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GONZALEZ DURE, Dulce Maria. Identificacion de mutaciones germinativas en el gen
BRCA1 y caracterizacion de factores de riesgo de pacientes oncolégicas con
sospecha de Sindrome de cancer de mama y ovario hereditario. 2021. 70. Trabajo de
Conclusion de Curso (Graduacion en Biotecnologia) — Universidad Federal da Integracion
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RESUMEN

El cancer de mama es el cancer mas prevalente en mujeres en el mundo, siendo una de
las mayores preocupaciones de la salud publica. En el Brasil, excluyendo el cancer de piel
no melanoma, el cancer de mama también es el que mas afecta a las mujeres brasileras
de todas las regiones, siendo la primera causa de muerte por cancer en la poblacion
femenina, excepto en la region Norte del pais. En particular, la ciudad de Missal presenta
una incidencia elevada de padecimiento por causas oncologicas, siendo el cancer de mama
uno de ellos. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo fue la identificacion de
mutaciones germinativas, especificamente de grandes deleciones y amplificaciones
conocidos también como grandes reordenamientos gendmicos, en el gen BRCA1 y la
caracterizacion de factores de riesgo de pacientes oncologicas con sospecha de Sindrome
de Cancer de Mama y Ovario Hereditario (HBOC), de la ciudad de Missal-PR, a través del
uso de la técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification. De un total de 1.187
mujeres de Missal, 35 de ellas padecian cancer de mama. De estas 35 mujeres con cancer
de mama, 16 llenaron los criterios de seleccion de la National Comprehensive Cancer
Network para el test genético, siendo consideradas como el subgrupo con cancer de mama
sugestivo de HBOC, mientras que las 19 mujeres restantes fueron consideradas como el
subgrupo con cancer de mama esporadico. De las 16 mujeres, 10 aceptaron participar del
test genético. Se obtuvo resultados satisfactorios para 6 de las 10 mujeres, siendo que
apenas una de las 6 mujeres presentd delecidon en el exén 13 en el gen BRCA1. Esta baja
presencia de grandes reordenamientos genomicos en el gen BRCA1 de mujeres con cancer
de mama sugestivo de HBOC, concuerda con otros estudios realizados en diferentes
regiones del Brasil, que los grandes reordenamientos genémicos presentan bajo porcentaje
en la poblacién femenina brasilera con cancer de mama. El exdon 13 posee en su secuencia
sitios de ligacion de proteinas importantes involucradas en el control celular y reparacion
del ADN, por lo que la pérdida de una secuencia grande del exdon 13, tiene efectos
deletéreos, como comprobado en este estudio, una vez que la mujer con delecion en el
exoén 13, no presentd ningun factor de riesgo externo como habito de fumar, consumo de
alcohol, exceso de peso, uso anticonceptivos hormonales o terapia de reposicion hormonal,
sino que presenté una edad de diagndstico de 39 afios e historia familiar de cancer de
mama y de otros tipos de canceres, sugiriendo por tanto que el cancer de mama de esta
mujer esta relacionado a la mutacion encontrada en el gen BRCA1, es decir, esta
directamente relacionado al factor hereditario.

Palabras llaves: HBOC. Gen BRCA1. Grandes reordenamientos gendmicos. Exén 13.
MLPA.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent cancer in women in the world, being one of the
major public health concerns. In Brazil, excluding non-melanoma skin cancer, breast
cancer is also the one that most affects Brazilian women in all regions, being the
leading cause of cancer death in the female population, except in the northern region
of the country. In particular, the city of Missal has a high incidence of cancer, breast
cancer being one of them. Therefore, the general objective of this work was the
identification of germline mutations, specifically of large deletions and amplifications
also known as large genomic rearrangements in the BRCA1 gene and characterization
of risk factors of oncological patients with suspected Syndrome of Breast Cancer and
Hereditary Ovarian (HBOC), of the city of Missal-PR, using the technique of Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification. Of 1,187 women in Missal, 35 had breast
cancer. Of these 35 women with breast cancer, 16 met the National Comprehensive
Cancer Network selection criteria for genetic testing and were considered as the
subgroup with breast cancer suggestive of HBOC, while the remaining 19 women were
considered as the subgroup with sporadic breast cancer. Of the 16 women, 10 agreed
to participate of the genetic test. Satisfactory results were obtained for 6 of the 10
women, and only one of the 6 women presented deletion in exon 13 in the BRCA1
gene. This low presence of large genomic rearrangements in the BRCA1 gene of
women with breast cancer suggestive of HBOC, agrees with other studies conducted
in different regions of Brazil, that large genomic rearrangements present a low
percentage in the Brazilian female population with breast cancer. The exon 13 has in
its sequence sites of ligation of important proteins involved in the cellular control and
repair of DNA, therefore the loss of a large sequence of exon 13, has deleterious
effects, as verified in this study, once the woman with the deletion in exon 13, did not
present any external risk factors as smoking, alcohol consumption, excess weight, use
of hormonal contraceptives or hormonal replacement therapy, however, presented a
diagnostic age of 39 years and a family history of breast cancer and other types of
cancers, suggesting therefore that the breast cancer of this woman is related to the
mutation found in the BRCA1 gene, that is to say, it is directly related to the hereditary
factor.

Key words: HBOC. BRCA1 gene. Large genomic rearrangements. Exon 13. MLPA.
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gene BRCA1 e caraterizagcao de fatores de risco de pacientes oncolégicas com
suspeita de Sindrome de cancer de mama e ovario hereditario. 2021. 70. Trabajo
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RESUMO

O cancer de mama é o cancer mais prevalente em mulheres no mundo, sendo uma
das maiores preocupacgdes da saude publica. No Brasil, excluindo o cancer de pele
nao melanoma, o cancer de mama também € o que mais afeta as mulheres brasileiras
de todas as regides, sendo a primeira causa de morte por cancer na populagao
feminina, exceto na regido Norte do pais. Em particular, a cidade de Missal apresenta
uma incidéncia elevada de padecimento por causas oncoldgicas, sendo o cancer de
mama um deles. Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi a identificacdo de
mutagcdes germinativas, especificamente de grandes delegcbes e amplificacbes
conhecidas também como grandes rearranjos gendémicos, no gene BRCA1 e
caracterizacdo de fatores de risco de pacientes oncolégicas com suspeita de
Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditario (HBOC), da cidade de Missal-PR,
através do uso da técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification. De um
total de 1.187 mulheres de Missal, 35 delas sofriam de cancer de mama. Destas 35
mulheres com céancer de mama, 16 preencheram os critérios de selegdo da National
Comprehensive Cancer Network para o teste genético, sendo consideradas como o
subgrupo com cancer de mama sugestivo de HBOC, enquanto as 19 mulheres
restantes foram consideradas como o subgrupo com cancer de mama esporadico.
Das 16 mulheres, 10 aceitaram participar do teste genético. Obteve-se resultados
satisfatérios para 6 das 10 mulheres, sendo que apenas uma das 6 mulheres
apresentou delecao no éxon 13 no gene BRCA1. Essa baixa presenca de grandes
rearranjos genémicos no gene BRCA1 de mulheres com cancer de mama sugestivo
de HBOC, concorda com outros estudos realizados em diferentes regidées do Brasil,
que os grandes rearranjos gendémicos apresentam baixa porcentagem na populagao
feminina brasileira com cancer de mama. O éxon 13 possui em sua sequéncia locais
de ligagao de proteinas importantes envolvidas no controle celular e reparo do DNA,
portanto, a perda de uma sequéncia grande do éxon 13, tem efeitos deletérios, como
comprovado neste estudo, uma vez que a mulher com delecdo no éxon 13, nao
apresentou nenhum fator de risco externo como habito de fumar, consumo de alcool,
excesso de peso, uso anticoncepcionais hormonais ou terapia de reposicao hormonal,
mas sim apresentou idade de diagnodstico de 39 anos e histéria familiar de cancer de
mama e de outros tipos de canceres, sugerindo, portanto, que o cancer de mama
desta mulher esta relacionado a mutagao encontrada no gene BRCA1, ou seja, esta
diretamente relacionado ao fator hereditario.

Palabras clave: HBOC. Gene BRCA1. Grandes rearranjos gendmicos. Exon 13.
MLPA.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el cancer de mama representa un importante
problema de salud publica mundialmente, ya que es el cancer mas comun y con mayor
mortalidad en mujeres de todo el mundo (WHO, 2021). En el Brasil, excluyendo los
tumores de piel no melanoma, el cancer de mama es también el mas incidente en
mujeres de todas las regiones. Siendo las estimativas para este afio de 66.280 casos
nuevos (INCA, 2020). El cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer
en la poblaciéon femenina en todas las regiones del Brasil, con excepcion de la region
Norte (INCA, 2021).

La Prefectura Municipal de Missal identificé una gran incidencia de
casos de cancer en la poblacion, por lo que realiz6 un convenio con el curso de
medicina de la UNILA, dando creacion al siguiente Proyecto de investigacion:
“Establecimiento del perfil de padecimiento oncolégico de la poblacién de Missal/PR”.
Este presente trabajo forma parte de dicho proyecto, una vez que el cancer de mama
fue incluido en el proyecto.

En ese contexto, este presente trabajo tuvo como objetivo principal la
identificacién de mutaciones germinativas (grandes deleciones y amplificaciones) en
el gen BRCA1, mediante el uso de la técnica de MLPA, como también Ila
caracterizacion de factores de riesgo de pacientes oncoldgicas con sospecha de

HBOC de la poblacion de Missal — Parana.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 BASES GENETICAS DEL CANCER

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por mutaciones
acumulativas en los genes responsables por la expresion de proteinas involucradas
en el proceso de control del ciclo celular (PINHO, 2005). Los principales grupos de
genes encargados de este proceso son proto-oncogenes, genes supresores de tumor
y genes relacionados al reparo del ADN (DANTAS et al., 2009).

Las células normales de un determinado dérgano o tejido pasan a
transformarse en células malignas, dando origen a nuevos tejidos o neoplasias. Estas
células pasan a adquirir elevada actividad proliferativa, capacidad de invasion y
colonizacion de otros 6rganos (metastasis) debido al desequilibrio del ciclo celular
causado por un aumento o reduccién patologica de las proteinas estimuladoras o
inhibidoras del ciclo celular. En otras palabras, hay casos donde las proteinas
estimuladoras se encuentran sobre-expresadas, y otros en los que las proteinas
inhibidoras se encuentran ausentes, ambos casos, desencadenan un ritmo
patolégicamente acelerado, llevando al surgimiento de neoplasias (PINHO, 2005).

