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RESUMEN

El céncer es considerado un problema de salud publica a escala mundial por ser la principal causa de
muerte. El més frecuentemente diagnosticado en las mujeres es el carcinoma mamario. En Colombia
su frecuencia ha ido aumentando durante los tltimos cinco afios, pasando de ser la tercera causa
de muerte (después del cancer de cuello uterino y de estdbmago) a ser la primera. La mayoria de
canceres de mama son de tipo esporadico; sin embargo existe una fuerte predisposicion hereditaria
para desarrollar la enfermedad, donde el 5-10 % de todos los casos de cancer mamario se asocian
con genes de susceptibilidad de herencia autosomica dominante, tales como BRCA1 y BRCA2. La
contribucién de mutaciones de linea germinal en el gen BRCA1 en Colombia es desconocida, por
esta razén en el presente trabajo se analizaron mediante secuenciacion directa los exones 20, 21 y
22 del gen BRCA1 en 90 familias provenientes de diferentes regiones de Colombia. No fueron
observadas mutaciones o alteraciones de secuencia en estos tres exones en las 90 familias analizadas.
Se sugiere hacer un barrido mediante secuenciacion de la totalidad del gen BRCA1 y BRCA?2 para
tener una vision completa del estatus mutacional de las pacientes muestreadas.

Palabras clave: Diagnostico molecular, poblacion colombiana, predisposicion genética al
carcinoma mamario, secuenciacion directa.

ABSTRACT

Cancer is a leading cause of death and also a worldwide problem public health. Breast cancer is
most frequently diagnosed and the first cause of death in women. In Colombia it has been increased
in the last five years, in the beginning was the third leading cause of death in women, after from
cervical and stomach, to become in the first. Most of breast cancers are sporadic, nevertheless, there
is a strong hereditary component to developing the disease, that 5 to 10 % of all of breast cancer are
related with autosomal dominant inheritance susceptibility genes, such as BRCA1 and BRCA2. The
contribution of germline mutations in the BRCA1 gene in Colombia is unknown, for that reason in
this study were analyzed by direct sequencing the exons 20, 21 and 22 of the BRCA1 gene in 90
families from different regions in Colombia. No mutations or altered sequences were observed in
the 90 families analyzed on all three exons. We suggest realizing a screening of the entire BRCA1
and BRCA?2 genes for having a full view of the mutational status of the sampled patients.
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cancer, direct sequencing.

INTRODUCCION

Segiin la OMS (2014), el céancer es la
multiplicacion rapida de células anormales
que se extienden maés all4 de sus limites. Es
considerado un problema de salud publica a
escala mundial por ser la principal causa
de muerte, debido a que se le atribuyen
8,2 millones de defunciones ocurridas en
2012 y se prevé que el numero de casos
anuales de cancer aumentard a 22 millones
en las proximas dos décadas. Los que mas
muertes causan cada afio son los cinceres de

pulmoén, higado, estdbmago, colon y mama.

El cancer de mama es diagnosticado mas
frecuentemente y es la principal causa de
muerte por cancer entre las mujeres, lo que
representa el 23 % del total de casos y el

14 % de muertes por cancer (Blay et al.

2013). La incidencia del cancer de mama
en la poblacién asidtica es en efecto 6 a 7
veces menor en comparacion con la poblacion
occidental (Privat et al. 2009); poblacion en
la cual, las mujeres latinas y afroamericanas
tienen el peor diagnostico en comparaciéon
con otros grupos (Wu et al. 2013).

