduplex encontrados. Las figuras corresponden a geles de MDE en
condiciones no desnaturalizantes, donde se muestran resultados del analisis de heteroduplex practicado a
los productos de amplificacion de las zonas génicas rastreadas en busca de mutaciones. Las flechas

indican los patrones anormales de migracion.

5.3. SECUENCIACION

Las variantes de heteroduplex encontradas en los productos de amplificacién por

PCR, fueron sometidas a secuenciacion para definir con precision los tipos de

mutaciones. Las alteraciones encontradas en las secuencias de ambos genes fueron

clasificadas como: a) mutaciones, si producen una proteina truncada o alteran la funcién
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0 expresion de la proteina; b) mutaciones de efecto desconocido (MS-UV), si producen
cambio de un aminoacido por otro y no han sido observadas en controles normales; c)
polimorfismos {MS-P), si a pesar de pravocar el cambio de un aminoécido por otrg, han
sido descritas previamente en controles normales (aunque en estas circunstancias existe
la posibilidad de que los controles analizados desarrolien la enfermedad posterionmente,
€n cuyo caso, ¢l cambio en la secuencia tendria que ser reclasificado como mutacion) y
d) polimorfismos o mutaciones silenciosos (PS), si provocan cambios ¢n la secuencia

nucleotidica pero no en la aminoacidica.

Del total de las 55 muestras analizadas, ¢l 49% (27) presentaron algun cambia en
la secuencia nucleotidica, muentras que el 51% (28) mostraron secueacias normales. De
las 27 muestras positivas, tres (5.45%) presentaron cambios nucleotidicos en BRCAL,
20 (36.36%) en BRCA2 y cuatro (7.27%) en ambos genes. La mayoria de los cambias
fueron polimorfismos, sin embargo, al considerar \inicamente las mutaciones, €stas se
encontraron res veces mas en BRCAZ2 (18%) que en BRCAL (6%). Cuando se analizd
pur grupe clinico, la mayoria (el 18%) fueron encontradas ¢n el grupo de mujeres
Jjovenes (4% en BRCAL y 14% en BRCAZ), mieutras que en los casos familiares se
encontrd el 6% de las mutaciones (2% en BRCALI y el 4% en BRCA2) (Tabla 6). En
total, once de las pacientes presentaron mutaciones que presumiblemente causan
enfermedad (la paciente de la familia 27 presentd dos mutaciones) y dieciséis
presentarun polimorfismos. No fueron encontradas mutaciones entre las pacientes con
lustoria familiar de cancer de ovarnio ni en BRCAL ni en BRCAZ2. La tabla 10 resume

estos resultados.
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Tabla 10. Frecuencias de las mutaciones encontradas en este estudio

en ambos genes por grupo analizado.
GRUPO CLINICO MUTACIONES
BRCAI1 BRCA2 TOTAL

Mujeres < 35 aflos 2/36 (6 %) 8/36 (22 %) 10/36 (28%)
Casos familiares CM 1/16 (6 %) 2/16 (12 %) 3/16 (18%)
Casos familiares CM/CO 0 0 0
Casos con CM en 0 0 0
varones

TOTAL 3/55 (6 %) 10/55 (18 %) | 12/55 (24%)

La figura 7 muestra algunos ejemplos de las secuencias analizadas y los sitios

donde se localizaron las mutaciones.

A) Intrén 7 de BRCALI B) Exén 3 de BRCA2
“ontrol Pacientes Control
Contro acien ACCT Kage&(i. |
C) Exén 19 BRCA2 D) Exén 12 BRCA2
Control Paciente Paciente Control
ACGT ‘% 0 G-T ACGT AC, B R

Figura 7. Imigenes de secuenciacion de los fragmentos analizados. Las imagenes corresponden a geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. A). Polimorfismo en el intron 7 de BRCAL, C IVS7-
34 T ; B). Mutacion en el exon 3 de BRCA2, | Tyr 52 Cys (4 353 (G); C). Mutacion en el exén 19 de
BRCA2, Gly 2793 Arg (G 8605 A),; D). Mutacion en el exén 12 de BRCA2, Phe 2293 Leu (T 7105 C).
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5§.3.1. Andlisis de secuencias en el gen BRCAI

De las 16 varniantes secuenciadas En este gen, nueve de ellas mostraron

secuencias normales, cuatro presentaron un polimorfismo en el intrén 7, dos

presentaron mutaciones en el exén 11 (una que produce una proteina truncada y otra que

cambia una asparagina por una tirosina) y por ultimo, una mutacién se ubicé en la regidén

3’ no traducible. Las tres mutaciones encontradas en BRCA1 no habian sido descritas

previamente. Entre los familiares de estas pacientes, cuatro tienen antecedentes de CM y

seis tienen antecedentes de otros tipos de cancer (Tabla 11 y figura 8).

Tabla 11. Mutaciones identificadas en este estudio en ¢l gen BRCAIl despucs de la

secuenciacion.
Paciente | Edad Historia familiar Mutacion Exon | Alteracion dela | Efecto enla
DX | em | co] ot1cC secuencia proteina
10 66 I - i3 P Intr IVS7 CIVS7-34T Desconocido
13 34 - - + P Intr 1IVS7 CIVS7-34T Desconocido
17 33 = - + P Intr IVS7 CTIVS7-34T Descanocido
16 27 + - + EFS 11E 3587delT ter1159
22 44 + - + 3'UTR 24 CS711+36 A Desconocido
53 34 - - - P Intr IVS7 CIVS7-34T Desconocido
62 34 + < + MS-UV 11C G 2364 T Asp 749 Tyr

CM- Cancer de ma-ma, CO= Cancer de ovario, OTC= Oiros Tipos de Cancer, P intr. = Polimorfismo
intrénico, FS= Alteracion del marco de lectura, 3’'UTR= Region 3' no traducida, MS-UV= Mutacién de
cambio de sentido de significado biolégico desconocido, CIVS7-34T—Variante en la secuencia del intrén 7
con pérdida de 34 pares de bases, 3587delT= Delecién de una T a nivel del nicledtido 3587, C5711+36A=
Insercién de 36A a partir del nucledtido 5711, G2364T= Cambio de una G por una T a nivel del nucleotido
2364, Terl 159= Sefal prematura de terminacién a nivel del codon 1159, Asp749Tyr— Cambio de un aspartato
por una tirosina en el aminoacido 749.
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BRCAL 5

3587delT
G2364 T ter1159

ASp749Tyr Exén 11
Exén 11

| L

1t

CIVS7-34T (4 pacientes)
Intrén 7

C5711+36 A
UTR ¥’

3‘!

Figura 8. Mutaciones encontradas en el gen BRCAL. Las tres mutaciones indicadas en la parte superior
de la figura no han sido descritas con anterioridad, mientras que el polimorfismo de la parte inferior ha
sido descrito previamente en Italia, Bélgica, Espafia y E.U.A,

5.3.1.1, Descripcibén de las mutaciones en BRCAL.

1. Ter 1159 (3587 del T) en el exén 11. Esta mutacion genera un coddn

prematuro de¢ terminacion y una proteina truncada. Fue encontrada em la paciente

perteneciente a la familia 19, yuien desacrollo €l CM a los 27 aiios. Una prima suya

cuatro grados aparte, desatrollo CM a los 23 afios y su abuela matemna fallecié por

cancer de estémago.