Las alteraciones en el ADN, incluyen mutaciones génicas, quiebras y
pérdidas cromosémicas, amplificaciones génicas, inestabilidad gendémica vy
mecanismos epigenéticos (DANTAS et al.,, 2009). Estas alteraciones pueden ser
adquiridas durante el transcurso de la vida de la persona o ser heredadas
genéticamente (PINHO, 2005). La mayoria de los canceres son generados en células
somaticas, llamados de esporadico o no-hereditario (85 a 90%) (SAGNA et al., 2019),
ocasionados por factores ambientales externos o por inducciéon espontanea, en tanto
que los canceres de caracter hereditario representan una pequeia proporcion (10%)
de todos los canceres (HEMMINKI; HEMMINKI, 2005).

2.2 SINDROMES DE CANCER HEREDITARIO

Los sindromes de cancer hereditario son trastornos genéticos,
caracterizados por una mayor prevalencia de neoplasias malignas en individuos de
una misma familia. Poseen un patréon de herencia mendeliano bien definido, en

general del tipo autosdémico dominante, y son transmitidos de una generacién a otra.
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En este tipo de herencia existe un riesgo de 50% de transmision para la descendencia
en cada gestacion, independientemente del sexo, como también basta con recibir
apenas un alelo mutado para heredar la predisposicién a desarrollar el cancer
correspondiente. Presentan una elevada tasa de penetrancia, es decir, el individuo
portador de la mutacién tiene un riesgo elevado de desenvolver lesiones asociadas al
sindrome durante toda su vida (DANTAS et al., 2009).

Otras caracteristicas relacionadas a este conjunto de sindromes son:
diagnéstico en edad precoz, mas de una neoplasia en un mismo individuo, varios
individuos de una misma familia con la misma neoplasia o neoplasias asociadas,

afectando a varias generaciones (DANTAS et al., 2009).

2.3 CANCER DE MAMA

Actualmente no existe ninguna etiologia especifica y unica relacionada al
cancer de mama, sino que se trata de una combinaciéon de eventos hormonales,
comportamentales, genéticos y ambientales que pueden contribuir con su
desenvolvimiento, tales como, sobrepeso, alcoholismo, alteraciones hormonales,
lesiones mamarias, e historia familiar (NAROD; RODRIGUEZ, 2011). Se estima que
los casos de cancer de mama hereditario representan apenas un 5 a 10% de todos
los casos, siendo la mayoria esporadicos (DANTAS et al., 2009).

Algunas caracteristicas clinicas del cancer de mama hereditario que le
diferencian del cancer esporadico son: edad de manifestacion considerablemente
precoz, mayor prevalencia de bilateralidad y asociacion con otros tipos de tumores en
las familias afectadas, especialmente cancer de ovario y colorrectal (FIGUEIREDO,
2014).

El caracter hereditario del cancer de mama fue inicialmente referenciado,
por el cirujano francés Paul Broca, quien reporté la primera familia propensa al
carcinoma de mama perteneciente a su esposa, en la década de 1860, tras
acompanar el aparecimiento del cancer de mama y otros tipos de canceres a lo largo
de cuatro generaciones (Figura 1) (LYNCH et al., 2008). Esta hipotesis de asociacion
entre la historia familiar y la predisposicion aumentada al cancer de mama, fue
confirmada por varios estudios posteriores (FIGUEIREDO, 2014), cuando las

alteraciones genéticas asociadas fueron siendo conocidas a partir del Proyecto
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Genoma Humano, ocurrido entre los anos 1990 a 2003 (DIAS, 2010).

Figura 1 — Arbol genealdgico de la esposa de Broca a lo largo de las generaciones
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Fuente: GOMEZ, 2011.

En la década de 1990, los mecanismos genéticos asociados al cancer de
mama hereditario fueron siendo cada vez mas entendidos gracias a la identificacion y
localizacion de los genes responsables: Breast Cancer 1 (BRCA1) y Breast Cancer 2

(BRCA2), considerados como los genes de mayor importancia (DIAS, 2010).

2.3.1. Epidemiologia y Tendencia de Muerte

Segun las Ultimas estadisticas mundiales de GLOBOCAN (2020)
proporcionados por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer —
IARC (por sus siglas en inglés, International Agency for Research on Cancer),
actualmente el cancer de mama es el cancer mas comun y con mayor mortalidad en
las mujeres de todas las edades en todo el mundo (Grafico 1) como también es el
cancer con mayor incidencia en ambos sexo (Grafico 2) (IARC, 2021).

Grafico 1 — Numero estimado de casos incidentes y muertes de cancer en mujeres de todo el mundo,
de todas las edades
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Grafico 2 — Numero estimado de casos incidentes y muertes de cancer en todo el mundo, para
ambos sexos, de todas las edades.
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Las tasas de mortalidad de mujeres por cancer de mama descendieron
40% desde 1989 a 2016, y a partir del 2007 se han mantenido estables en las mujeres
menores de 50 anos, y con disminucidn continua en mujeres de edad mas avanzada
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). La Sociedad Americana contra el Cancer
(2019) asocia este descenso al diagnéstico precoz, mediante pruebas de deteccion,
un mejor acceso a la informacion y a mejores tratamientos.

Segun el INCA (2020) para el Brasil se estiman 66.280 nuevos casos para
cada afio del trienio 2020-2022. El cancer de mama en mujeres, sin considerar el
cancer de piel no melanoma, es el cancer mas frecuente en todas las regiones
brasileras, correspondiendo a un 29,7% de los canceres en mujeres. En relacion a la

mortalidad por el cancer de mama, en el 2019 hubo 18.068 muertes en el pais (INCA,
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2021).

2.3.2 Sindrome de Cancer de Mama y Ovario Hereditario

Entre los tipos de canceres de mama hereditarios, se encuentra el
Sindrome de Cancer de Mama y Ovario Hereditario que puede definirse como, una
condiciéon que aumenta la probabilidad de desarrollar cancer de mama, ovario, y de
otros tipos de canceres como pancreas, estomago, laringeo, trompa de falopio, y
cancer de prostata (FIGUEIREDO, 2014; GONZALEZ-TESHIMA et al., 2016).

Los principales genes responsables por la mayoria de los casos de HBOC
son BRCA1 y BRCA2, de elevada penetrancia. Ambos son genes supresores de tumor
que codifican proteinas encargadas del proceso de reparo del ADN, y presentan una
herencia autosomica dominante (FIGUEIREDO, 2014). Asi pues, mutaciones en estos
genes supresores de tumor ocasionan pérdida de su funcion y como resultado
aumentan la probabilidad de desarrollar un tumor (NAROD; RODRIGUEZ, 2011).

Mutaciones hereditarias en estos genes aumentan el riesgo de las mujeres
a desarrollar cancer de mama y ovario, siendo la probabilidad de portadores de
mutaciones en BRCA1 de aproximadamente 65% antes de los 70 anos, y del 45%
para portadores de mutaciones en el BRCA2 (SAGNA et al., 2019). Adicionalmente,
mujeres con cancer de mama que poseen una mutacién en BRCA1 o BRCA2 poseen
alto riesgo de desenvolver un cancer secundario o contralateral (39%) y cancer de
ovario (13%) (NAROD; RODRIGUEZ, 2011). Las mutaciones germinativas en ambos
genes son responsables por la predisposicion al cancer en la mayoria de las familias
con HBOC (RISCH et al., 2001).

Se estima que en la poblacion en general, aproximadamente 1 en 300 a 1
en 800 individuos presenten una mutacién en BRCA1 o en BRCAZ2. Sin embargo,
algunas poblaciones, fundadas por pequefios grupos ancestrales, pueden presentar
con mayor frecuencia una mutacion especifica en BRCA1 y BRCAZ2, conocida
comunmente como mutaciéon fundadora. Estas mutaciones fundadoras fueron
identificadas en judios Ashkenazi (Europa Central y Oriental), Franco-canadienses,
Islandeses, Holandeses, Polacos, entre otros grupos. También se han encontrado
mutaciones en ambos genes en individuos de otros origenes étnicos, como hispanos,
afroamericanos y asiaticos (NAROD; RODRIGUEZ, 2011;). Por lo tanto, la prevalencia

de las mutaciones en BRCA1 y BRCA2 varia de acuerdo con el pais y el grupo étnico
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de los individuos (NAROD; RODRIGUEZ, 2011).

En relacion a la poblacion brasilera, ya existen estudios que describen
mutaciones encontradas en los genes BRCA1 y BRCA2 en pacientes brasileras, con
el objetivo de establecer un perfil genético de las mutaciones BRCA en la poblacion.
Por un lado se han encontrado mutaciones puntuales, las cuales son frecuentemente
sustituciones de una sola base, predominantemente mutaciones nonsense, 0
pequenas inserciones/deleciones frameshift, que resultan en codones de parada
prematuros y proteinas truncadas no funcionales (EWALD et al., 2016). En un estudio
realizado por Dufloth et al. (2005), en la Universidad Estatal de Campinas — Sdo Paulo,
en 31 pacientes brasileras con sospecha de cancer de mama de caracter hereditario
(antecedentes familiares positivos), fueron identificados cuatro mutaciones, una
mutacién en BRCA1 y tres en BRCA2. La mutacion en BRCA1 es del tipo frameshift,
en el exdon 20. Dos mutaciones encontradas en BRCA2 son del tipo nonsense
localizadas en el exén 11 y una del tipo variante no clasificada localizada en el exén
11. Concluyeron asi, una prevalencia de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 de 13%
(4/31) en las pacientes brasileras.

En otro estudio, realizado por Lourengo et al. (2004) en Rio de Janeiro,
investigaron apenas mutaciones en el gen BRCA1, en 47 pacientes brasileras
seleccionadas también con sospecha de cancer de mama hereditario, e identificaron
cuatro mutaciones en siete pacientes. Las cuales fueron, una insercién idéntica en el
exon 20, una delecidén de cuatro pares de bases en el exdon 11, una transicion en el
intrén 17 y otra transicion en el exén 1. Asi, encontraron una prevalencia de 15% (7/47)
de mutaciones en BRCA1 relacionadas al cancer de mama hereditario en las
pacientes brasileras.

Por otro lado, se han descrito también grandes reordenamientos genémicos
en BRCA1 y BRCAZ2 asociados al fenotipo HBOC (EWALD, 2008), dispersos por todo
el gen, siendo la mayoria de estas: deleciones, duplicaciones, triplicaciones, como
también combinacién de delecion/insercion (EWALD et al.,, 2016). En un estudio
realizado por Ewald et al. (2016), determinaron la prevalencia de reordenamientos en
los genes BRCA1/2 en 145 pacientes brasileras de tres regiones diferentes del pais:
Porto Alegre — Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro — Rio de Janeiro y del Salvador —
Bahia, con retrospeccion sugestiva de cancer de mama hereditario. Para la seleccion
de las pacientes siguieron los criterios de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica

(ASCO) para el sindrome de HBOC, y utilizaron las siguientes técnicas: MLPA y un
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protocolo especifico basado en PCR para identificar una mutacion fundadora
portuguesa en BRCA2. Como resultado identificaron dos pacientes con
reordenamientos en el gen BRCA1: una con microdelecion en los exones 9 al 19:
c.547+240_5193+178del, y la segunda con microdelecion en los exones 16 y 17:
c.4675+467_5075-990del. Otras tres pacientes, presentaron la mutacion fundadora
portuguesa en BRCA2: ¢.156_157insAlu.