Para el afo 2014 se estima que 232.670
nuevos casos de cancer de mama invasivo
hayan sido diagnosticados en mujeres
estadounidenses, asi como un estimado de
62.570 nuevos casos de cancer de mama in
situ. De acuerdo con la Sociedad Americana
del Cancer de Seno (2014), se espera
que fallezcan aproximadamente 40.000
mujeres de cdncer de mama; siendo superado
solamente por el cancer de pulmon, el cual
representa mds muertes por cincer en las
mujeres de Estados Unidos. En América
Latina y el Caribe, durante el 2012, mas
de 408.000 mujeres fueron diagnosticadas de
cancer de mama, y 92.000 fallecieron a causa
de esta enfermedad. La mas alta incidencia
de cancer de mama en la region se registro en

Bahamas, seguida de Uruguay, y las mayores
tasas de mortalidad se presentaron en
Bahamas, Trinidad y Tobago y Uruguay. De
acuerdo con la Organizacion Panamericana
de la Salud (2014), se estima que en el afio
2030 se presentaran més de 596.000 nuevos
casos y mds de 142.100 muertes por cancer de
mama, cuyo incremento sera casi el doble en
América Latina y el Caribe en comparacion
con Norte América.

El cancer de mama en Colombia ha ido
aumentando durante los dltimos cinco afios.
De ser la tercera causa de muerte por cincer
en mujeres, después del céncer de cuello
uterino y de estdbmago, paso a ser la primera.
En Colombia se diagnostican al afio 5.526
casos de cancer de mama, ocurriendo al
menos 2.253 fallecimientos; esto significa
15 diagnésticos y 6 muertes por dia. El cancer
de mama es el tumor més frecuente en la
poblacion femenina, y en departamentos
como Antioquia, Arauca, Atldntico, Bolivar y
Valle, genera hasta el 22,3 % de las muertes
por céancer de acuerdo con el Atlas de
Mortalidad por Cancer (2013), citado por
Cortés (2013). Una gran mayoria de los
canceres de mama son de tipo esporadico
(Privat et al. 2009), no obstante, existe una
predisposicion hereditaria para desarrollar
la enfermedad. Se estima que el 5-10 % de
todos los casos de cancer de mama, se asocian
con genes de susceptibilidad con herencia
autosémica dominante, tales como BRCA1
(“Breast Cancer 17) y BRCA2 (“Breast
Cancer 2”) (Delgado et al. 2011). Estos
se caracterizan por una edad de aparicion
mas temprana que la del cancer esporddico,
transmision vertical, presentacion bilateral
o de multiples canceres primarios en un
individuo y asociaciéon familiar con otros
céanceres, en particular el cancer de ovario
(Calderén & Gallén 2012).



El gen BRCA1 fue mapeado por Hall et al.

(1990), quien establecié la configuracion
regional 17q21. Posteriormente  fue
determinada mediante clonacién posicional
la expresion del gen BRCAI, el cual
estd conformado por 24 exones, 22 de
los cuales codifican una proteina de 1863
aminodcidos (Miki et al. 1994). La region
codificante comienza en el exén 2, siendo
el ex6n 11 el de mayor tamafio abarcando

aproximadamente el 60 % de todo el gen.

Este gen es responsable del 45 % de familias
con multiples casos de cancer de mama, y de
mas del 90 % de casos de cancer de mama y
ovario; asi de todas las mujeres en donde se
han detectado mutaciones en este gen tienen
entre un 60 % y 80 % de mayor riesgo de
presentar este tipo de cdncer que aquellas que
no lo tienen (Vidal 2008).

El gen BRCA1 posee un anillo N—terminal,
que es un dominio globular de unién a zinc
implicado en las vias de ubiquitinacién. En
el extremo C-terminal del gen BRCAI se
han identificado dos dominios globulares
repetidos en tdndem, denominados BRCT
(Scully & Puget 2002). Los dominios BRCT
estin presentes en una variedad de proteinas
implicadas en la respuesta al dafio del ADN y
en puntos de control del ciclo celular (Billack
& Monteiro 2005). Estos dominios actian
como sitios de interacciones proteina-proteina
e incluyen la ARN polimerasa II, P300, p53,
CtIP, HDAC 1y 2, BACH1, COBRA Yy otros
(Palma et al. 2006). De los 24 exones que
codifican para la proteina BRCA1, los ultimos
4 corresponden a los dos dominios BRCT
que esta presenta (Obregon 2004) es decir,
que los exones 20, 21 y 22 evaluados en
el presente estudio se encuentran en esta
area. Ademads, es importante destacar que
los dominios BRCT y anillo de Zinc, son
las regiones mds conservadas de la proteina.
Sin embargo, mutaciones con sentido erréneo
fueron mapeadas codificando marco abierto
de lectura en estas regiones, sugiriendo que la
funcion intacta de estos dominios es necesario

para la supresion tumoral (Scully & Puget
2002).