FAMILIA 19

Mutacion en el gan BRCA1: Exén 11E, ter1159 (3587deiT)

v

v

obooban GO uon

E%—ifﬁo&ﬁ—rﬁ

.‘ Céncer de mama (27 afios)

‘g Céncer de astémage

v
6ad b
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2. 3’UTR C 5711 + 35 A. Esta se localiza en la regién 3° no traducible del gen
BRCALI y se encontrd en la paciente de la familia 22, quien desarrolld el CM a los 44
afios de edad. La madre también presenté CM y un primo patemo desarroll$ un probable
osteosarcoma. En esta paciente fue encontrado ademas el polimorfismo silencioso val

2171 val (C 6741 G) en el exdn 11 de BRCAZ,

FAMILIA 22

Mutacién en ef gen BRCAT: Exdén 24, 'UTR (C 5711+36 A)
Polimorfismo en el gan BRCA2: PS Exon 11G, val 2171 val (C 6741 G)

TR 55T 5
o

“ Céncaer de mama

5 Prababla aostaasarcoma

3. Asp 749 Tyr (G 2364 T) en el exon 11, Esta fue encontrada en la familia 62 en
una paciente que desarrollé el CM a los 34 afios, cuya tia matcrna presentd el CM a los
35 afios, su padre fallecié por céncer de higado, y un tic patemo por cdncer renal.
Ademas de la mutacion referida, en esta muestra se encontrd el polimorfismo e 3412

Val (A4 10462 T) en el exén 27 de BRCAZ2.
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FAMILIA 62

Mutacion en el gen BRCA1: MS-UV, Exén 11C Asp 749 Tyr (G 2364 T)
Polimorfismo en ¢l gen BRCA2: MS-P Exén 27C, He 3412 Val (A 10462 T)

B Bs
' 0 B g O O
b

‘. Céncer de mama (a los 34 afios)
Cancar renal
Cancer de Higado

5.3.2. Analisis de secuencias en el gen BRCA2.

En este gen se secuenciaron 44 fragmentos que presentaron formacion de
heteroduplex, de los cuales, nueve mostraron secuencias normales y 35 resulta;ron
positivos para alguna mutacion o polimorfismo. De estos 35 positivos, 10 fueron
mutaciones y 25 fueron polimorfismas. Fueron identificadas siete distintas mutaciones
en nueve pacientes (La mutacién C 10349 T fue identificada en cuatro pucientes y la
paciente 27 presentd dos mutaciones). Tres de las mutaciones ya han sido descritas y
cuatro son nuevas (Tabla 12 y figura 9). Ademads, se encontraron, nueve polimorfismos
en 15 de las pacientes (algunas de las pacientes tienen dos o tres polimorfismos). De
¢stos, ocho han sido descritos en otras poblaciones. I.a linica excepcion fue Ala 3246
Ala (C 9966 T) en el exdn 27, el cual es descrite aqui por primera vez (tabla 9 y figura

10).
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Tabla 12. Mutaciones identificadas en este estudio en el gen BRCA2 después de la
secuenciacion.

Paciente | Edad Historia Familiar Mutacion | Exén | Alteracion de la Efecto enla
DX "cm | co [ ore secusncia proteina
24 32 - - + Ins 11A 2664insA Ter 826
26 37 - - + MS-UV 27C C10349T Thr 3374 Ile
27 51 + = + MS-UV 10B T 2066 G Leu 613 Arg
MS-UV 27C C10349T Thr 3374 lle
31 30 - - s MS-UV 27C C10349T Thr 3374 lle
41 27 - - - MS-UV 11G G6580T Val 2118 Leu
47 35 - - - MS-UV 12 T7105C Phe 2293 Leu
52 35 - - . MS-UV 3 A353G Tyr 42 Cys
59 34 - - - MS-UV 27C C10349T Thr 3374 lle
64 31 - - - MS-UV 19 G 8605 A Gly 2793 Arg_

Ins= Insercién, MS-P= Polimorfismo de cambio de sentido, NS-P= Codon de terminacion, PS=
Polimorfismo silencioso. Las abreviaturas explicadas en la tabla 11 pueden ser utilizadas también para
interpretar esta tabla,

A353G 26641InsA T7T105C
Tyr42 Cys Ter 826 Phe 2293 Leu
Exén 3 Exén 11 Exén 11

A 1 B i — ][] -
t f 1N\

T 2066 G G6580 T G 8605 A C10349T
Leu 613 Arg Val 2118 Leu Gly 2793 Arg Thr 3374 Tle
Exén 10 Exén 11 . (4 pacientes)

Figura 9. Mutaciones encontradas en el gen BRCA2. Se indican los tipos y sitios de las mutaciones
encontradas. La mutacién 4353G ha sido descrita previamente en judios, en Europa y en el Caribe;
77105C ha sido descrita antes en una familia mexicana residente en E.U.A. y C103497 en Europa del
Este. El resto de las mutaciones seiialadas en la figura son descritas por primera ocasion en este trabajo.

5.3.2.1. Descripcion de las mutaciones en BRCA2.

1. Tyr 42 Cys (A 353 () se ubica en el exén 3 y fue encontrada en la paciente de

la familia 52, quien carece de antecedentes familiares pero desarrollé el CM a los 35

anos. En ella se encontré ademas el polimorfismo silencioso Val 1269 Val (T 4035 C).
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FAMILIA 52  Mutacion en ef gen BRCAZ: MS-UV, exon 3 Tyr 42 Cys (A 353 G)
Polimarfisma en BRCA2: PS, Exdn 11C, Val 1269 Val (T 4035 ()

| 1O

T

@ Cancer de mama alos 35 afios

2. Leu 613 Arg (T2066G) en el exdn 10 y Tar 3374 lle (C 10349 T) ecn el exdn
27, fueron encontradas en la pacientie de la farmlia 27. Este es el unico caso en el que se
encontraron dos mutaciones en €l gen BRCA2. Se trata de una paciente que desarrollo el
CM a los 43 afios y que tiene como antecedentes una hermana y una tia patema que
desarrollaron el CM alos 50 y 51 afios, respectivamente. Ademds, una de sus hermanas
desarrollo cancer de piel, uno de los tios patemos, desarolld leucerma y el otro cancer

de prostata.  FAMILIA 27

Dos mutaciones en BRCA2: MSUV Exén 10B, Leu 673 Arg (T 2066 G).
MS-UV, exdn 27C, Thr 3374 ile (C 10349 T).