Como los reordenamientos fueron identificados en cinco pacientes, la
prevalencia es de 3,4% (5/145), concluyeron que los reordenamientos en BRCA1/2
son relativamente poco frecuentes en la poblacion, debido a que la frecuencia general
fue inferior a 5%. Sin embargo, destacaron que este estudio no puede considerarse
representativo para toda la poblacion brasilera, ya que apenas incluye pacientes de
tres regiones del pais.

Ewald et al. (2016) también mencionan que deleciones involucrando los
exones 16 o 17 son bastante comunes y se han descrito en varias poblaciones, y que
la mutacién fundadora portuguesa en BRCA2 es comun en Portugal, por lo que su
identificacion en tres familias brasileras, era de esperarse debido a la alta proporcion
de descendientes portugueses en la poblacion brasilera.

En una revision de literatura hecha por Ewald et al. (2009), sobre
reordenamientos gendémicos en familias con HBOC, mencionan que estas mutaciones
son generalmente patogénicas debido a que incluyen deleciones o inserciones de
grandes secuencias genomicas dentro de una regién codificadora, resultando en una
traduccion fuera de marco que en general conduce a un péptido mutante de estructura
y/o funcién anormal (Ewald et al. 2009). Estos grandes reordenamientos genémicos
son principalmente encontradas en el gen BRCA1, representando un 0-36% de todas
las mutaciones que causan enfermedades en diversas poblaciones, y varian de 0,5 a
23,8 kb, incluyendo uno o mas exones, mientras que en el gen BRCA2 son menos
observados (HANSEN et al., 2009; EWALD et. al, 2009).

2.3.2.1 Frecuencia de grandes reordenamientos

En la revisidon hecha por Elwald et al. (2009) ya mencionada anteriormente,
presentan las diversas frecuencias de grandes reordenamientos en poblaciones de
diferentes paises. Encontraron que entre las familias con HBOC, la mayor proporcion

de reordenamientos en BRCA1 ha sido observada en el Norte de Italia, con un 40%,
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representando un tercio de las mutaciones patogénicas de BRCA1, y con prevalencia
de reordenamiento de 23% en las familias estudiadas. En los Paises Bajos, la
proporcion de reordenamientos en BRCA1 también es alta, con un 27% a 36% de
todas las mutaciones germinativas en el gen, atribuibles a la mutacién fundadora. En
contraste, familias danesas occidentales, presentan apenas 3,8% de prevalencia de
reordenamientos en BRCA1, lo cual es bajo en comparacion con las otras
poblaciones. Por otro lado, mencionan también un estudio realizado en Finlandia, que
fallé en detectar cualquier reordenamiento en 82 familias con moderado o alto riesgo
para HBOC. Mediante los resultados de estos dos ultimos estudios, suponen que los
paises Nordicos presentan una menor frecuencia de reordenamientos gendmicos.
Para Canada, en un estudio realizado en familias Franco-canadienses de alto riesgo
de cancer de mamal/ovario, no se han encontrado evidencias de reordenamientos
genomicos en BRCA1 ni en BRCA2. También mencionan la frecuencia de prevalencia
de grandes reordenamientos junto con su proporcion y el tipo de reordenamiento
descrito en poblaciones de otros paises, ademas de los ya mencionados, como
Australia, Republica Checa, Alemania, Polonia, Portugal, Singapur, Espafia, Estados
Unidos de América (USA), Comunidad Hispana de Estados Unidos, resumidos en la
Tabla 1.

Tabla 1 — Frecuencia de reordenamientos gendmicos de BRCA1 y BRCAZ2 en diferentes poblaciones

Pais Gen Prevalencia Proporcion Reordenamiento
estudiado descrito

Australia BRCA1/2 2% - BRCAA1: Del. ex 3, ex
5, ex 21-23
BRCA2: Del. ex 1-2,
ex 14-16

Canada BRCA1/2 0% 0% Ninguno

Republica BRCA1 6% - Del. ex 1A/1B-2, ex 4-

Checa 14, ex 11-12, ex 18-

19, ex 20, ex 21-22

Dinamarca BRCA1/2 1.3% 3.8% BRCA1: Del. ex 3-16,
ex 13-15



Finlandia

Alemania

Italia

Italia

Paises bajos

Polonia

Portugal

Portugal

Portugal

Singapur

Espaia

Estados Unidos

Estados Unidos

BRCA1/2

BRCA1/2

BRCA1

BRCA2

BRCA1

BRCA1/2

BRCA1

BRCA1/2

BRCA2

BRCA1/2

BRCA2

BRCA1

BRCA1/2

0%

1.7-5.7%

23%

2.5%

7-9.1%

4.7%

9.6%

1.1%

8%

3%

1.5%

12.7%

12%

0%

8%

40%

27%-36%

4.5%

6.7%

14.3%

Ninguno

BRCA1: Del. ex
1A/1B-2, ex 5, ex 5-7,
ex 17; Dupl. exén 13

Del. ex 1A/1B-2, ex 9-
19, ex 18-19, ex 20

Del. ex 17-18, ex 8-
11, ex 20

Del. ex 8, ex 13, ex
20-22, ex 22; Dupl. ex
13, ex 21-23; Tripl. ex
17-19

BRCA1: Del. ex
1A/1B-2, ex 17-19

Del. ex 1-22, ex 8-13,
ex 15-16; Dupl. ex 3-
8, ex 18-20

BRCA1: Del. ex 11-15

Dupl. ex 3

BRCA1: Del. ex 13-
15, Dupl. ex 13

BRCA2: Dupl. ex. 4-
11

Del.ex 2, ex 10-12; ex
15-16; Dupl. ex 20

Del. ex 14-20, ex 22,
ex 13; Dupl. ex 13

BRCAT1: Del. ex
1A/1B-2, ex 3, ex 8-9,
ex 17, ex 20; Dupl. ex

26
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13, entre otros

Estados Unidos BRCA1 3.8% - Del. ex 9-12
- Comunidad
Hispana

Fuente: Adaptado de Ewald et. al (2009).

Notas: ex — exén, Del. — delecién, Dupl. — duplicacién

2.3.2.2 Estructura y funcion del gen BRCA1

El gen BRCA1 se encuentra en el brazo largo (q) del cromosoma 17, en la
posicion g21.31 (17921.31), como muestra la Figura 2 (DIAS, 2010). Se extiende por
mas de 80 kb, y contiene 24 exones, de los cuales 22 son codificantes, resultando en
una proteina de 1.863 aminoacidos, denominada BRCA1 (FIGUEIREDO, 2014) con
actividad ubiquitina-ligasa E3 y de unién a fosfopéptidos. Es considerado como gen
supresor de tumor, debido a que la proteina BRCA1, posee funciones importantes en
una serie de vias celulares que mantienen la estabilidad gendmica como, la regulacién
transcripcional; reparacion de dafios del ADN, como reparo de rupturas de la cadena
doble; activacion del punto de control del ciclo celular; regulacion de la apoptosis;
remodelacion de la cromatina y ubiquitinacion de proteinas (DIAS, 2010;
FIGUEIREDO, 2014; WU et al., 2010).

La proteina BRCA1 consigue realizar sus funciones de reparacion del ADN,
mediante interacciones con otras proteinas. Estas interacciones se ejecutan a través
de tres dominios del gen BRCA1, un dominio RING-finger (Really Interesting New
Gene) en la region N-terminal, y dos dominios BRCTs (BRCA C terminus) en la region
C-terminal organizados en tandem (CURY, 2012). EI dominio RING-finger abarca
aproximadamente los primeros 100 aminoacidos e interactua con la proteina BARD1,
formando asi un complejo hetero-dimérico con actividad ubiquitina-ligasa E3, por lo
que facilita la ubiquitinacion de proteinas. Mientras que los dominios BRCTs
localizados en tandem son formados por aproximadamente 100 aminoacidos cada
uno, e interactuan con proteinas fosforiladas que estan involucradas también en la
reparacion del ADN. Por lo tanto, como estos dominios altamente conservados son
frecuentemente blancos de mutaciones clinicamente importantes, se sugiere que son
esenciales para la funcion de la proteina BRCA1 (CURY 2012; FIGUEIREDO, 2014).
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Figura 2 — Localizacion del gen BRCA1 en el cromosoma 17
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Fuente: National Library of Medicine, 2019.

Como es un gen supresor de tumor, variaciones patoldgicas en el gen
causan alteraciones en la transcripcion y en las vias de reparo de dafos del ADN,
llevando consecuentemente a la acumulacion de mutaciones y a la inestabilidad
cromosomica. Cabe destacar que las mutaciones en los genes supresores de tumor
no ocasionan directamente el surgimiento del cancer, sino que estos genes actuan
como “cuidadores del genoma” (del inglés “caretakers”), encargados de preservar la
estabilidad cromosoémica y que cuando inactivados, resulta en acumulo de mutaciones
en varios otros genes (EWALD et al., 2008).

2.3.3 Factores de Riesgo y de Proteccion

Hasta el dia de hoy se han identificado varios factores que aumentan la
probabilidad de desenvolver el cancer de mama y que son considerados como
factores de riesgo. Estos factores pueden ser divididos en dos grupos segun la
posibilidad de influir en el proceso de transformacion neoplasica en los individuos. El
primer grupo incluye los factores inherentes tales como la edad, el sexo, la raza, la
composicién genética (hereditarios) que promueven la aparicion familiar de la
neoplasia o la aparicion de lesiones proliferativas benignas en la glandula mamaria.
El segundo grupo incluye factores extrinsecos condicionados por el estilo de vida, la
dieta, factores ambientales o comportamentales, como la terapia de reposicion
hormonal, el uso de anticonceptivos hormonales, el consumo de bebidas alcohdlicas,
exceso de gordura corporal, radiacion ionizante en el torax, y el uso de tabaco. Los
factores de riesgo del primer grupo no pueden ser alterados ya que son parametros
independientes, en cambio, la influencia del proceso neoplasico de los factores de
riesgo del segundo grupo, si pueden ser modificados en cierto grado mediante la
reduccion de estos factores en la vida del individuo (KAMINSKA et al., 2015; INCA,
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2019).