Mutaciones sin sentido localizadas en
esta regién, fueron descritas segregando
con la enfermedad y tenian un efecto
desestabilizador en el dominio BRCT.
Segiin Vasickova et al. (2007) mutantes
con delecciones gendmicas en el exén 20,
codificaron una proteina con pérdida de
unién entre la regiéon N-terminal y C-terminal
de las repeticiones BRCT del BRCAI.
Por otra parte, delecciones en el marco
de lectura presentadas en los exones 21 y
22 resultaron en una proteina con pérdida
de repeticion en la region C-terminal del
BRCT; y esta proteina no puede cumplir su
funcion de supresion tumoral, puesto que la
eliminacion conduce a defectos en el plegado
del BRCT. Lo anterior permite resaltar la
importancia de los exones 20, 21 y 22, cuyos
tamanos corresponden a 259, 161 y 203pb
respectivamente (Barker et al. 2000), en el
plegamiento del dominio, y en consecuencia
su implicacion con la aparicion del cancer de
mama.

En Colombia es desconocida la contribucién
de mutaciones de linea germinal en los genes
BRCA1 y BRCAZ2 susceptibles a céancer
de mama hereditario en la poblacion. El
primer estudio fue realizado en 53 familias
con cancer de mama y ovario provenientes
de la region Central, Costa Pacifica y
Caribe mediante una serie de técnicas,
incluyendo DHPLC, SSCP, y PTT (Torres
et al. 2007). Luego en 30 pacientes afectados
con cancer de mama de Bucaramanga,
empleando PCR-mismatch, Sanabria et
al. (2009) no detect6 las mutaciones mas
frecuentes 185delAG y 5382insC. En
58 familias con cancer de mama en el
Suroccidente Colombiano, Cifuentes (2010)
estudié el gen BRCA1 mediante técnica
SSCP, encontrando diferentes alteraciones
de secuencia en esta poblacion. Cortes (2013)
secuencio el exon 11 del gen BRCA1 en



53 familias con cidncer de mama y/u ovario
familiar de las regiones Pacifico y Atléantico,
detectando 14 alteraciones de secuencia de las
cuales 3 fueron clasificadas como variantes
probablemente patogénicas en la poblacion
de estudio.

Las mutaciones que causan cincer de mama
y ovario, y otras variantes se encuentran
distribuidas a lo largo de las regiones
codificantes y no codificantes del gen BRCA1
(Solano et al. 2012). Debido a que estas
mutaciones suceden a todo lo largo de los
genes, el método mas confiable de deteccion
se logra al secuenciar. La secuenciacion
del DNA puede definir la localizacién y la
naturaleza de la mutacion, presentando una
tasa muy baja de falsos negativos (Calderén &
Gallon 2012). Adicionalmente, la tecnologia
de secuenciacion continua siendo un método
estdndar para evaluar el gen BRCA1 (Monaco
et al. 2008). De esta manera, teniendo en
cuenta que los reportes sobre la contribucion
de mutaciones en la linea germinal del gen
BRCAI en Colombia son escasos, y que
determinar la existencia de susceptibilidad a
desarrollar la neoplasia en la poblacién puede
realizarse mediante secuenciacion directa; se
ha propuesto como objetivo principal de este
trabajo identificar las mutaciones presentes
en los exones 20, 21 y 22 del gen BRCALI,
que generen predisposicion al desarrollo del
cancer de mama en una muestra poblacional
colombiana.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio y consentimiento
informado

Se contactaron 90 mujeres no emparentadas
entre si, de diferentes regiones de Colombia
con antecedentes de cdncer de mama y/u
ovario familiar; cada paciente debia cumplir
con por lo menos uno de los siguientes
criterios:

e Tener dos parientes en primer grado
afectados con cincer de mama y/u ovario,
y al menos uno de ellos, diagnosticado antes
de los 40 afos de edad para cancer de mama.

e Tener por lo menos 3 parientes en primer
o segundo grado de la misma linea familiar,
afectados con cancer de mama y/u ovario.

e Tener por lo menos un caso de céncer de
mama y/u ovario diagnosticado antes de los
35 afios, de preferencia bilateral.

e Tener diagndstico de cancer de mama y/u
ovario antes de los 30 afios.