ETH iaxd
HERAAS S IH p g HH A O
] ljléé‘(])ljjélé"-—n
v hod

.‘ Cancer de mama
0 Céancer de pisl

Leucemia
H Céncer de prastata
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3. Thr 3374 lle (C 10349 T) fue encontrada, en las pacientes de las familias 26,
31 y 59. La paciente de la familia 26 desarrollo ¢l CM a los 37 afios. Esta paciente tiene
como antecedentes de importancia que su padre presentd cancer de prdstata y su abuelo
materno desarrolld cancer de estdmago. La paciente perteneciente a la familia 31
desamrolld ¢l CM a los 30 aflos. Una hermana de ella presenté cancer cérvico-uterino
(CaCu), su madre fallecid de ¢dncer abdominal y un tio matemo presentd cancer de
pulmdn, Por su parte, la paciente de la familia 59 (arbol genealdgico no disponible)
desarrollé €] CM a los 34 aiios, aunque no existen ofros antecedentes de cancer en la
familia,

FAMILIA 26 Mutacion en el gen BRCA2: MS-UV Exén 27C, Thr 3374 lle (C10349 T)

-2 e
I E&&é é-l-6 0(566
Mﬂkﬁﬁﬁc{bﬁé&

& Céncer da mama (37 afios)
%]

Cancer de prostata
ﬂ' Cancer de estdmago

FAMILIA31  Mutacién en el gen BRCA2: MS-UV Exdn 27C, Thr 3374 ile (C 10349 T)
|

A1
: A & b0
w O 0 O 6) S O

Cancer de mama (a los 30 anas)

GaCu

Cancer de pulman

omy e

Céncer abdominal
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6. Val 2118 Leu (G 6380 T) en ¢l exdn L1, Phe 2293 Leu (T 7103 C) en ¢l exon
12 y Gly 2793 Arg (G 8605 A) en el exon 27. Estas mutaciones fueron encontradas en
mujeres jovenes sin antecedentes familiares, pero que desavollaron el CM 2 los 28,35 y

31 aflos, respectivamente.

7. Ter 826 (2664 Ins A) en el exon 11, fue encontrada en una paciente que
desarrolld ¢l CM a los 32 afies y ¢uyo umco antecedente famihar €s que su abuela

paterna de¢sarrolla cancer ocular.

FAMILIA 24
Mutacién en el gen BRCA2: FS*, Exdn 11A, Ter 826 (2664 Ins A)

| Jridg

68 B0
" ore o

v L

.K Cancer de mama (32 afios)

@ Cancer ocular

*F§ = Alteracién del marco de lectura
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5.3.2.2. Polimorfismos ea el gen BRCA2

En latabla 13 y la figura 10 pueden observarse los polimortfismos encontrados en

BRCAZ, mientras que los drboles genealdgicos de las pacientes que presentaron estos

polimorfismas, asi coma los de las pacientes que resultaron negativas para carabios en

las secuencias de ambos genes, pueden ser observados en el anexo 4.

Tabla 13. Polimorfismos identificados en este estudio en el gen BRCA2 después de

la secuenciacion.

Paciente | Edad | MHist. Hist, Otro Muta- Exén | Alteraciéu de Efecto enla
de DX | Fam. | Fum, de] cincer cion la secuencia proteina
de (9.4 enla
CM Fam.

i 47 H - + MS-F 27C AlU462 T lle 3412 Val
MS-P 10 A A 1093 C Asn 289 His

6 57 + - - MS-P 11B A319G Asn 991 Asp
MS-P 22 G 9079 A Ala 2951 Thr

7 33 - - + MS.P 27C Al10462 T Ile 3412 Val
13 34 - B + MS-FP 10 A Al1093C Asn 289 His
MS-P 11B A3199G Asn 991 Asp

14 24 - - - MS-P 27C A10462 T De 3412 Val
16 33 - - - PS 27A C 9966 T Alu 3246 Ala
17 33 - - + P Intr 19 C8715+47T desconocido
NS-P 278 A10204 T Lys 3326 X

22 44 + - + PS 11G C6741 G Val 2171 Vil
23 34 - - + MS-P 22 G279 A Ala 2951 Thr
29 33 - - - PS 11C T 4035C Val 1269 Val
kY| 55 - { + MS-P 10 A Al1093C Asn 289 His
MS-P 11 B A3 G Asu 991 Asp

MS-P WA A1093C Asn 289 His

42 38 - - - MS-P 11B A3JPG Asn 991 Asp
MS-P 2 G 9079 A Ala 2951 Thr

45 74 - + + PS 17A C 996 T Ala 3246 Ala
MS-P 10 A Al1093C Asn 289 His

56 34 - = + MS-P 11B AJING Asn 991 Asp
MS-P 22 G979 A Ala 2951 Thr

62 M + - + MS-P 27C A 10462 T Ile 3412 Val

CM= Cancer de mama, CO= Cancer de ovario, MS-P= Palimorfismo de cambio de sentido, NS-P= Caddn

de terminacion,

también aqui.

PS= Polimorfismo silencioso. Las abreviaturas explicadas en la tabla 11 se aplican

63




Resultados

Identificacion de mutaciones en los genes BRCA | y BRCA2 en pacientes del Noreste de México con cincer de mama.

C9%66T
Ala 3246 Ala
Exén 27
CS87T15+47T
A3199G iy
Asn 991 Asp In
Exén 11 A10204T
Lys 3326 X
Exén 27
BRCA2
A1093C T4035C C6741 G A10462 T
Asn 289 His Val 1269 Val Val 2171 Val Ile 3412 Val
Exén 10 Exén 11 Exén 11 Exén 27
G979 A
Ala 2951 Thr
Exén 22

Figura 10. Polimorfismos encontrados en el gen BRCA2. Todos los polimorfismos han sidos descritos
antes en diferentes poblaciones, excepto Ala 3246 Ala (C 9966 T) en el exén 27.

Los polimorfismos mas frecuentes en este estudio fueron: Asn 289 His (A 1093
C) y Asn 991 Asp (A 3199 G), de los cuales cada uno se presento en el 9% de los casos.
Tres polimorfismos més tuvieron una frecuencia del 7%. Estos fueron: Ala 2951 Thr (G
9079 A), Ile 3412 Val (A 10462 T) y el polimorfismo intrénico C 7VS7-34T. El resto de

los polimorfismos presentaron frecuencias menores.

5.3.3. Correlacion entre el estadio clinico y la presencia de mutaciones.

La tabla 14 muestra la correlacién entre ¢l estadio clinico y la presencia o ausencia de
mutaciones en los genes BRCAl y BRCA2. Como puede observarse, en la etapa II
existe mayor cantidad de pacientes que no presentan mutaciones, mientras que en las
etapas I1T y IV es mayor la cantidad de pacientes con mutaciones. Sin embargo, dichas

diferencias no fueron significativas (Az 3g1.P>0.9).
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Tabla 14, Correlacién entre lu etapa clinica y la presencia o ausencia de
mutaciones y polimorfismos en los genes BRCA1l v BRCA2,

MUTACION O ETAPA CLINICA TOTAL
POLIMORFISMO I o m v
SI 1 13 b4 4 27
NO 1 18 7 2 28
TOTAL 2 31 16 6 55

5.3.4. Resumen de los ballazgos

Una vez realizadas las secuenciaciones de todas las mucsiras que dieron patrones
de bandas anormales en el analisis de heteroduplex, las mutaciones identificadas fueron
las siguientes: cuatro mutaciones en el genn BRCA1 y 16 en €l gen BRCAZ2. De ellas, 10
fueron polimorfismos y 10 son mutaciones. De las mutaciones, dos producen proteinas
truncadas, una s¢ ubica en la region 3’ no traducible del gen BRCAL y siete mas

corresponden a cambios de sentido de significado bicldgico desconocido.