Algunos de estos factores mencionados anteriormente aumentan el riesgo
mas que otros, y pueden ser alterados a lo largo del tiempo, como por ejemplo, el
envejecimiento poblacional o los cambios culturales en los estilos de vida. Asi también
existen factores que disminuyen esta probabilidad, como la practica regular de
actividades fisicas y la lactancia, por lo que son considerados factores de proteccion
contra el cancer de mama (INCA, 2019). Se estima que por medio de la alimentacion,
nutricion y actividad fisica es posible disminuir hasta un 28% del riesgo de desenvolver
cancer de mama (BRASIL. Ministério da Saude, 2019).

2.3.3.1 Factores del primer grupo (inherentes)

. Edad

El primer factor basico entre los factores inherentes, es la edad del paciente
en el momento del diagndstico de la neoplasia. El cancer de mama surge con mas
frecuencia en mujeres alrededor de la menopausia, y es significativamente menos
frecuente en mujeres menores que 45 anos de edad. Una correlacion interesante entre
la edad en que se diagnostica y la expresion del receptor de estrogenos, presente en
el tejido del tumor examinado, es que las neoplasias que muestran sobreexpresion del
receptor de estrégenos ER (+) se caracterizan por una frecuencia que aumenta con la
edad en comparacion con los tumores ER (-), que se caracterizan por estar presentes
en tumores de pacientes de hasta 50 anos. Esta correlacién con la edad, explica el
motivo de un mayor porcentaje de tumores ER (+) diagnosticados en mujeres después
de la menopausia (KAMINSKA et al., 2015).

. Sexo
El cancer de mama afecta predominantemente a mujeres, mientras que en
los hombres representa menos del 1% de todos los canceres de mama
diagnosticados. Sin embargo la ocurrencia del cancer de mama en hombres ha
incrementado en las ultimas tres décadas segun analisis de datos epidemiologicos.
Este aumento de cancer de mama en hombres, es probablemente resultado del
progreso de la civilizacion que eventualmente conduce a una obesidad excesiva y una

mayor esperanza de vida en los hombres (KAMINSKA et al., 2015).
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El cancer de mama es el tumor mas comun en todas las etnias, sin
embargo, datos americanos sugieren que existe una frecuencia mayor en mujeres de
color piel blanca (REGIONAL PIAUI. Sociedade Brasileira de Mastologia, 2017). Como
ya mencionado en secciones anteriores, existen poblaciones que tienden a presentar
mayor frecuencia de mutaciones fundadoras en los genes BRCA1 y BRCA2, como
por ejemplo los judios Ashkenazi, cuyas frecuencias varian de acuerdo con el pais y
el grupo étnico (NAROD; RODRIGUEZ, 2011).

. Composicion Genética (hereditarios)

En cuanto al factor hereditario, como ya explicado mas detalladamente en
las secciones anteriores, apenas 10% de los casos de canceres son atribuidos a las
mutaciones germinativas en los genes BRCA1 y BRCA2, responsables por el HBOC.
Segun relata el INCA (2019) mismo sin la identificacién clara de mutacion patoldgica
en los genes conocidos, el riesgo de cancer de mama es mayor en las mujeres con
parientes de primer grado (madre, hermana o hija) que tuvieron la enfermedad, por lo
tanto el riesgo de aparicion del cancer se duplica. En caso de que sean dos parientes
de primer grado en la familia con la enfermedad, el riesgo aumenta para cerca de tres
veces. Y para las mujeres que ya tuvieron cancer de mama, mismo sin historial
familiar, el riesgo aumenta tres a cuatro veces para un nuevo cancer de mama (INCA,
2019).

2.3.3.2 Factores del sequndo grupo (extrinsecos)

. Exceso de gordura corporal
El exceso de gordura corporal, ademas de estar asociado a un estado
inflamatorio crénico, altera directamente los niveles de varias hormonas circulantes,
como por ejemplo la insulina y las hormonas sexuales, contribuyendo para un
ambiente que puede desencadenar diversos tipos de canceres, incluyendo el de
mama (INCA, 2019). Segun el INCA (2019), entre los 82 millones de adultos con
exceso de peso, aproximadamente 30 millones eran obesos, y en todos los analisis,

el exceso de gordura corporal fue mas frecuente en las mujeres.

] Consumo de bebidas alcohoélicas

El consumo de bebidas alcohdlicas aumenta el riesgo de desenvolver
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diversos tipos de canceres, incluyendo el de mama. No existen niveles seguros de
ingestion, sin embargo, se sabe qué cuanto mayor la dosis ingerida, mayor el riesgo.
Las bebidas alcohdlicas aumentan el riesgo del cancer de mama, debido a que
producen especies reactivas de oxigenos asociadas a danos en el ADN, como
también pueden aumentar los niveles circulantes de estrégeno, actuar como solvente
y consecuentemente potencializando la penetracion de carcindégenos dietéticos o
ambientales (por ejemplo el tabaco) en las células. El consumo de una cantidad
grande de alcohol puede ocasionar en las personas deficiencia de nutrientes
esenciales como el folato, dejando al tejido mamario mas susceptible a los efectos
carcindgenos de la bebida alcohdlica (INCA, 2019).

2.3.3.3 Factores de proteccion

. Actividad fisica
La practica de actividad fisica regular ayuda a reducir la gordura corporal,
promueve el equilibrio de los niveles hormonales circulantes, como por ejemplo, de la
insulina y las hormonas sexuales, reduce la inflamacién y fortalece las defensas del

cuerpo, disminuyendo asi el riesgo de cancer de mama (INCA, 2019).

- Lactancia materna

La lactancia materna corresponde a una de las formas de protegerse del
cancer de mama, debido a que reduce la exposicion de la mujer a hormonas que
aumentan el riesgo del cancer y elimina células mamarias con mutaciones. Por tanto
cuanto mayor el tiempo de lactancia materna, mayor el beneficio para la mujer (INCA,
2019).

Segun el Ministerio de Salud del Brasil (2019), algunas recomendaciones
basicas para la prevenciéon son: control del peso corporal y evitar la obesidad,
mediante la alimentacién saludable y de la practica regular de actividades fisicas,

como también evitar el consumo de bebidas alcohdlicas y control del tabaquismo.

2.4 DIAGNOSTICO

Cuando alteraciones con sospecha de cancer en las mamas, como un

nddulo u otras lesiones, son identificadas ya sea por una mamografia de rutina, por la
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mujer o por el médico durante un chequeo clinico, estas deben ser investigadas para
saber si se trata de una lesion benigna o maligna. Para la investigacion inicial de estas
alteraciones, ademas del examen clinico de las mamas, son recomendados por el
Ministerio de Salud del Brasil (2019), examenes de imagenes como la mamografia,
ultrasonografia o resonancia magnética. Luego las alteraciones encontradas son
confirmadas como malignas o benignas a partir de una biopsia, considerada como la
técnica patron para la confirmaciéon del diagndstico del cancer, que consiste en la
retirada de una fraccién del nédulo o de la lesidon sospechosa mediante punciones o a
través de una pequefa cirugia. Seguidamente la muestra retirada es analizada por el
patdlogo para la obtencién del diagnostico (BRASIL. Ministério da Saude, 2019; INCA,
2019).

El Ministerio de Salud del Brasil (2019) recomienda estrategias de
deteccion precoz del cancer de mama, que visan identificar el cancer en etapas
iniciales, incluyendo dos estrategias, el diagnostico precoz y el rastreamiento. Segun
las Directrices para la Deteccion Precoz del Cancer de Mama en el Brasil (2015) las
intervenciones para el diagnostico incluyen: estrategias de concientizacién,
identificacion de sefales y sintomas, confirmacion diagndstica en un unico servicio.
Para el rastreamiento incluyen las siguientes intervenciones: mamografia,
autoexamen de las mamas (AEM), examen clinico de las mamas (ECM), resonancia
nuclear magnética (RNM), ultrasonografia, termografia, tomosintesis.

El diagndstico precoz tiene como obijetivo identificar personas con sefiales
y sintomas iniciales de la enfermedad, y asi posibilitar terapias mas simples y
efectivas. En tanto que, el rastreamiento tiene como objetivo identificar el cancer en
su fase pre-clinica en la poblacion sin sintomas de la enfermedad. Estas estrategias
de deteccién precoz son consideradas como prevencion secundarias, siendo que la
prevencion primaria consiste en modificar los factores de riesgo del segundo grupo,
extrinsecos (ambientales, estilo de vida, etc.), con la finalidad de reducir la mortalidad
(BRASIL. Ministério da Saude, 2015).

Por otro lado, existen también pruebas genéticas para mujeres que
presentan alto riesgo de desenvolver el cancer debido a su historia familiar. El test
genético para el rastreamiento de mutaciones germinativas en los genes BRCA1 y
BRCA2 se utiliza para el diagndstico molecular del HBOC en individuos con
diagnéstico clinico o con sospecha diagnéstica del sindrome. Como también se aplica

a mujeres asintomaticas que presenten alto riesgo de desenvolver, como método
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preventivo. Para el primer caso, en los individuos ya afectados por la enfermedad,
permite evaluar la amplitud del fenotipo de la enfermedad, basandose en estudios de
otras familias. En el segundo caso, permite detectar las mutaciones patogénicas en
los genes de mujeres saludables para asi adoptar medidas preventivas, como por
ejemplo la cirugia profilactica, y realizar acompanamiento genético (CURY, 2012).

Para evaluar si es que una mujer posee alto riesgo para sindromes
hereditarios del cancer de mama, se pueden utilizar algunos cuestionarios
relacionados al histérico familiar/personal y a otros aspectos que sirvan como
herramientas de identificacion. Uno de los guias patrones para la identificacion de
individuos con sospecha de HBOC es la que propone la NCCN. Por lo tanto,
primeramente se debe construir una genealogia del paciente con por o menos tres
generaciones, y a partir de ahi seguir con los criterios para la evaluacion del riesgo
genético. Luego los pacientes que cumplen con los criterios deben recibir un
asesoramiento pre-test, y seguidamente se prosigue con las pruebas genéticas
(REGIONAL PIAUI. Sociedade Brasileira de Mastologia, 2017).

La Sociedad Brasilera de Mastologia (2017), resalta que actualmente se
recomienda la realizacion de paneles multigénicos, que incluyan tanto genes de alta
penetrancia asociados al cancer como también de moderada penetrancia. Mencionan
que un estudio realizado con 300 individuos, el test genético resultdé negativo para
mutaciones patogénicas en los genes BRCA1/2, sin embargo, al realizar paneles
multigénicos se revelé que 12% de los individuos eran portadores de reordenamientos
genémicos (REGIONAL PIAUI. Sociedade Brasileira de Mastologia, 2017).