El contacto con los pacientes se llevo a cabo
con la colaboracion del Registro Poblacional
de Cancer de Cali —RPCC-, Hospital
Universitario del Valle, Fundacién Fondo
de Droga para el Cancer (FUNCANCER),
Hemato-Oncélogos  (Cali),  Unicéancer
Palmira, Oncdélogos de Occidente (Pereira),
Mujeres por sus Senos (Cartagena) y
La Liga Contra el Cancer Cartagena.
Esta investigacion fue aprobada por el
Comité Institucional de Etica Humana de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle
(Acta de aprobacion No. 004 de 2006, Codigo
interno 082). Se obtuvo consentimiento
informado de todos los participantes y para
cada paciente se llené una historia clinica
general. Todos los casos de cancer de mama y
ovario fueron verificados mediante el informe
de patologia.

Extraccion de ADN

De cada paciente fue tomada una muestra de
Sml de sangre periférica, que fue almacenada
en un tubo vacutainer EDTA a 4°C, para ser
procesada posteriormente en las instalaciones
del Laboratorio de Genética Molecular
Humana, adscrito a la Seccion Genética de
la Universidad del Valle Sede Meléndez.
El ADN se extrajo siguiendo el protocolo
de Salting-out descrito por Miller et al.



(1988). El ADN extraido fue cuantificado
empleando un espectrofotometro Nanodrop
2000 (Thomas Scientific, USA). A partir del
ADN stock se realizaron diluciones en Low
TE, con una concentracion final de 50ng/pl.

Amplificacion mediante PCR de los
Exones 20, 21 y 22 del gen BRCA1

El proceso de amplificacion mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
se realizO a cada uno de los pacientes
empleando los cebadores reportados por
Barker (2000). Para el exén 20 se
amplificé usando el par de cebadores Forward
(5’-ATATGACGTGTCTGCTCCAC-3’) vy

Reverse (5’-AGTCTTACAAAATGAAGCGG-3);

para el exon 21 el par de cebadores Forward
(5’-TTTCCTTCTCTCCATTCCCC -3’) y

Reverse (5’-TCCACTATGTAAGACAAAGGCT-3’);

y para el exén 22 el par de cebadores Forward
(5’-GGGTAGAGGGCCTGGGTT-3") y

Reverse (5’-CCAGTCTTGCTCACAGGAC-3’).

El coctel de PCR consistia en: 50ng de ADN,
5U de Taq, 20uM de cada uno de los dos
cebadores correspondiente a cada exén, 2.5
uM de dNTPs, 50mM de MgCl, y 1X de
buffer, para un volumen final de 25ul por
muestra, en la misma reaccion. El programa
de amplificacion se realizé de acuerdo con
los parametros descritos por Barker (2000),
con las siguientes modificaciones: los ciclos
térmicos son iniciados 2 minutos a 94°C;
seguido por 30 ciclos de 45 segundos a
93°C, 1 minuto a 61°C (T de hibridacién),
1 minuto a 72°C y 5 minutos de extension
final a 72°C. La reaccién se llevo a cabo en
el equipo Multigenell personal— modelo TC
020? (Labnet International, USA).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La verificacion de los productos de
amplificacion  se  realiz6  mediante
electroforesis  vertical en geles de
poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 al 8 %,
preparados en TBEI1X, adicionando 5ul

de producto de PCR y 5ul de buffer
ficoll 2X. La separacion electroforética se
realiz6 con una precorrida a 40 voltios durante
10 minutos y una corrida a 150 voltios
durante 25minutos. Una vez terminada la
electroforesis, las muestras en el gel se fijaron
y tifieron con nitrato de plata de acuerdo a
la metodologia de Sanguinetti et al. (1994).
La lectura de cada gel se realiz6 sobre un
transiluminador donde se visualizaron las
bandas correspondientes a los exones 20
(259pb), 21 (161pb) y 22 (203pb); las cuales
fueron amplificadas y visualizadas de manera
independiente, empleando como referencia
los valores conocidos del marcador de peso
molecular de 100pb Invitrogen (/nvitrogen
Corp., USA).