De los 10 polimorfismos delectados, uno produce un codon de terminacion (que
ha sido demostrado en controles normales (BIC), cuatro producen cambio de un
amunodcido por otro, tres son polimorfismos silenciosos que alteran la secuencia de

DNA (pero que conservan el mismo residuo aminoacidico) y dos son intrénicos.
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CAPITULO VI

6. DISCUSION

6.1. POBLACION ANALIZADA, FRECUENCIA Y TIPOS DE MUTACIONES.

Se analizaron todos los exones de los genes BRCA1l y BRCA2 en las 55
pacientes mexicanas con CM que conformaron este estudio. Todas las familias resultaron
ser de origen mestizo, con al menos las cuatro ultimas generaciones sin mezcla con otras

poblaciones.

Fueron identificadas dos mutaciones que producen praoteinas truncadas, una en
BRCALI, otra en BRCA2, ademas de ocho mutacionss de efecto bioldgico desconocido.
De las mutacionss identificadus en esta serie d¢ pacientes, seis no habian sido
encontradas  a la fecha en The Breast Cancer Information Core (BIC),

(http://www nhgn.nih.gov/Intramural_research/L ab_transfer/Bic/). Esas mutaciones son:

Asp 749 Tyr (G2364T) y terl 159 (3587 del T) en BRCAL y Leu 613 Arg (T 2066 G),
ter826 (2664 ins A), Val 2118 Leu (G 6580 T) y Gly 2793 Arg (G 8605 A) en BRCA2.

Ninguna de estas mutaciones fue encontrada en dos o mas de las pacientes.

Las mutaciones encontradas en esta serie de pacientes y que ya se conocian

incluyen: Tyrd2Cys (A333G), que se ha descrito en judios, Europa y el Caribe (BIC), y
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Thr3374Ile (CI03497), que fue la Gnica encontrada en cuatro (7%) de nuestras pacicntes
y que ya ha sido descrita antes en Europa del este (sugiriendo que estas mutaciones
pueden tener una distribucion universal). La mutacion Phe2293Leu (T7105C) descrita
s6lo una vez previamente en una paciente mexicana (BIC), sugiere que puede tratarse de

una mutacion especifica de nuestra poblaciorl.

6.2. EFECTOS DE LAS MUTACIONES.

Las dos mutaciones (6%) que producen proteinas truncadas, una cn BRCALl y la
otra en BRCAZ2, fueron identificadas en el grupo de 36 pacientes con CM de inicio
temprano (< 35) y sin antecedentes familiares de CM u ovario. De ellas, la mutacion F§
3587 del T parece estar asociada parficularmente 4l inicio temprano de la enfermedad, ya
que la paciente desarrollo el CM a los 27 afios y una familiar emparentada con ella, a
través de 3 varones, desarrolld el CM al los 23 afios. Lo mismo podria suponerse para la
mutacion 2664 ins A que también produce una proteina truncada y que se encontrd en
una paciente que desarrolld ¢l CM a los 32 afios. Sin embargo, en este caso no tenemos

evidencia de mas afectados cort CM.

Aunque los arboles genealdgicos de esas pacientes no muestran otros muembros
afectados con CM u ovario, si existen antecedentes que sugieren la posible contribucion
de esas mutaciones a otros tipos de céncer. La abuela paterna de la paciente con la
mutacion 2664 Ins A desarrollé cancer ocular. No seria sorprendente si este tumor fuera
un melanoma, dada la alta frecuencia con que esta neoplasia se asocid a mutaciones en

BRCA2 (139). Como ninguna de estas mutaciones ha sido descrita con anterioridad, no
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existen estudios que demuestren su efecto en la fisialagia celular.

No fueron encontradas mutaciones que producen una proteina truncada entre los
casos familiares. Esto puede deberse a que la mayoria de ellas pertenecen a familias de
riesgo moderado (2.7 casos de CM por familia con una edad media de presentacioo de la
enfermedad de 47.3 afios). Sola dos familias adicionales incluyen tanto CM como céncer

de ovario y una familia con CM en un varén.

La ausenicia de mutaciones que producen una proteina truncada entre los cases
familiares es consistente con los hallazgos en series de pacientes de moderado riesgo de
Europa y Norteamérica, captadas a través de las clinicas de céncer (86, 99, 103, 104,
140). Adicionalmente, nuestra frecuencia de mutaciones es muy similar a aquellas
obtenidas en estudios de tamafio semejante al nuestro en familias espafiolas. Osorio ef
al., ¢n el 2000 (141), identificaron dos mutaciones que alteran €l marco de lectura entre
18 familias con CM que tenian entre 3 y S casos. De igual manera, Dicz ef al., et 1999,
al analizar 4| familias con al menos 3 casos de CM y 15 familias con CM y ovario, no

encontraron ninguna mutacidén que producen una proteina truncada (119).

De las ocho mutaciones de significado bioldgico desconocido (seis en el gen
BRCAZ y dos en BRCALl), la mayoria (7/36.20%) fueron en el grupo de mujeres
jévenes. De los casos familiares, 3 (18%) tuvieron este tipo de mutaciones. Para nuestra
sorpresa, no encontramos mutaciones en los dos casos que tienen antecedentes de céncer
de ovario (familias 46 y 55) y que desarrollaron el CM antes de los 35 afios de edad. En

ambos casos una abuela fue afectada con cancer de ovario. Al no contar con el analisis
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de un grupo mas numeroso de familias com céncer de ovario, no podemos hacer
conclusiones acerca de la frecuencia de mutaciones en ese grupo de pacicntes en nuestra

poblacion,

Con excepcion de la mutacion Tyr 42 Cys, la cual ha sido descrita 38
veces (BIC), las otras mutaciones de significado biolégico desconacido han sido
descritas muy pocas 0 ninguna vez en otras poblaciones. Sin embargo, ain cuando
permanece pendiente establecer si esta ltirna clase de alteraciones genéticas representan
mutaciones deletéreas o variantes normales, ¢éstas no han sido observadus en

cromosoimas de mujeres controles sands.

6.3. Comparacién con los genes breal y breca2 de ratin y cambios amineacidicos

provocados por las mutaciones.

La comparacién de las regiones analizadas con las correspandientes de los genes
breal y brea2 de ratom, mostrd que solo la region donde se encontrd la mutacidn
Thr3374 parece ser idéntica entre el gen humano BRCAZ y el de raton brca2 (Gen-
Bank). Las comparaciones de las secuencias entre las dos especies son importantes,
debido a que como se sabe, las regiones génicas muy conservadas sugieren su
importancia en la fuacion de la proteina codificada por éstos. Sin embargo, aunque el
resto de las mutaciones de cambio de sentido no se encuentran en regiones conservadas
enire estas dos especies, algunas de ellas resultan en un cambio del tipo de amino4cido,
lo cual probablemente cambie las propiedades [isico-quimicas de¢l area mutada y Ju

estructura y funcién de la proteina (Fig 11).
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1 G 2364 T Asp749Tyr A353GTyr42Cys
EXON 11 BRCALl e 00" EXON 3 BRCA2 oo
coo l HN" —C —H N*
| N —C—H N — H.N" — C —H
H,N* _ﬁ — > | | » [
— CH CH, CH,
CH; z |
Coo SH
QH OH
Carga negativa Aromatico Aromitico Polar sin cargu
3 6580G<T Val 2118 Leu 4 T105T<C Phe 2293 Leu
EXON 11 BRCA2 EXON 12 BRCA1
COoO” TOO‘ COO COoO
|
H;N—C—H HN" —'(|3 —H HN'—C—=H H;N—C—H
/CH\ (|:H1 CH; (]:Hz
CH, CH;, CH CH
/7 '\
C‘{J CH3 CH] L-.:[]J
No Polar No Polar Aramdtico No Polar
5 8605G<A Gly 2793 Arg
EXON 19 BRCA2
Coor CQo

H;N'—Al— H ) HyN' —H

H 2
No Polar
iﬂ:wz
2
Cargy positiva

Figura 11. Cambios aminoacidicos provocados por las mutaciones de cambio de
sentide, Como puede abservarse, todas as mutacianes ilustradas producen ¢l cambio de
un aminoackle por otro. Sin embargo, los cambios mas unportantes son causados por G
2364 T Asp 749 Tyr y 8605 G<4 Gly 2793 Arg, que dan como resultado ¢l cambio por
un aminodcido de carga diferente.