Existen diversos métodos para el screening de mutaciones en los genes
BRCA1 y BRCA2 asociadas al HBOC, siendo las metodologias mas aplicadas las
siguientes: HRM (High Resolution Melting), MLPA, Secuenciacion capilar, NGS (Next
Generation Sequence), entre otros. Para los grandes reordenamientos genomicos, la
técnica mas utilizada es MLPA, debido a que la secuenciacion ya sea por capilaridad

o de segunda generacion, muchas veces no detecta este tipo de mutaciones.

2.5 TRATAMIENTO

El SUS dispone para el tratamiento del cancer de mama: radioterapia,

quimioterapia, hormonoterapia, tratamiento con anticuerpos como también todos los
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tipos de cirugia: mastectomias, cirugias conservadoras y reconstruccion mamaria. Por
tanto, el tratamiento del cancer de mama se realiza mediante una o varias
modalidades combinadas, dependiendo de lo que indique el médico como tratamiento
mas adecuado (BRASIL. Ministério da Saude, 2019).

Los tratamientos pueden ser clasificados segun el grado de afeccion del
cancer, en locales, sistémicos y la combinacién de ambos. Los tratamientos locales
se refieren a aquellos que tratan el tumor localmente sin afectar al resto del cuerpo,
como por ejemplo la cirugia y la radioterapia. En cuanto que los tratamientos
sistémicos se refieren a los medicamentos utilizados que pueden alcanzar a las
células cancerigenas en casi cualquier parte del cuerpo. Dependiendo del tipo de
cancer de mama, existen diferentes clases de farmacos a ser utilizados, entre ellos,
la quimioterapia, hormonoterapia, inmunoterapia y terapia biolégica (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2019).
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3. HIPOTESIS

El cancer de mama sugestivo de caracter hereditario, identificado en las
pacientes oncologicas de la poblacién de Missal, se debe a grandes reordenamientos

genomicos de regiones del gen BRCA1.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar mutaciones, grandes reordenamientos gendmicos (deleciones y
amplificaciones) en el gen BRCA1 y caracterizar los factores de riesgo en pacientes,
residentes del municipio de Missal-PR, previamente seleccionadas con cancer de

mama sugestivo de HBOC.

4.2 OJETIVOS ESPECIFICOS

" Seleccionar familias con retrospeccion sugestiva de cancer de
mama con patron hereditario.

. Rastrear grandes deleciones y amplificaciones en el gen BRCA1,
mediante el uso de la técnica de MLPA en las pacientes oncoldgicas
diagnosticadas con cancer de mama de la poblacion de Missal.

. Investigar los factores de riesgo asociados al cancer de mama en
mujeres de la poblacién de Missal-PR.

. Describir el perfil de la poblacién femenina afectada por cancer de
mama en el municipio de Missal-PR.

. Comparar la exposicion a los factores de riesgo en diferentes
grupos.

. Correlacionar los datos genéticos obtenidos con las informaciones
adquiridas en los cuestionarios (informaciones personales: edad de diagnéstico,
razal/color, peso, altura, tipo de trabajo; habitos de vida: uso de tabaco, consumo
de alcohol, uso de anticonceptivos hormonales y tratamiento de reposicion
hormonal; historia familiar: descendencia, cancer de mama en la familia u otros

tipos de canceres) para establecer un patrén de enfermedad oncoldgica.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

Los principios éticos establecidos por el Consejo Nacional de Etica en
Investigacion fueron respetados en todas las fases del proyecto, incluyendo el sigilo y
anonimato de las participantes. Este presente trabajo forma parte del Proyecto:
“Establecimiento del perfil de padecimiento oncolégico de la poblacion de Missal/PR”,
entre la Prefectura Municipal de Missal y la UNILA, el cual fue aprobado por el Comité
de Etica en Investigacion de la Universidad Estadual del Oeste (UNIOESTE) — CAAE:
79421517.9.0000.0107, numero del parecer: 2.442.020.

5.2 COLECTA DE DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Fueron colectados datos epidemiologicos de un total de n=1.187 mujeres
de la poblacién de Missal, como: peso, altura, raza/color, habito de fumar, consumo
de alcohol, uso de anticonceptivo hormonal, tratamiento de reposicion hormonal,
historia familiar de cancer, descendencia y tipo de trabajo. Estos datos fueron
obtenidos a través de entrevistas hechas a dichas mujeres en el afio 2019. A partir de
estos datos, se identificd dos subgrupos, un grupo de mujeres con cancer de mama
con sospecha de HBOC, identificadas a partir de los criterios de la NCCN, y otro grupo

con cancer de mama considerado esporadico.

5.3 COLECTA DE MUESTRAS

Las pacientes con sospecha de HBOC que cumplieron los criterios de la
NCCN - Clinical Practice Guidelines in Oncology (Anexo 1) fueron invitadas a participar
de la investigacion por medio del término de consentimiento libre y esclarecido (Anexo
2).

De cada paciente, fue colectada cerca de 6 mL de sangre periférica en un
tubo conteniendo anticoagulante (EDTA). Las muestras fueron identificadas para
garantir el sigilo y almacenadas en el banco del Laboratorio de Investigacién en

Ciencias Médicas (LPCM) de la UNILA para posterior procesamiento y analisis.
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5.4 EXTRACCION DE DNA Y CUANTIFICACION

La sangre colectada de las mujeres fue utilizada para la extraccion de
muestra de DNA gendmico mediante el kit de /nvitrogen PureLink Genomic DNA
siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. La etapa de lisis fue
efectuada usando 2uL de Proteinase K y 20uL de Rnase, seguida de la
homogeneizacion en el vortex, luego las muestras fueron dejadas por 2 minutos a
temperatura ambiente sobre la bancada para que ocurra la reaccion. Luego se anadi6
200uL de Purelink Genomic Lysis/Binding Buffer a las muestras y fueron

homogeneizadas. En seguida, las muestras fueron incubadas a 55°C por 10 minutos.

Luego las muestras fueron transferidas para la Purelink Spin Column.
Después de la transferencia, las muestras fueron centrifugadas a una velocidad de
10.000 rpm (rotaciones por minuto) en temperatura ambiente durante 1 minuto.
Seguidamente, el tubo colector, con fluidos y otros materiales que no son de interés
para este estudio, fue descartado y el tubo con la membrana de silica conteniendo el
material genético de interés fue colocado en otro tubo colector.

Inmediatamente fue realizada la fase de lavado, para retirar la mayor parte
de todas las impurezas tales como proteinas, lipidos y sales, con el objetivo de obtener
una solucién mas homogénea y concentrada de material genético. Para esta fase, fue
entonces adicionada 500uL de Wash buffer 1 en los tubos con la membrana de silica
conteniendo el material genético. A continuacion, los tubos fueron centrifugados a
10.000 rpm en temperatura ambiente durante 1 minuto. Luego de la centrifugacion,
los tubos con la membrana de silica fueron colocados en otros tubos colectores para
una nueva centrifugacion. En seguida, fue adicionado 500uL de Wash Buffer 2
preparado con etanol 100% y los tubos fueron entonces centrifugados a la velocidad
maxima, 15.000 rpm, a temperatura ambiente durante 3 minutos. El tubo colector fue
descartado y el tubo con la membrana de silica fue transferida a un microtubo de
1,5mL. Finalmente, se realiz6 la elucion, con la adicion de 100uL de liquido de elucion
a los tubos con la membrana de silica. Seguidamente las muestras fueron
centrifugadas a 15.000 rpm durante 1 minuto.

La cuantificacion de las muestras de DNA extraidas fue realizada en el
espectrofotometro NanoDrop ND2000 de Thermo Scientific siguiendo las
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recomendaciones del fabricante. Por ultimo, las muestras de DNA fueron diluidas a

una concentracion de 150ng/uL y almacenadas en el congelador del LPCM.

5.5 MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION

Para el analisis de grandes deleciones y duplicaciones en el gen BRCA1
fue utilizado el kit SALSA MLPA PROBEMIX P002 BRCA1 (MRC Holland, Amsterdam,
Holanda), compuesto por 48 sondas con productos de amplificacion variando entre
130 a 469 pares de bases. De estas 48 sondas, 38 fueron para los exones 1a, 2, 3 e
5-24 del gen BRCA1 y 10 sondas controles que detectaron secuencias fuera de esta
region.

El experimento de MLPA fue dividido en cuatro etapas y realizado en dos
dias. En el primer dia, se realizd la desnaturalizacién del DNA y la reaccion de
hibridacion. En el segundo dia, se realizo la reaccion de ligacién y la reacciéon de PCR.
Para la etapa de desnaturalizacion del DNA fueron empleados 5uL de cada muestra
conteniendo aproximadamente 150ng de DNA, las muestras fueron incubadas en el
termociclador a 98°C por 5 minutos y a 25°C una vez removidas del termociclador.

Para la hibridacién (DNA-sonda), se preparo la solucién para esta etapa,
utilizando 1,5uL de MLPA buffer mas 1,5uL probemix. Luego de la homogeneizacion,
se adicion6 3uL de la solucion MLPA buffer + probemix a cada microtubo de las
muestras. Para la hibridacion las muestras fueron incubadas en el termociclador a
95°C por 1 minuto, seguidas del calentamiento a 60°C por 17 horas.

Al dia siguiente, fue realizada la etapa de ligacién. La solucion para esta
etapa se prepar6 con 25uL de agua MiliQ, 3pL de ligase buffer A, 3uL de ligase buffer
B y 1uL de la enzima ligase-65. Luego fue adicionada 32uL de esta solucién a todas
las muestras, que estaban en pausa en el termociclador a 54°C. Seguidamente, las
muestras incubadas en el termociclador se mantuvieron a 54°C durante 15 minutos,
luego pasaron a 98°C por 5 minutos y por ultimo en pausa a 20°C.

Para la etapa de reaccion de PCR, se prepar6 la soluciéon con 7,5uL de
agua MiliQ, 2uL de SALSA PCR iniciador mix y 0,5uL de SALSA polimerasa. Las
muestras fueron retiradas del termociclador, y fue afiadido 10uL del mix de PCR a
temperatura ambiente y con minimo de luz posible. Inmediatamente las muestras

fueron llevadas nuevamente al termociclador a 95°C por 30 segundos, 60°C por 30
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segundos y 72°C por 60 segundos, repitiendo este proceso durante 35 ciclos. Por
ultimo a 72°C por 20 minutos y luego pausa a 15°C.