Purificacion de ADN

La primera purificacion de ADN fue realizada,
siguiendo el protocolo de precipitacion con
etanol, de acuerdo a las especificaciones
del Kit BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, USA). Posteriormente, se
suspendi6 el ADN, en agua-miliQ estéril
y finalmente se cuantific6 el ADN purificado,
mediante el uso del espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thomas Scientific, USA).

Reaccion de Secuencia

Luego de purificados y cuantificados los
productos de PCR, se realizé una reaccién
de secuencia en direccion forward. En
aquellos casos donde fuese observada una
alteraciéon en la secuencia de nucleétidos,
comparada con la secuencia de referencia del
NCBI (National Center for Biotechnology
Information), se realizaba la reaccién de
secuencia en direccion reverse, para confirmar
la presencia de la alteracion. El coctel de PCR
de secuencia consistia en: 2 pl de buffer; 6,4
w1l de cebador; 0,7 ul de BigDye Terminator
(Applied Biosystems, USA); 100ng de ADN
segun la concentracion particular obtenida
en la purificacion, y agua-miliQ estéril para



un volumen final de 20 pul. El programa
de amplificacién empleado en la PCR de
secuencia consté de los siguientes ciclos
térmicos: un ciclo inicial de 1 minuto a 96°C,
seguido por 30 ciclos de 15 segundos a 96°C,
15 segundos a 50°C (T. de hibridacién), 4
minutos a 60°C y un ciclo de extension final a
18°C. La reaccién se llevé a cabo en el equipo
VerityTM System (Applied Biosystems, USA).

Purificacion y electroforesis capilar

Partiendo de los 20ul obtenidos en el
procedimiento anterior, se purificaron
los productos de PCR de secuenciacion
siguiendo las recomendaciones del Kit
BigDye Xterminator (Applied Biosystems,
USA). Luego de realizar la purificacion, las
muestras se centrifugaron y se procedié a
extraer 100 pl del sobrenadante, que se
dispensaron en la placa del analizador
genético ABI 3130 (Applied Biosystems,
USA). Las condiciones de -electroforesis
capilar consistieron en una inyeccion de 18 a
1200 segundos en un capilar de 36cm, usando
3130 POP7™™ (Applied Biosystems, USA).

Analisis de datos.

Las secuencias de las muestras procesadas se
examinaron con el objetivo de identificar la
presencia o no de alteraciones, en cada una
de las secuencias que generd el Analizador
Genético ABI 3130 (Applied Biosystems,
USA), mediante el software libre Chromas Pro
version 2.33; se les realizd el alineamiento
de secuencias, usando el algoritmo BLAST
con el objeto de comparar la secuencia que
se obtuvo, con las secuencias de referencia
del NCBI: NG_005095.2 (ADN) y U68041.1
(ARN), las cuales permitieron verificar la
presencia de alteraciones en la secuencia
del ADN, y en la secuencia primaria de la
proteina, para cada paciente. Finalmente, se
llevé a cabo un alineamiento generalizado
de todas las secuencias obtenidas de los
pacientes para cada uno de los exones (20, 21

y 22) usando el programa Geneious version
7.0.5; empleando las secuencias de referencia
mencionadas anteriormente, para visualizar
y corroborar la presencia de variantes de
secuencia.

RESULTADOS

Del total de las familias contactadas, 90
procedente de diferentes regiones fueron
encuestadas y acordaron participar del estudio
(Fig. 1), debido a que cumplian con los
criterios de inclusion propuestos al presentar
antecedentes de cidncer de mama y ovario
familiar.
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Figura 1. Mapa de Colombia ilustrando las
regiones de la muestra poblacional evaluada.