Milner y cols en 1997 descnbieron que la mutacién 7yr42Cys (Fig. 11)
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disminuye severamente el potencial de activacidn transcripcional de BRCAZ, sin
embargo, también observaron que no cosegrega con la enfermedad, al menos en la

familia que ellos analizaron (94).

No podemos descartar que la mutacidn 5711+36 C>A encontrada en la regiém 3’
no traducible de BRCAL, pudiera tener algin efecto sobre la estabilidad del RNAm. Esta
aseveracion se ve reforzada por el hecho de que una mutacion similar (5711+31 G>A) ha
sido descrita en un estudio realizado en Singapur (142) y la misma'no fue encontrada en
100 controles sanos. Un efecto en la alteracién de los sitios de corte y empalme o de
afeccion de regiones reguladoras dentro del gen podria ser posible para 10s polimorfismos

CIVS7-34 Ten BRCAl y C 8715+ 47 T en BRCA2.
6.4. COMPARACION CON OTRAS POBLACIONES.

La frecuencia de mutaciones ¢n los genes BRCAI y BRCA2 cn nucstra
poblacidn, parece ser semejante de la descrita para familias europeas y de Estados
Unidos, identificadas a través d¢ una investigacion clinica de historia familiar positiva
de CM (86), 99, 103,104, 140), (Tabla 15), o en series de pacientes con CM de inicio
temprano (59, 143, 144) (Tabla 16). Sin embargo, la mayoria de las mutaciones
encontradas en este estudio son distintas a las descritas en otros paises, incluido Esparia
(117); desafortunadamente no ¢s posible comparar nusstros hallazgos con los de otras
poblaciones relacionadas con la nuestra, debido a la ausencia de tales estudios en las

poblaciones latinoamericanas.
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Tabla 15. Frecuencia de mutaciones en los genes BRCAl y BRCA2 en estudios de
familias con ries&o maoderado de desarrollar ciocer de mama.

PAIS CARAC'FERiST[CAS BRCAl BRCA2 AUTOR
CLINICAS

CANADA CM/OV (3 casos, 1<40) | 21.73% Durocher 1996 |
EUA CM/QV (2 casos) 7.7% Couch 1996
VARIOQS PAISES CM/QV (2 casos) 11.3% Wagner 1999
INGLATERRA CM/OV (2 casos) 3.5% 5.5% Peto 1996
EUA CM/QV (2 casos) 7.1% 4.9% Malone 2000
MEXICO CM/OV (2 casos) 3.0% 16% Este estudio

Tabla 16. Frecuencia de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en estudios de

pacientes con cancer de mama de inicio temprano.
PAIS CARAUTERISTICAS HILCAI1 BRCA2 AUTOR
CLINICAS

INGLATERRA <36 3.5% 2.4% Peto 1999
AUSTRALIA <40 (an4lisis parcial) 2.33% 2.83% Hopper 1999
EUA <36 5.9% 3.4% Malone 2000
ESPANA <40 (andlisis parcial) 2.0% Diez 1999
MEXICO <36 6.0% 22.0% Este cstudio

En adicion al CM y al d¢ ovario, varias de las familias examinadas en este cstudio
y que resultaron can mutacioncs, tienen una historia de multiples tipos de céncer,
incluyendo cérvix, colon, prdstats, pdncreas, pulmén, csofago, estdmago, higado,
cerebro, testiculos, ojo y leucemias, confirmando la contribucién de mutaciones en estos
genes a distintos tipos de neoplasias (28). Desafortunadamente, aunque el tamafio de la
muestra es bueno, considerando que es el pnmer estudic completo de ambos genes
BRCA] y BRCAZ en Latinoameérica, aun es pequeiio para que 10s permita realizar ua

analisis estadistico formal de asociaciones especificas entre los tipos de canceres y las

mutaciones.

Por otro lado, tambiéu vanas de las familias de las pacientes que no presentaron
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mutaciones, tienen una historia importante de otros tipos de cancer. Esta agregacion de
casos en la familia, podria ser ¢l resultado de la predisposicidn genética conferida por

otros genes distimtos a BRCAL y BRCAZ2, o de influencias ambientalcs.

6.5. ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS.,

Las frecugncias de los polimorfismos encontrudos en este estudio (Tabla 17), son
similares a las descritas en Europa del Este, en U.S.A. y en otras (53, 145, 146, 147),
Aunque los polimorfismos CI/¥57-34T en BRCAL y Asn289His (41093C) en BRCAZ2
han sido descnitos previamente en Espafia, también han sido referidos en otros paises. Los
polimorfismos ¥Vaf2i71Val (G6741G) y C8715+47T han sido descritos anteriormente
solo cn la poblacion africana, lo que probablemente refleja la mezcla de genes africanos
en nuestra poblacion, ya que es bien sabido que grupas africanos arribaron a las costas

del Este de México después de la conquista espafiola.

El polimoifismo 9966 C>T en BRCAZ2, el cual no produce substitucion
aminoacidica es interesante, tanto porque no ha sido descrito antes, como porque fue
encontrado en la tinica familia que tiene el antecedente de CM en un vardén. El haber
cncontrado este polimorfismo en la familia referida puede deberse al azar. Sin embargo,
si en estudios posteriotes se demuestra que segrega con la enfermedad y que no se
presenta en controles, se podria postular un posible efecto sobre algunos de los sitios de
vorte y empalme del gen. Este ultimo polimorfismo, as{ como la mutacion Thr 3374 lle
fueron observadas en mas de¢ una ocasidn. Sin embargo, dado que los sitios donde s¢

localizan estos cambios no se encuentran conservados entre las espectes (Consulta en
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linea al Gen Bank: http://www.ncbi.alm.nih.gov/entrez/query.fcgi7?CMD=search&DB), y

que ambos se encuentran hacia el extrema 3° de un cambio de un polimorfismo que no

produce efecto en el desarrolio del CM (148), es poco probable que predispongan a la

enfermedad. Desafortunadamente no fue posible para nosotros disponer del RNA de las

pacientes que presentaron las mutaciones referidus para verificar si producen 0 no

proteinas truncadas.

Tabla 17. Frecuencias con las que han sido descritos los polimorfismos encontrados

en este estudio.