Después de la reaccion de PCR, los productos fueron identificados a través
de electroforesis capilar, utilizando el Genetic Analyser 3500 (Applied Biosystem), con
filtros de fluorescencia especificos, siguiendo el protocolo desenvuelto por MRC-
Holland. Para la identificacion fue utilizado 0,7uL de la reaccién de PCR, 0,2uL de 500
LIZ GS y 9,1uL de Formamida HiDi.

El software Coffalyser MLPA (http://www.mrc-holland.com) fue utilizado

para el andlisis de las muestras, mostrando la presencia o ausencia de grandes
reordenamientos gendmicos encontrados en las muestras de DNA. En caso de
presencia de delecion o duplicacién, los valores deben ser de aproximadamente 0,5y

1,5, respectivamente, comparados con el valor normal de 1,0.


http://www.mrc-holland.com/
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6. RESULTADOS

6.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE LA POBLACION FEMENINA ESTUDIADA

Segun los datos epidemioldgicos colectados en 2019, el 80,20% (n=952)
de las mujeres de la poblacion total estudiada de Missal son blancas, 16, 51% (n=196)
pardas y 1,52% negras (n=18). Al analizar los factores de riesgo en la poblacién: el
21,15% (n=251) de las mujeres resultd ser obesa, siendo el indice de Masa Corporal
(IMC) del total de las mujeres 26,29, el 34,71% (n=412) consume alcohol, el 13,73%
(n=163) es tabaquista, aproximadamente la mitad de la poblacién, 49,45% (n=587)
utiliza anticonceptivo hormonal, mientras que el 10,70% (n=127) utilizé tratamiento de
reposicion hormonal. Del total de mujeres, mas de la mitad, 63,18% (n=750) posee
parientes (1°, 2° o 3° grado) con algun tipo de cancer, del cual el 12,05% (n=143) son
mujeres con parientes con cancer de mama.

A partir de los criterios de la NCCN, se identificd al subgrupo de cancer de
mama con sospecha de HBOC, con un total de 16 mujeres, con edad media de
diagndstico de 39,81. De las cuales son 81,25% (n=13) blancas y 18,75% (n=3) de
color parda. El 12,5% (n=2) fueron clasificadas como obesas, y el IMC medio de las
mujeres del grupo fue de 25,21. El consumo de alcohol fue relatado por el 43,75%
(n=7) y el tabaquismo fue citado por 18,75% (n=3). El uso de anticonceptivo hormonal
fue mencionado por 56,25% (n=9) de las mujeres, mientras que, la reposicion
hormonal fue apenas usado por el 6,25% (n=1) de las mujeres. En relacién a la historia
familiar de cancer, las mujeres que presentaron algun pariente cercano (1°, 2° o 3°
grado) con cancer de mama fueron la mitad 50% (n=8) y finalmente el porcentaje de
mujeres con algun pariente con cualquier tipo de cancer (citados por ellas: cancer de
mama, pulmén, intestino, vejiga, leucemia, riidn, higado, huesos, piel, esdfago y
cerebro) fue 93,75% (n=15).

El subgrupo de mujeres con cancer de mama esporadico, conforman
aquellas, total de 19 mujeres, que fueron excluidas del grupo anterior por no cumplir
con los requisitos necesarios de los criterios de la NCCN. La edad media de
diagnostico de estas mujeres fue de 59,67. De las cuales el 94,73% (n=18) son
blancas y apenas 5,26% (n=1) parda. Fueron identificadas como obesas el 10,53%
(n=2), con el IMC medio de 27,01. El consumo de alcohol fue confirmado por 15,79%

(n=3) y el tabaquismo fue citado por apenas 5,25% (n=1). El uso de anticonceptivo
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hormonal fue afirmado por el 31,58% (n=6) de las mujeres, a la vez que, la reposicion
hormonal fue citado por 47,37% (n=9) de las mujeres. En tanto que, las mujeres que
presentaron algun pariente (1°, 2° o 3° grado) con cancer de mama fue apenas el
5,26% (n=1). Por ultimo, las mujeres con parientes con cualquier tipo de cancer
(citados por ellas: mama, intestino, higado, boca, eséfago, leucemia, piel, huesos y
cerebro) fue el 52,63% (n=10).

Entre las 16 mujeres del subgrupo de cancer de mama con sospecha de
HBOC, fueron identificadas 12 mujeres con mas de un factor de riesgo diferente
acumulado (Tabla 4), excluyendo la edad de diagnostico ya que todas de este

subgrupo fueron diagnosticadas a una edad temprana.

Tabla 2 — Factores de riesgo de la poblacion femenina estudiada de Missal

Variables Poblacion femenina de Missal.
N’ total= 1.187
N° (%)

Raza/Color 952 blancas (80,20%)
196 pardas (16,51%)
18 negras (1,52%)
16 sin color definido (1,35%)

Obesidad 251 (21,15%)
IMC 26,29
Consumo de alcohol 412 (34,71%)
Tabaquismo 163 (13,73%)
Anticonceptivo hormonal 587 (49,45%)
Reposicién hormonal 127 (10,70%)
Pariente cercano con cancer de mama 143 (12,05%)
Pariente con cualquier tipo de cancer 750 (63,18%)
Mujeres con sospecha de HBOC 16 (1,35%)
Mujeres con cancer de mama esporadico 19 (1,60%)

Fuente: de la autora, 2021.

Tabla 3 — Comparacion de factores de riesgo entre los subgrupos de mujeres con sospecha de
HBOC y mujeres con cancer esporadico.
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Factores de riesgo

Mujeres con

sospecha de HBOC.

Mujeres con
cancer de mama

N’ total = 16. esporadico.
N° (%) N° total = 19.
N" (%)
Edad de diagnéstico 39,81 59,67
Raza/Color 13 blancas (81,25%) 18 blancas
3 pardas (18,75%) (94,73%)
1 parda (5,26%)
IMC 25,21 27,01
Obesidad 2 (12,5%) 2 (10,53%)
Sobrepeso 5 (31,25%) 13 (68,42%)

Consumo de
alcohol

Tabaquismo

Anticonceptivo
hormonal
Reposicién
hormonal
Pariente cercano
con cancer de
mama

Pariente con
cualquier tipo de
cancer

Mujeres con otro
tipo de cancer

7 (43,75%)
3 (18,75%)
9 (56,25%)
1 (6,25%)

8 (50%)

15 (93,75%)

Cancer de utero
2 (12,50%)

3 (15,79%)
1 (5,26%)
6 (31,58%)
9 (47,37%)

1(5,26%)

10 (52,63%)

Fuente de la autora, 2021

Tabla 4 — Mujeres del subgrupo con cancer de mama con sospecha de HBOC con factores de riesgo
acumulados

N° de factores N° de mujeres

acumulados

Factores de riesgo

2 Sobrepeso + Historia familiar de otros canceres 1
3 Tabaco + Alcohol + Anticonceptivo hormonal 1
Sobrepeso + Historia familiar de otros canceres + 1
Anticonceptivo hormonal
Historia familiar de cancer de mama + Historia 1
familiar de otros canceres + Anticonceptivo
hormonal
Alcohol + Historia familiar de otros canceres + 1

Anticonceptivo hormonal
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4 Alcohol + Historia familiar de cancer de mama + 1
Historia familiar de otros canceres +
Anticonceptivo hormonal

Sobrepeso + Alcohol + Historia familiar de otros 1
canceres + Anticonceptivo hormonal
Obesidad + Historia familiar de cancer de mama + 1

Historia familiar de otros canceres +
Anticonceptivo hormonal

Obesidad + Tabaco + Alcohol + Historia familiar de 1
otros canceres
Historia familiar de cancer de mama + Historia 1

familiar de otros canceres + Anticonceptivo
hormonal + Terapia de reposicion hormonal

Sobrepeso + Tabaco + Alcohol + Historia familiar 1
de cancer de mama
Sobrepeso + Alcohol + Historia familiar de cancer 1

de mama + Anticonceptivo hormonal

Fuente de la autora, 2021

6.2 MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (MLPA)

De las 35 mujeres diagnosticadas con cancer de mama en la ciudad de
Missal, 16 de ellas fueron elegibles para el rastreamiento genético, sin embargo,
apenas 10 aceptaron participar del estudio. De las diez mujeres investigadas para
grandes deleciones y amplificaciones, se consiguié resultados satisfactorios para 6 de

las 10 mujeres, conforme muestra la Tabla 5.

Tabla 5 — Caracteristicas de las mujeres del grupo HBOC sometidas a la prueba de MLPA.

Identificacion Edad Grupo Descendencia Pele Trabajo Trabgjo
actual anterior
66 33 HBOC Brasilera Blanca Jubilada Vendedor
HBOC
73 48 y CA Brasilera Blanca Jubilada Agricultora
utero
79 50 HBOC Alemana Blanca Agricultora q MO
eclarado
94 39 HBOC Brasilera Parda Domeéstica Tienda
Auxiliar No
96 e HBOC Al el administrativo  declarado
133 36 HBOC No declarado Blanca Profesora Agricultora

Fuente: de la autora, 2021

Nota: CA — cancer

De los resultados de las 6 mujeres analizadas por MLPA, apenas una mujer,

con identificacion 94, presento deleciones significativas en el exon 13 del gen BRCA1
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(Figura 3 y Figura 4).

Figura 3 — Resultado de la muestra de la mujer 94 generado por el software Coffalyser

D [nt] Gene-Exon Chr.band hg18 loc. Height Area Ratio" Stdev [REF] [Sam] Width d[nt]
310 BRCA1-24 17921.31 17-038.450829 747 4084 1 0.2 = = 34 0.0
149 BRCA1-24 17q21.31 17-038.451166 1141 5428 1.03 0.09 = = 34 0.0
439 BRCA1-24 17921.31 17-038.451283 551 3525 1 021 = = 30 -0.1
184  BRCA1-23 17921.31 17-038.453196 924 4550 1 016 = = 36 0.0
412  BRCA1-22 17921.31 17-038.454659 455 2774 1 012 = = 31 -0.1
226 BRCA1-21 17921.31 17-038.456598 1044 5088 1 0.09 = = 38 0.0
393  BRCA1-20 17921.31 17-038.462606 650 3952 1 018 = = 35 0.0
214  BRCA1-19 17921.31 17-038.468858 561 2712 082 027 = = 23 0.0
256  BRCA1-18 17921.31 17-038.469436 624 3093 1.117 018 = = 29 -0.1
347  BRCA1-17 17921.31 17-038.473167 667 3584 1 015 = = 25 0.1
196  BRCA1-16 17921.31 17-038.476425 836 3876  1.09 015 = = 32 0.0
160  BRCA1-16 17q21.31 17-038.476716 475 2166 097 008 = = 20 0.0
332 BRCA1-15 17921.31 17-038.479958 555 3014 1 015 = = 33 0.0
EA : 792131 17038482050 685 3667 017 = = 38 00
459  BRCA1-13 7921.31 _17-038.487745_ 0 0 ¢ 0 << <<t () 0.0 |
202  BRCA1-13 7q21.31 17-038.487951 926 4370 1 024 = = 35 0.0
301 BRCA1-13 17921.31 17-038.488025 934 4940 1 018 = = 39 0.0
358 BRCA1-12 17921.31 17-038.496486 611 3462 1 0.07 = = 29 0.0
142  BRCA1-11 17q21.31 17-038.497036 873 4247 1.07 013 = = 34 0.0

Fuente: Software Coffalyser, 2021.