La edad de diagnéstico de las mujeres
incluidas en el estudio vari6 entre los 10 a
los 65 afios; donde la mayoria de ellas fueron
diagnosticadas con la patologia entre los 36
a 45 afos y entre los 46 a 55 afos (Fig.
2); la edad promedio de diagndstico de los
pacientes fue de 45 afios.
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Figura 2. Asignacion de pacientes con cancer
de mama de acuerdo a la edad de diagndstico,
en una muestra poblacional colombiana.

Adicionalmente, se identificé que la presencia
de casos de cancer de ovario fue menos
representativa entre las familias encuestadas,
respecto a los casos de cancer de mama
presentes en un 97 % de las familias (Fig. 3).
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Figura 3. Distribucién de casos de céncer de
mama Yy ovario en una muestra de familias
Colombianas.

Por otra parte, se encontr6 que la mayoria
de las pacientes muestreadas presentaron un
cancer de mama unilateral (96 %), siendo
menor la frecuencia de la patologia de tipo
bilateral en un 4 % (Fig. 4).

B Unilateral

Bilateral

Figura 4. Tipos de tumor mamario presentes
en la muestra poblacional evaluada.

Con respecto a las caracteristicas
histopatologicas, el tipo mas reportado fue
el carcinoma ductal infiltrante en el 84,5 %
de los casos. El 4,5% de las pacientes
presentd carcinoma lobulillar infiltrante,
seguido por carcinoma ductal in situ y otros
con un 3,3 %; finalmente, el 2,2 % de los
casos presentaron carcinoma canalicular y
cancer de ovario (Fig. 5).

Otros 3.30%

Canalicular 2.20%
InSity 3.30%
Ovario 2.20%
Lobulillar Infiltrante 4.50%

Ductal Infiltrante

Figura 5. Distribucién de tipos de cancer
de mama y ovario presentes en los casos
muestreados.

De acuerdo con los resultados correspondientes
al analisis molecular de los exones 20, 21 y
22 del gen BRCA; en todos los casos se
obtuvieron amplicones de 259, 161 y 203
pares de bases respectivamente (Fig. 6).



Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida (29:1) al 8 %, donde se visualizan los productos de
PCR. De izquierda a derecha se muestran los amplicones correspondientes a los exones 22 (203pb),
21(161pb), marcador de peso molecular de 100pb, y exén 20 (259pb).

Respecto al andlisis realizado mediante
secuenciacion directa, no se observaron
alteraciones en las secuencias obtenidas, con
relacién a las secuencias de referencia, debido
a que el alineamiento fue en un 100 %
idéntico a las secuencias de referencia, en los
tres exones evaluados (Figs. 7a, 7by 7c).
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias
obtenido mediante programa Geneious
version 7.0.5 donde: a. Ex6n 20; b. Exén
21; c. Exon 22.

DISCUSION

El Céncer de mama es la forma mds comtn de
cancer en las mujeres, y al menos una de cada
9-12 mujeres del primer mundo presentaran
la patologia (Lalloo & Evans 2012). Aunque
la mayoria de los cénceres comunes son
de tipo esporadico (80 %), el 5-10% son
hereditarios y surgen debido a mutaciones
de la linea germinal; y el 10-15 % puede ser
causada por la interaccion de genes de baja
penetrancia, las interacciones gen-ambiente,
o ambos (Nagy et al. 2004).

Dentro de los factores con fuerte asociacion
al riesgo de cdncer de mama se encuentra
la historia familiar, el cual puede estar
mayormente asociado al presentar una
aparicion temprana de la enfermedad (Fodor

et al. 1998, Lux et al. 2006, Saxena et al.

2006). Caso opuesto en la gran mayoria de
canceres de mama de tipo esporadico, el cual
presenta una edad de inicio usualmente entre
los 65 y 80 afios, que desde un punto de vista
genético no demuestran un patron de herencia
definido (Margarit 2008). Palma et al. (2006)
encontraron que el riesgo de cancer de mama
en portadores de alteraciones polimorficas
del gen BRCA1 aument6 en términos de

menor edad al momento del diagnostico.