POLIMORFISMO EXON FRECUENCIA EN # DE REFERENCIAS
ESTE ESTUDIO EN BIC

A 1093 C 10 5/55 (9%) B
A3199G T 5/55 (9%) 2
G 9079 A 22 4155 (%) 38
A 10462 T 27 4/55 (7% 82

C IVS7-34T* Intc. 7 4/55 (7%) 6
T 4035 C L1 2/55 (4%) 3
C 9066 T 27 2755 (4%) NO

C 8715+47T 19 1755 (2%) 2
A 10204 T 27 1/55 (2%) 156
C6741 G T 1/55 (2%) 1

*Unica polimorfismo encontrado en BRTCAT

6.6. PERSPECTIVAS Y BENEFICIOS DERIVADOS DEL PROYECTO

6.6.1. Utilidad clinica

Los resuitados obterudos fueron canalizados a la clinica 25 del IMSS y al Centro

Universitario Contra el Céncer, con el propdsito de que scan tomadas las medidas de

asesoramiento y vigilancia apropiadas, tanto para las pacientes como para sus famnilias.
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6.6.2. Diagnostico molecular

La prueba ha sido completamente estandarizada y puede ser puesta a disposicion
de los servicios clinicos del pais para el andlisis de familias de alto y moderado riesgo,

para pacientes con CM de inicio temprano y para la deteccidn de posibles portadoras.

6.6.3. Transferencia tecnoldgica

Mediante este proyecto se logro transferir de la Agencia Intemacional de
Investigacion en Cancet a estc Departamento de Bioquitnica la técnica de analisis de
heteroduplex. También se adquirid la técnica de secuenciacion manual mediante la
sccuenasa, aunque esta no fuc implementada dcbido a que ya sc¢ contaba en dicho

Departamento con otras técticas de secuenciacion tanto manual como automatica.

6.6.4, Formacion de la red latinoamericana de genética molecular contra el cincer.

Se establecio contacto con investigadores de diversos paises latinoamericanos
(Ver la figura 12). Con la mayoria de los investigadores se¢ han formalizando las
condiciones en las cuales se desarrollaran ias colaboraciones. Actualmente se encuentra
en cursa un proyecto de colaboracién con investigadores de Venezuela y Peri y
habicndo realizado ya el anilisis de heteraduplex se encontraron 49 vanantes, las cuales

estdn siendo secuenciadas.
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Figura 12. Colaboraciones con otros paises latinoamericanes En el mapa se sefialan los paises con
los cuales se ha establecido contacto. Actualmente se estd colaborando com investigadores de
Venezuela y Peni, mientras que con los otros paises se estan estableciendo las condiciones de
colaboracion.
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CAPITULO VII

7. CONCLUSIONES

En la muestra de nuestra poblacion resultaron mas frecuentes las mutaciones en
el gen BRCA2 que em el BRCAL, con una alta proporcion en los ¢asos de CM de inicio
temprano. Estos hallazgos son congruentes con los descritos en otras poblaciones como
Ia islandesa, donde las mutaciones en BRCA2 son mucho mas frecuentes que las

mutaciones en BRCA1 (99).

Nuestros  datos, comparados con aquellos descritos previamente en otras
poblaciones, indican que la contribucién general de mutaciones en los genes BRCALl y
BRCAZ a los casos familiares de CM de mediano riesgo y a los casos de inicio
temprano, no varia significativamente entre las distintas poblaciones. En nuestra seric,
solo cuatro familias retinen los criterios para ser consideradas como de alto riesgo (tres o
mas casos de CM y /u avario diagnosticados antes de los 60 afios entre familiares de
primer grado), y entre ellas s0lo en una (25%) se encontrd una mutacion, Estu
proporcidn de mutaciones cu familias de alto riesgo es muy baja, comparada con los
reportes previos para familias europeas y de Estados Umdos (83), pero debe
considerarse quc la muestra es pequeria para llegar a alguna conclusidn, con respecto a la

frecuencia de mutaciones en familias mexicanas de alto riesgo.
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La frecuencia en nuestro estudio que es similar a la encontrada en mujeres jovenes
y [amilias de mediano riesgo sugiere que la penetrancia de estos genes no difiere entre
las poblaciones, incluida ]a nuestra. Por otro lado, la frecuencia de mutaciones en el gen
BRCA2 en familias con CM de inicio temprano es mayor en nuestra poblacidn,

sugiriendo la utilidad de indicar la prueba en este grupo de pacientes.

En este estudio se han analizado tanto la secuencias codificantes como las
regiones intronicas adyacentes a los exones de ambos genes BRCA1l y BRCAZ2. Sin
embargo es posible que algunas mutaciones no hayan sido detectadas debido al método
utilizado. La técnica de analisis de heteroduplex tiene una sensibilidad del 90% y
particularmente puede dejar de detectar algunas mutaciones puntuales. Asi mismo,
grandes rearreglos gendmicos, que pueden representar hasta el 15% de las mutaciones cn
el BRCAL [ Puget et al. 1999 (149)] y que también ocurren en ¢l BRCA2 [ Wang et al.
2001 (150) ], no pueden ser detectadas por esta técnica, pues para lograrlo, se requiere de

la utilizacion de PCRs largos y la posierior secuenciacion de estos fragmentos grandes.

La proporcion de CM de inicio temprano atribuible a mutaciones germinales que
producen proteinas truncadas en BRCAl y BRCA2 en nuestro estudio (2/36: 6%) ¢s
consistente con los estimados obtenidos en grandes series de pacientes estudiadas en
Inglaterra, Australia y EU.A. [ Peto et al., 1999 (151); Hopper et al., 1999 (152); Malonc

etal., 2000 (153) ].

Aun cuando permanece pendiente establecer si las siete mutaciones de cambio de

sentido de efecto hioldgico desconocido representan mutaciones deletéreas o variantes
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normales, éstas no han sido observadas en cromosomas de mujeres controles sin CM
analizadas en estudios realizados eun diversas partes del mundo y que son referidos
The Breast Cancer Information Core (BIC). Las once pacientes que resultaron aqui
portadoras de mutaciones de significado biologico desconocido, representan la mayoria
de las mutacioncs encontradas ¢n este estudia y podrian par lo tanto, ser responsables de
la susceptibilidad al CM en la mayoria de las pacientes jovenes y casos familiares de
nuestra pablacion. Para poder establecer ésto con certeza, es indispensable conocer su

relevancia clinica y funcional, asf como estimar los riesgos asociados a ellas.

Las dos mutaciones que producen uma proteina truncada, asi como las seis
mutaciones que no han sido descritas antes, junto con la mutacién Phel293Leu en
BRCAZ2 descrita previamente cn una paciente mexicana (BIC), posiblemente scan
exclusivas de nuestro pais y de algunas otras pablaciones latinoamericanas. Parecido a lo
encontrado en estudios espafioles (154, 155, 141), la mayoria de las mutaciones son
unicas, con solo una pocas de ellas siendo observadas em mas de una familia, sugiriendo
que mi en esa poblacion, ni en a nugsira, existe un efecto de fundadores. Sin embargo, se
hace necesario el analisis de una mayor cantidad de pacientes mexicanas con CM,
buscindoles las mutaciones encontradas especificamente en este estudio, con ¢l
propdsito de determinar la proparcion de todos los casos atribuibles a estas mutaciones
en nuestra poblacion, as{ como para la identificacién de pacientes y familias con mayor
riesgo de desamrollar la enfermedad y establecer con certeza si existe o no algun efecto de

fundadores en nuestro pais.