Nota: Delecion significativa: <<**

Figura 4 — Resultado de la muestra 94 generado por el software Coffalyser para identificar deleciones
y duplicaciones

Ratio

Fuente: Software Coffalyser, 2021.

Notas: El eje y sefiala la relacion de 0 a 2,5 que se asemeja a la curva gaussiana que indica la
normalidad de las muestras. La linea roja indica el borde inferior arbitrario y la linea azul el borde
superior arbitrario. Los bordes arbitrarios no son lineas rectas. Cuando una sonda cruza estos limites,
es indicativo de una duplicacion o delecion. El circulo rojo representa la delecion significativa (0,5) en
el exdn 13. Los circulos negros demuestran los exones en sus normalidades.

Tabla 6 — Deleciones en los exones del gen BRCA1 en mujeres con cancer de mama sugestivo de
HBOC de diferentes municipios del Brasil
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Municipio Delecién de ex6n Referencias

Porto Alegre, ex 16, ex 17, ex 9-19 Ewald et al., 2016
Rio de Janeiro,

Salvador

Porto Alegre ex 1-2,ex 3,ex 4-6,ex 8 Alemar et al., 2017

Belém, Salvador, Vitéria, Rio ex 1-2, ex 3, ex 4-6, ex 5-7, Palmero et al., 2018
de Janeiro, Sao Paulo, ex 8, ex 9-19, ex 14-16, ex

Riberdo Preto, Barretos, 16-17, ex 18-19, ex 19, ex

Porto Alegre, Amazonas, 21-23

Minas Gerais, Rio Grande do

Norte, Ceara e Santa

Catarina

Missal ex 13 Presente estudio, 2021

Fuente: de la autora, 2021.
Nota: ex — exén



47

7. DISCUSION

Las mujeres con sospecha de HBOC presentaron caracteristicas tipicas de
mujeres con cancer de mama hereditario como edad de diagndstico relativamente
joven, siendo la edad media de diagnostico de 39,81, variando entre 22 a 50 afios,
estando el 81,25% de las edades en el rango de 33 a 48 afios. En tanto que, la edad
media de diagndstico de las mujeres con cancer de mama esporadico fue de 59,67,
entre las edades de 48 a 86 afos, siendo que el 84,21% de las edades se encuentran
en el rango de 50 a 71 anos. Segun el Ministerio de Salud Brasilero (2021) y el INCA
(2019) la edad es uno de los principales factores que aumentan el riesgo de
desenvolver el cancer de mama, siendo que mujeres mas viejas tienen una mayor
predisposicion a desarrollar la enfermedad, principalmente a partir de los 50 afios.
Mientras que casos antes de los 35 - 40 afos son considerados raros. Tal es asi que
el Ministerio de Salud Brasilero recomienda que se realice la mamografia de rutina
para la deteccién precoz recién a partir de los 50 a los 69 anos. La diferencia de las
medias de edades de diagndstico de los subgrupos es evidente, aproximadamente de
20 afos, la cual era esperada, una vez que las mujeres con cancer de mama
hereditario tienden a presentar la enfermedad a una edad mas temprana a diferencia
de aquellas mujeres que no poseen el factor hereditario.

El cancer de mama y ovario hereditario son causados principalmente por
mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2, los cuales son heredados verticalmente y
presentan una herencia autosémica dominante (GONZALEZ-TESHIMA, 2016). En un
estudio realizado por Peto et al. (1999) encontraron que en pacientes con cancer de
mama diagnosticadas antes de los 50 afios de edad, la prevalencia de ser portadoras
de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, es de 3,1% y 3,0%, respectivamente.
Mientras que, en las mujeres con cancer de mama, diagnosticadas entre los 50 a 69
afnos, la prevalencia es menor para mutaciones en BRCA1 y BRCA2, de 0,49% y
0,84%, respectivamente. Por lo tanto, cuanto menor es la edad de diagnéstico, mayor
es la prevalencia de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. Este presente estudio
refuerza estos hallazgos, una vez que, todas las mujeres con cancer de mama con
sospecha hereditaria de este estudio presentaron una edad de diagnéstico <50 afios.
Mientras que, las mujeres con cancer de mama consideradas de forma esporadica,
fueron diagnosticadas, a la edad de 250 anos, excepto por una que fue diagnosticada

a los 48 anos.
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Segun el INCA (2019) incluso sin la identificacion clara de mutaciones
patoldgicas en estos genes, el riesgo de padecer la enfermedad se duplica en mujeres
con parientes de primer grado (padres, hermanos o hijos) con cancer de mama y un
riesgo aun mayor en mujeres con parientes de primer grado diagnosticados antes de
los 50 afios en comparacion con diagnostico después de los 50 afios. El riesgo
aumenta aproximadamente 3 veces para aquellas mujeres que poseen dos parientes
de primer grado con cancer de mama. Mujeres con parientes de segundo grado
(abuelos, tios, etc.) con cancer de mama presentan también riesgo aumentado, de
uno a dos veces mas de desenvolver la enfermedad (SOUZA et al., 1998). En este
estudio, dentro del subgrupo de cancer de mama con sospecha hereditaria, 8 (50%)
mujeres presentaron historia familiar de cancer de mama, de las cuales 3 mujeres
poseen un pariente de 1° grado (con edades de diagndstico de 51, 65 y 75 afios,
respectivamente). Una de estas mujeres presentd edad de diagndstico de 34 afios,
que curiosamente, es la que posee el pariente de 1° grado con edad de diagndstico
de 51 afos. Las otras dos mujeres presentaron edad de diagndstico de 50 ainos.

Por otro lado, 3 mujeres con historia familiar de cancer de mama,
presentaron parientes de 2° grado, dos de estas con un pariente y una de ellas con
dos parientes. La mujer con dos parientes de 2° grado presentd una edad de
diagnostico de 36 afnos y las otras dos mujeres de 39 y 48 afnos. Mientras que 2
mujeres presentaron un pariente de 3° grado, con edad de diagnéstico de 36 y 40
afos. Estos datos encontrados concuerdan con la literatura, que la historia familiar
(herencia genética) es el factor de riesgo mas importante, determinante e inalterable,
aun mas poderoso que la edad (SILVA; CASALI-DA-ROCHA, 2014), una vez que la
mitad de las mujeres con edad temprana de diagndstico presentaron parientes de 1°,
2° y 3° grado con cancer de mama. Mientras que en el grupo de mujeres con cancer
esporadico apenas una (5,26%) presento historia familiar de cancer de mama, con un
pariente de 3° grado.

Vale destacar que el 75% de las mujeres del subgrupo de cancer de mama
con sospecha de HBOC, posee historia familiar para otros tipos de canceres, sin incluir
el cancer de mama, como parientes con cancer de pulmon, garganta, intestino, vejiga,
rindn, esoéfago, piel, higado, cerebro, huesos y leucemia. Mientras que, apenas
42,10% de las mujeres del otro subgrupo presentaron historia familiar para otros tipos
de canceres. Segun varias fuentes (VAN ASPEREN et al. 2005; FIGUEIREDO, 2014;
MERSCH et al., 2015; GONZALEZ-TESHIMA et al., 2016) mutaciones patoldgicas en
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los genes BRCA1/2 encontradas en el HBOC aumentan el riesgo de padecer otros
tipos de canceres, principalmente, cancer de prostata, pancreas, colorrectal y
melanoma. Sin embargo, existen evidencias de que mutaciones en el gen BRCA2
pueden estar relacionados con cancer de huesos, de la cavidad bucal, del sistema
digestivo (eséfago, estbmago y otros), higado, cerebro (VAN ASPEREN et al., 2005;
MERSCH et al., 2015). Mientras que mutaciones en el BRCA1 han sido relacionadas
con aumento de riesgo para canceres de esofago, higado, estobmago y utero
(MERSCH et al., 2015). Esas mutaciones en los genes BRCA1/2 pueden ser la
explicacion del elevado numero de mujeres con parientes con cancer de otros tipos,
qgue incluyen los canceres que fueron sido relacionados con mutaciones en los genes
BRCA1/2.

La mayoria de las mujeres con cancer de mama de ambos subgrupos
fueron blancas: 81,25% de mujeres con cancer de mama hereditario y 94,73% de
mujeres con cancer de mama esporadico. Estos porcentajes mayores de mujeres
blancas con cancer de mama en la ciudad de Missal eran esperados, una vez que la
mayoria de la poblacion femenina total estudiada es blanca 80,20%, ya que se trata
de una poblacién de ascendencia europea, siendo la mayoria de los colonizadores de
Missal pertenecientes a la 22 generacion de inmigrantes alemanes (PREFEITURA
MUNICIPAL DE MISSAL, 2021). Esta mayor frecuencia de cancer de mama en
mujeres blancas, corrobora con la literatura (REGIONAL PIAUI. Sociedade Brasileira
de Mastologia, 2017; BORGHESAN; PELLOSO; CARVALHO, 2008), que el cancer de
mama predomina en mujeres de color piel blanca.

La obesidad es considerada como uno de los factores de riesgo para el
cancer de mama (INCA, 2019) como también el sobrepeso (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020; CARMO, 2015), debido al aumento del nivel de estrégeno producido
en el tejido adiposo (SILVA; RIUL, 2011). En este estudio el subgrupo de mujeres con
sospecha de HBOC y el subgrupo con cancer de mama de forma esporadica,
presentaron porcentajes similares de mujeres obesas, 12,5% y 10,53%,
respectivamente. Al tiempo que, para el sobrepeso se puede observar una cantidad
mayor de mujeres para el subgrupo con cancer de mama esporadico, de 68,42%,
mientras que el 31,25% de mujeres del subgrupo de HBOC tienen sobrepeso. En un
estudio realizado por Taguchi (2016), con 151 mujeres con cancer de mama del
municipio de Recife, encontraron 31,1% de mujeres con sobrepeso y con 37,8% con

obesidad. En otro estudio realizado por Oliveira et al. (2014), con 31 mujeres con
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cancer de mama del municipio de Belo Horizonte, encontraron 29% de mujeres con
sobrepeso y 29% con obesidad. Comparando con estos estudios se puede observar
que el porcentaje de obesidad de ambos subgrupos de este estudio es bastante
inferior a los hallados por Taguchi (2016) y Oliveira et al (2014). El porcentaje de
sobrepeso del subgrupo de HBOC es semejante a los hallados por estos autores,
mientras que el porcentaje de sobrepeso para el grupo esporadico fue mucho mayor
a los de la literatura.