Razones por las cuales, se considera que la
edad promedio de diagndstico de las pacientes
incluidas en el estudio, se encuentra dentro
del rango aceptado.

En el andlisis realizado a las pacientes
muestreadas en este estudio, se encontrd la
presencia de casos de cancer de ovario, y de
cancer de mama asociado a ovario; seguin
la literatura, estos casos se encuentran en
portadores de mutaciones del gen BRCAI,

confiriendo un riesgo promedio de desarrollar
cancer de mama en un 65 %, y en un 39 %
presentar cancer de ovario (Levanat et al.
2012, Lux et al. 2006).

De acuerdo con los tipos de cancer de mama
hallados en el estudio, se encontr6 que
el carcinoma ductal infiltrante fue
predominante en las pacientes evaluadas. Este
resultado concuerda con las caracteristicas
histopatologicas registradas en 30 pacientes
de Santander y Norte de Santander, donde
el carcinoma ductal infiltrante fue el
mas frecuente (76,7 % de los casos), con
respecto a las pacientes diagnosticadas
con carcinoma ductal in situ (Sanabria et
al. 2009). Adicionalmente, se encontraron
otros tipos de cancer de mama con igual
proporcion, segin lo registrado por la
National Breast Cancer Foundation (2011),
donde el carcinoma lobulillar infiltrante y
el carcinoma canalicular, se mostraron de
manera menos frecuente en un 5% y 1-2 %
de los casos respectivamente.

Ewald et al. (2011) afirma que las mujeres
con cancer de mama bilateral tiene mayor
probabilidad de portar mutaciones en BRCAI,
de acuerdo con los resultados que obtuvieron
en 137 pacientes no relacionados de Brasil,
donde encontraron una alta frecuencia de la
mutacion fundadora c.5266dup en el exon 20
en pacientes con cancer de mama bilateral,
en comparacion con los que tenian cancer de
mama unilateral. Lo anterior podria explicar
la no presencia de variantes de secuencia en
las pacientes analizadas en el presente estudio,
donde solo el 4 % present6 cancer de mama
bilateral.

A la fecha mas de 1337 diferentes mutaciones
han sido reportadas en BRCA1l y las
cuales han sido claramente asociadas con
susceptibilidad a desarrollar la patologia. Sin
embargo es importante resaltar el tamano del
exon 11, que representa aproximadamente la
mitad de la region codificante y sobre la cual



se desarrollan el 62,3 % de las mutaciones.

Lo anterior presenta relacion con la ausencia
de mutaciones en el presente estudio; debido
a que el reporte de mutaciones en los exones
20, 21 y 22 del BRCAL, no son tan frecuentes
a nivel poblacional, teniendo en cuenta que la
distribucién de las mutaciones es baja, siendo
respectivamente el 2,62 %, 1,35 % y 1,27 %;
para cada uno de los exones; en comparacion
con el tamano que representa el exén 11
(Cheung et al. 2007).

En las poblaciones han sido descritas
mutaciones fundadoras, responsables de
una proporcion significativa de diagndsticos
positivos para la patologia dentro del gen
BRCA 1; como es el caso de 185delAG
y 5382insC que se encuentran en un
10 — 12% de mujeres judias Ashkenazi
diagnosticadas con cancer de mama; la
mutacion BRCA1c.5266dup presente en la
poblacién eslava; en la poblacion islandés
y finlandés la mutacion BRCA2999dels5, y
BRCAldelexonl7 en la poblacién alemana
(Ewald et al. 2011); de las cuales, la
mutacion 5382insC se ha desarrollado en
la region terminal del gen BRCAIL. Estas
mutaciones fundadoras han sido reportadas en
Sudamérica, donde encontraron la presencia
de la mutacion 5382insC en el exon 20 del
gen BRCAI, representando un 2,3 % de
prevalencia en 612 individuos evaluados en

la poblacion de Brasil (Esteves et al. 2009).