Sera de gran interés continuar estos estudios en una mayor cantidad de pacientes
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con caracteristicas semejantes a las de este estudio, obteniendo la historia familiar y la
informacién acerca de exposicién a factores de riesgo, con el fin de identificar

potenciales interacciones genético-ambientales que puedan influir en el riesgo de CM

conferido por estos genes.
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ANEXO 1

PROTOCOLO: Identificacién de Mutaciones en los Genes BRCAl1 y BRCAZ en
Familias del Noreste de México ¢on Predisposicion al Caucer de Mama.

No. de paciente: Elaboré:

DATOS GENERALES:

Nombre:

Hospital: 1 IMSS 25 2. HU
Cédula o No. de Expediente:

Fecha de Nacimiento:

Estado Civil Ocupacidn:

Direccion:

ANTECEDENTES PERSONALES:

HABITOS
Tabaquismo: No. de aiios No. de cigarrillos al dia
Alcoholisma: No. de afios No. de conas bor semana

ANTECEDENTES GINECQ-OBSTETRICOS

Menarca IVSA Edad de primera gesta
Gestas Abortos Para Ceséirea
Meses de lactancia por nifio Meétodos anticonceptivos

Tiempo d¢ uso

[3

MORFOMETRIA
Peso Talla




PATOLOGIA CRONICA NO NEOPLASICA

1. Diabetes 2. Hipertensidn Arterial 3. Obesidad 4. Artritis Renmatoide
5. Cardiopatia Isquémica 6. Infecciones tipo
Otras

PATQLOGIA NEQPLASICA PREVIA

Sitio Diagnéstico
Edad al diagnostico Estado Actual

PATOLOGIA MAMARIA PREVIA

1. Fibroadenoma 2. Mastopatia Fibroquistica 3. Mastitis Aguda (con o sin absceso)
4. Mastitis Crdnica 5, Adenomas 6, Papiloma 7. Otros

Especificar
Lado de presentacion Edad de Presentacion

NEOPLASIA MAMARIA ACTUAL

Tiempo de haberse detectado el

tumor
Lado Cuadrante Diametro en ¢ms.

Paget positivo?

Piel: 1. Ulceracion 2. Retraccién 3. De Naranja 4,
Inflamacion

GANGLIOS POSITIVQS:

Localizacion Namero Diametro Mixima

LABORATORIO DE PATOLOGIA

Citologia: No. de estudio Diagndstico

Biopsia: No. de estudio Diagnastico

Pieza quirdargica: 1. Cuadrantectomia 2. Mastectomia simple
3. Mastectomia radical modi 4.0tra

Tipo Celular: 1. Ductal 2. Lobulillar 3. Otro

Grado de Diferenciaciéon 1, Buena 2. Moderada 3. Pobre 4. [ndiferenciada




CIRUGIA MAMARIA INICIAL

Fecha: Indicacion: 1. Terapéutica 2. Limpieza

TRATAMIENTQ NO QUIRURGICO PREOPERATORIO

1. Quimioterapia 2. Radiacion 3. [nmunoterapia
Quimioterapia

Droga Dosis/m’ Ciclos
Radioterapia
Sitio Dosis total Na. de sesiones
Inmunoterapia
Tipo__ Dosis total No. de sesiones

TRATAMIENTO NO QUIRURGICQ POSTOPERATORIO

1. Quimioterapia 2. Radiacidn 3. Inmunoterapia
Quimioterapia

Droga Dosis/m* Ciclos
Radioterapia
Sitio Dosis total No. de sesiones
Inmunoterapia

Tipo Dosis total No. de sesiones




FAMILIARES DE PRIMER GRADO

Nombre Edad Sexo Tipo tumor | Sitio | EdadalDx | Edadal
morir
FAMILIARES MATERNOS DE SEGUNDG GRADO
Nombre Edad Sexo Tipo tumor | Sitio Edad al Dx |Edad al

morir




FAMILIARES MATERNOS DE TERCER GRADQO

Nombre

Edad

Sexo

Tipo tumeor

Sitio

Edad al Dx

Edad al

morir

LN "AV/A0/ANNS. WIS BEv A NN b W I = Em——

OTROS FAMILIARES MATERNOS

Nombre

Edad

Sexo

Tipoe tumor

Sitio

Edad al Dx

Edad al
morir




FAMILIARES PATERNOS DE SEGUNDO GRADO

Nombre Edad Sexa Tipo tumor | Sitio | Edad alDx |Edad al
morir
FAMILIARES PATERNOS DE TERCER GRADO
Nombre Edad Sexo Tipo tumar | Sitio Edad al Dx | Edad al

Iaorir




OTROS FAMILIARES PATERNQS

Nombre

Edad

Sexo

Tipo tumor

Sitio

Edad al Dx

Edad al n

ARBOL GENEALOGICO




ANEXO 2

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVOQ LEON
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente hago constar que estoy informada(o) de la realizacion
del proyecto Identificacion de Mutaciomes en los Gemes BRCAl y BRCAZ enm
femilias del Noreste de México con Predisposicién al Cincer de Mama y que servird
para identificar alteruciones en mi material hereditario que puedan aumentar €l riesgo de
padecer cancer de seno, por lo cual accedo de manera voluntaria a contestar el

cuestionario que me serd hecho y a donar 10 ml de mi sangre.

Asi mismo, autonzo a las personas que realizan este proyecto a que utilicen los
datos proporcionados por mi y mi sangre, para realizer las investigaciones que
consideren necesarias en €l entendido de gue tanto los resultados y mu identidad seran

mantenidos en absoluta confidencialidad,

He sido informada(o) también que los resultados obtemidos de mu sangre, me
seran dados a conocer a traves del servicio de consultoria médica apropiada y me seran

proporcionados sdlo a mi o a la o {as personas que yo autorice.