En Colombia se llevé a cabo un estudio,
donde se evaluaron las mutaciones comunes
en judios Ashkenazi; sin embargo en las 30
pacientes evaluadas no se hallaron mutaciones
(Sanabria et al. 2009). Lo anterior pudo
deberse a que el origen de las mutaciones
son Escandinavas o del Norte de Rusia,
y posteriormente se fueron extendiendo a
diversas poblaciones, entre ellas la Ashkenzi;
y estas se encuentran presentes en Brasil
y otras partes del continente debido a dos
grandes olas migratorias en los siglos XVIII

y XIX (Ewald et al. 2011, Gomes et al.

2007); mientras que la constitucion de la
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poblacién colombiana, es muy heterogénea;
puesto que se compone de una mezcla entre
nativos americanos, europeos (principalmente
provenientes de Espafia), negros (traidos de
Africa durante la trata de esclavos) y los
descendientes de los cruces entre individuos
de estos grupos étnicos (Rondén et al. 2009).

En cuanto al tipo de mutaciones, se ha
encontrado que existen algunas mutaciones
compartidas a nivel mundial como es el
caso de la mutacion 5382insC encontrada
en el exon 20, que ha sido reportada al
Oeste de Estados Unidos, Grecia, Brasil, y
Argentina (Fostira et al. 2012, Gomes et
al. 2007, Koumpis et al. 2011, Lourengo et
al. 2004, Sinilnikova et al. 2006, Solano et
al. 2012). Sin embargo también existe una
proporcién de mutaciones propias, donde
se reportaron para el exén 20 las mutaciones
5324A>G; 5332G> A en la poblacion Irani; y
la mutacion 5331G>A en la poblacion griega
(Keshavarzi et al. 2012, Koumpis et al. 2011).
Para el ex6n 21 se registraron las mutaciones
5438insC, 5447insC, y una delEx21len el
Oeste de Estados Unidos, Grecia y Nigeria
respectivamente (Fackenthal er al. 2012,
Fostira et al. 2012, Sinilnikova et al. 2006).
En menor proporcién han sido reportadas
las mutaciones para el exén 22 donde en
la poblacién griega se presentd la mutacion
¢.5406+5G>C y en Dinamarca la mutacién
9049C>T (Fostira et al. 2012, Hansen et al.
2011).

Palma et al. (2006) asegura que es importante
tener en cuenta la presencia de multiples
genes que pueden estar implicados en la
predisposicion familiar de cancer de mama,
y la que estos no estén relacionados con los
genes BRCA1. Ademas de la existencia de
estudios epidemioldgicos que sugieren que
gran parte de la susceptibilidad heredada para
el cancer de mama, puede ser consecuencia
de la combinacién de variantes genéticas
que involucran multiples loci. O bien podria
existir algin otro gen de alta penetrancia,



combinaciones de genes de baja penetrancia,
que en colaboracién y junto con factores
ambientales causen alto porcentaje de

agregaciones familiares de cdncer de mama.

Lo anterior podria indicar la ausencia de
alteraciones de secuencia en los exones 20,
21 y 22 del gen BRCA1 evaluados en las
pacientes, sumando a esto que la capacidad
de deteccion de la secuenciacion es maxima
para pequefas variaciones de la secuencia
(Gibert et al. 2006).

Finalmente, del presente estudio se puede
concluir que la ausencia de mutaciones o
alteraciones de secuencia en las pacientes
analizadas podria ser producto, inicialmente
de la baja proporcion de mutaciones
que representan los exones 20, 21 y 22
(constituyendo el 5.24 % de la totalidad del
gen) dentro del gen BRCATI; razén por la
cual, si se espera encontrar mutaciones en
la regiéon C-terminal del gen, es necesario
realizar el andlisis en una muestra poblacional
mas grande que la del presente trabajo. De
acuerdo con lo anterior, es posible afirmar
que las familias de las pacientes analizadas,
no presentaron mutaciones para los exones
evaluados; sin embargo es necesario realizar
la caracterizacién mutacional de la totalidad
de los exones del gen BRCAI, para
determinar la susceptibilidad al cancer de
mama familiar, debido a mutaciones en la
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