FIRMA

NOMBRE DEL(A) PACIENTE



ANEXO 3

PRIMERS UTILIZADOS

Primers utilizados en el anilisis del gen BRCAL

Tamailg
Exon | Primer SECUENCIA Primer SECUENCIA Tm | MgCl; del

Sentido | ¥ ————3’ antisentido | 5'————F (°C) | (mmy | fragmen
to
(pb)
1 1A tagcccttggtiiccgty 1B tcacaacgectiacgecte 60 1.5 315
2 2A gaagtigtcattttataaaccit 2B __tptcttttcticcctaptatgt 58 1.5 258
3 3JA tectgacageagacatita 3B ftggattttcgttctcactta &0 1.5 339
3 SA ctcttaagggcagtiglpag JB ticctacigtpettpctice 60 1.5 231
6 6A ctatittaglgiocaaaa 6B Mcatggacageacttgagty 58 3 206
7 7A cacaacaaagagcatacalaggg 7Bin ggacigottctagectepe 38 1.5 346
8 8A tgttagctgacigatgatgnt N8B atecageaatiattattaaatac 55 1.5 269
9 SA ceacagtaratgcicaytaaata 9B tagpaaaataccagencaaga 38 1.5 211
10 10A (gulcagcittctglaatcg 10B gtatctacccacctctcticttcag 58 3 241
11A_ [ 11 AiF | peaatllyaatgaaagagtatgagc 11 BZR vcaglaagictattticictgaagaace | 60 1.5 800
11B | Il CF | gsttcigatgacicacatgatpps 11 ER cucatyualatycctyytayaay 60 1.5 597
11C | 11 E2F | tcagggaactaaccaaacggag 1l GR cetgagtpecataatcaglaceagg 60 1.5 743
11D | 11 B12F | aagtgtctaataatgclgaapaccce Il IR cgttgectctgaactgagatpatag 60 1.5 669
11T 11 KF tgcaggctitcctgtp ity 11 MR gacgcitttgctanaaacageag 60 1.5 766
L1F 11 NF | ptiptictgagacacctgatgace 11 PR gtgcteccaaaapeataaa 60 LY 744
12 12A glectgecaatgagaapaaa 2B tgicagcaaacctaagaatgt S5 1.5 265
13 13A aatggaaagcticicanagla 138 at agctaggtecttac 59 1.5 330
14 14A ctaaccrgaattateactatea L4B gtggataaatppcotgtatgca b 1.3 314
13 15A tggclgeccaggaagtatg L5B dadasaccagaalatcinatgtagea J8 1.3 346
16 16A aattcitaacagagaccapaac L6B aasaciketecagaalgtigt 58 1.5 464
17 17A glgtagaacgigeaggattg L7B tcgeetcatglgatttia 38 3 264
18 18A gEctgitiagcttcttaggac 138 gagaccaltticceagegic 58 1.8 351
19 19A ctgtcaticecigigetc 9B catigitaaggaaagigalgc 58 1:§ 251
20 20A atatgacgtutotyctccuc 20B ___ Muyaatccauattacacagc 58 1.5 400
21 21A aapctottuctititg aaag! 21B glagagaaatagaatagectet 58 1.5 300
22 22A tcccatigagaggtcttget 22B gagaagacttctgaggctac Sy 1.5 300
23 | N23A tgatgaagtgacagticcag 238 Actptgctacicaageacca 55 1.8 218
24 N 244 tacaaccaggaccetpgagt N 24B aaagpccacitigraageica S8 11§ 278




Primers utilizados en el analisis del gen BRCA2

Ezon | Primer Primer Tm | MgCl, | Tama

Sentido Antisentido °0) (Mm) iio del

fragm

ento

(pb)

2 2A cteagrcacataataaggaat 2B acactgtsacgtactgg tttt 52 2 156
3 3A tetgggtcacaaatttgictgica N3B ttcctagtttgtagitciceccagte | SS 1.5 356
4 4A agagtgcasatuataatecagagta 4B aatcagattcatcittalagaacaaa | 39 {5 249
5 SA aacaatttatatgaatgagaate 5B aatigllaagntiactittarna 50 1.5 220
6 6A ccacaaagagataagicagyta 6B 1333(Clcaggecaaagaia 33 1.5 234
7 7A tdaylyaaaasagagivas 7B aacagaagtatiagagaigac 50 1.3 275
38 NEA aatagtagatptectititga 3B acatataggaccaggtitagagac | 60 3 285
9 9A Ctagtgattttaaactataattttg 9B pticaactasacagaggact 50 1.5 164
10A | NIOAF | tgccaagtactcagaataacce LOCR ctttitgataccotgaaatgaagaag | 60 1.5 863
108 [OCF tticagaaaaagacctaftagaca PTTER azacacagaaggaatcgtcatc 60 1.5 688
LLA | LI6F atitagtpaatgtoatigatge 11 DR tcattgictgagaaaagttc 52 LS 308
11B | 1Ll DF ictagagpcaaagaatcata 11 GR cotgottg gaaaataacatctg 52 1.5 930
1ne | L1 GF acagaiggpcaggactotiagg 11 IR tatcagttpgcatttattattitt 58 1.5 907
11D | L1 KF cttcagglaaatgicatgattotgit PTTBR cattgatggctaaaactgety 58 1.5 906
1IHE | 11PF lcatacagctagcggeanaaa 11 SR tcctcaacgcaaatatcttcat 60 L5 883
1F | 11 TF tnccaaagtagtatccaatgta 11 VR _ttggegatatiaaatgtictggagta | 535 1.5 776
11G [ 1l WF | aaagtaacgaacalteagace PTTDR agcalaccaagictacigaataaac | 35 1.5 840
12 | N12A aggcactattigtiglaag 12B aglgecicargrctgtaat 34 3 338
13 |13A=32 taaagcctataattgtctca 13B=312R cttcitaacgrtagtgtcart S0 1.5 271

F
14 | 14A-N tgcaacaaaggcatattcct [4B=35R cazagggppaaaaccatcag (. 5§ 2 59t
33F
15 L5A geccagg e iaigcttt N15B apgatactagitagtgaaata 30 L3 314
16 16A tigitaaaccag gt N16B aacacacaatcnittgcatags 335 e 330
17 17A capagaataptiylagigttaaa 17B aguaaccliaacccatactge 33 1.5 306
18 | N1BAF glgscngiitaaacagigraa NISBR aligageatoctiagtaaycy 48 2 500
19 19A asptaaatatiitiaaggcagtt WNI198B tatatggtaagiticaagaat 50 1.5 296
20 20A caciglgccipeceigatac 208 algttaaaticaaagictcta 55 2 350
21 NZ1A gEEtgtittatgettgotict 21B cafttcaacataticcttostg 60 2 304
22 22A _hmtpttctgattpctititate 225 aatcattttgttagtaaggicat 50 1.5 314
23 N 23A ccactactaatgcccacaaa 23B gaaacaagacaaasattcaacata | 55 1.5 290
24 23A cagtttigataaptgctigtt 4B agetceaactaatcataaga 50 LS 290
25 | NZSAF tagagtttcctiicttgcate N25BR aagetatitcettgatacigea 95 2 470
26 26A aaggaaatactttteganacataa 268 mactagetatacaacagad 50 L.5 299
27A | 27AF | tagpagta a ac N27AR=112R caaggctcitcictititge 55 1.5 300
27B | N27BF ctgicrcaggecagatgact N27BR=113R | igttgaaccagacaaaagagc 58 1.5 350
=113F
27C | N27CF tcaatgaaatitcicttttgga N27CR-114R tetgtpgtttgaaattatattc 50 2 300

=114F




ANEXO 4

Arboles genealdgicos de las familias que presentaron polimorfismos o que
fueron negativas para cambios en las secuencias nucleotidicas en los genes
BRCALl Y BRCA2
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EAMILIA 6

Polimarilsma en of exéa 10A de BRCAZ Asn 249 His (A 1021 C)
Patimoriismo en of exdn 118 de BRCAZ, Asn 991 Asp (A 3199 G)
Polimoriismo en #f exda 22 de BRCA2, Afs 2951 Thr (G 9674 A)
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. Céncar de mama

FAMILIA 7

| uiwrﬁsmo on Q.:l:;c de BRCAZ, lg 3412 v-r(ri 10652 ;—l_g
CTBE b 555305658
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EAMILIA 19

Polimorfisma on BRCA1, doleciin de 34 gares de bases en of intrén
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