El sobrepeso aumenta el riesgo del cancer de mama en mujeres,
posmenopausicas, siendo la edad de ocurrencia de la menopausia generalmente
entre los 48 a 50 afios (BRASIL. Ministério da Saude, 2008). En este estudio se puede
observar que el grupo de mujeres con cancer esporadico presenté un numero elevado
de mujeres con sobrepeso (68,42%), siendo este grupo de mujeres con edad de
diagnéstico avanzada de 48 a 86 afios, la mayoria de las cuales probablemente ya
pasaron por la menopausia. Este hecho sugiere que el factor de sobrepeso causo6 un
alto impacto de riesgo para el aparecimiento de cancer de mama en este grupo de
mujeres. Para ambos grupos el porcentaje de obesidad fue bajo, indicando que en
ambos casos la obesidad no fue un factor de alto impacto.

La obesidad y el sobrepeso, son factores modificables, que influyen no solo
en el desarrollo del cancer de mama sino también en la progresion y sobrevivencia de
aquellas mujeres con cancer de mama obesas o con sobrepeso (EMAUS et al., 2010).
En mujeres con sobrepeso y obesidad, la aromatasa, enzima productora de
estrogeno, relacionada con la adiposidad, acelera la produccion de estrogenos, factor
clave en la carcinogénesis mamaria (EMAUS et al.,, 2010). De esa forma, es
importante resaltar la adopcion de habitos saludables mismo después del diagndstico
de cancer, como por ejemplo, una alimentacién saludable, con mayor consumo de
vegetales y frutas, menor ingestion de gordura, una vez que ayuda a la reduccion de
los niveles séricos de estrogeno (OLIVEIRA et al., 2014). La realizacion de ejercicios
fisicos, principalmente ejercicios de resistencia, que ademas de ayudar a bajar de
peso, aumenta la masa muscular, ya que la sarcopenia también disminuye la
sobrevivencia de mujeres con cancer de mama (CAAN et al., 2018).

Para el consumo de alcohol en cualquier cantidad y el habito de fumar, el
subgrupo de mujeres con cancer de mama esporadico presentd 15,79% y 5,26%,
respectivamente, mientras que el 43,75% del subgrupo de mujeres con cancer de

mama hereditario indicaron consumir alcohol y 18,75% afirmaron ser tabaquistas.
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Para ambos grupos el uso de tabaco fue bajo, como también el consumo de alcohol
para el grupo de cancer esporadico. Apenas el consumo de alcohol para el grupo de
HBOC fue relevante. En una investigacion realizada por Dugno et al. (2011), en un
grupo de 273 pacientes con cancer de mama del municipio de Caxias do Sul,
encontraron también un mayor numero de individuos no tabaquistas y no etilistas.

Varias instituciones como el INCA (2020) afirman que el tacaco es uno de
los factores de riesgo para el cancer de mama, ya que posee compuestos, como los
hidrocarburos policiclicos, aminas aromaticas y N-nitrosaminas, que pueden inducir
tumores mamarios (LUO et al., 2011). Sin embargo, varios estudios epidemioldgicos,
sostienen que no existe una asociacion entre el tabaquismo y el riesgo de cancer de
mama (DUGNO et al., 2011; IARC, 2004). Otros estudios resaltan que si existe un
riesgo mayor de cancer de mama en mujeres que fumaron cigarrillos durante un
periodo prolongado o que comenzaron a fumar a una edad temprana (LUO et al.,
2011; 1ARC, 2004). Esto ultimo podria ser el caso de las 3 mujeres del grupo de cancer
de mama con HBOC, ya que estas 3 (18,75%) mujeres fueron tabaquistas durante un
largo periodo de tiempo: 30, 30 y 37 anos, respectivamente. De esa forma, se puede
confirmar que el tabaco causa mayor riesgo de cancer de mama en fumadores de
largos periodos de tiempo.

El consumo de alcohol aumenta el riesgo, de 30% a 50%, para el cancer
de mama en mujeres pre-menopausicas como pos-menopadsicas, sin un nivel minimo
identificado (MCDONALD et al., 2013; WCRF, 2018), mediante diversos mecanismos,
actuando como carcinogénico al aumentar la permeabilidad de la membrana celular a
carcinégenos, como también puede actuar como mutagénico, aumentando los niveles
séricos de estrogenos (INUMARU, 2011). En este estudio se encontré una evidente
relacion entre el consumo de alcohol con aquellas mujeres con HBOC, por lo que
representa un factor de riesgo importante para este grupo. Una posible explicacion
para esta relacion, puede ser explicada por el efecto gen-ambiente, una vez que el
alcohol podria actuar de forma sinérgica con las mutaciones del gen BRCAZ2,
aumentando el riesgo de cancer de mama, en comparacion con aquellas sin
mutaciones (DENNIS et al., 2011). Sin embargo, la asociacion del riesgo de cancer
de mama entre mujeres con mutaciones en los genes BRCA1/2 y el consumo de
alcohol varian segun diversos estudios realizados (COLETTA et al., 2020).

El uso de anticonceptivo hormonal fue utilizado por mas de la mitad

(56,25%) de las mujeres del grupo con sospecha de HBOC, mientras que el 31,58%
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de las mujeres del grupo de cancer de mama esporadico afirmaron utilizar. El
anticonceptivo hormonal aumenta el riesgo para el cancer de mama, hasta 10 afnos
después de haber usado, debido a que aumenta la proliferacién tanto de células
epiteliales normales como de las células malignas presentes en el tejido mamario
(PINHO; COUTINHO, 2005). Algunos estudios con mujeres jovenes han demostrado
que el uso prolongado de anticonceptivos hormonales aumenta el riesgo del cancer
de mama en mujeres <45 anos (ALTHUIS et al., 2003; PINHO; COUTINHO, 2005;
WHITE, 2018). Curiosamente, de las 9 (56,25%) mujeres que afirmaron hacer uso de
anticonceptivos hormonales del grupo con sospecha de HBOC, 8 de ellas presentaron
edad de diagnostico antes de los 45 anos, entre los 33 a 44 afos, con excepcion de
una mujer con edad de diagnéstico a los 50 afios. También 8 de las mujeres utilizaron
por un periodo de largo tiempo, de 10 a 29 afnos. En cuanto que todas las mujeres que
afirmaron hacer uso de anticonceptivos hormonales del otro grupo, presentaron una
edad de diagndstico >45 afos, entre 48 a 58 afnos, siendo que apenas dos de ellas
utilizaron por un periodo de largo tiempo, de 20 y 22 anos. A partir de estos hallados
se puede sostener que el uso de anticonceptivos hormonales efectivamente aumenta
el riesgo de cancer de mama, en especial en aquellas mujeres con edad <45 anos y
con uso prolongado.

Por ultimo, para el tratamiento de reposicion hormonal, se encontrd un
mayor numero de mujeres (47,37%) para el grupo de cancer de mama esporadico que
para el grupo de mujeres con HBOC, con apenas una (6,25%). La terapia de
reposicion hormonal utiliza hormonas sexuales, tipos de estrégeno y progesteronas o
combinaciones de estas, para aliviar los sintomas de la menopausia
(VINOGRADOVA, 2020). Sin embargo, el estrégeno y progesterona exégenos son
considerados carcinégenos (CAGLIANO et al., 2005). En un estudio realizado por Hou
et al. (2013) encontraron una asociacion positiva entre el uso de terapia de reposicion
hormonal y el riesgo de cancer de mama en mujeres de 50 afios 0 mas, mientras que
para mujeres mas jovenes, de 45 a 49 afos, no se encontrdé asociacion. En este
estudio, 8 de las 9 mujeres que afirmaron usar o haber usado terapia de reposicion
hormonal, presentaron una edad de diagnéstico >50 afios, entre 50 a 71 afios, siendo
que apenas 1 fue a los 48 afnos. De esa forma, se puede afirmar que en este estudio
la terapia de reposicion hormonal fue un factor de riesgo importante para mujeres con

edad >50 anos.
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Grandes reordenamientos gendmicos son responsables por el 0 a 36% de
todas las mutaciones en BRCA1 causantes del HBOC identificados en varias
poblaciones (EDWALD et al., 2009). GRG fueron ya identificados en poblaciones
brasileras, en un estudio realizado por Ewald et al. (2016) con 145 pacientes brasileras
con cancer de mama sugestivo de HBOC de tres municipios del Brasil (Porto Alegre,
Rio de Janeiro y Salvador), en el cual investigaron reordenamientos en los genes
BRCA1 y BRCA2 a través de MLPA, encontraron deleciones del exén 16, exén 17 y
exones 9-19 en el gen BRCA1, con una frecuencia general de reordenamientos en
ambos genes de 3,44%, concluyendo que los reordenamientos son poco comunes en
la poblacion mixta de Brasil. En otro estudio realizado por Alemar et al. (2017) con
mujeres brasileras del municipio de Porto Alegre: 330 con cancer de mama, 37 con
cancer de ovario y 54 sin cancer pero que cumplieron los criterios de la NCCN para
HBOC, mediante el test de MLPA, encontraron cuatro GRG distintos en el gen BRCA1
de 51 pacientes, los cuales fueron deleciones de los exones 1-2, exén 3, exones 4-6
y del exén 8. Siendo la prevalencia de GRG de 1,19%. En el 2018, Palmero et al.
realizaron un estudio mayor que incluy6é 649 probandos de un total de 11 estados
brasileros. Descubrieron un total de once GRG, siendo todos deleciones: de los
exones 1-2, exon 3, exones 4-6, exones 5-7, exon 8, exones 9-19, exones 14-16,
exones 16-17, exones 18-19, exdn 19 y exones 21-23. Siendo la prevalencia final de
GRG en el gen BRCA1 y BRCA2 de 4,9%.

En este presente estudio apenas 1 de las 6 mujeres que fueron sometidas
al test de MLPA presentd un GRG que fue la delecién en el exén 13. Esta baja
presencia de GRG en este estudio no significa necesariamente que el cancer de
mama de estas mujeres no esté relacionado al factor hereditario, como ya fue
demostrado por varios estudios en otras regiones del Brasil que la prevalencia de GRG
en mujeres afectadas con cancer de mama sugestivo de HBOC es baja, una vez que
el porcentaje de GRG no pasa de 5% de todas las mutaciones en la poblacién brasilera
(EWALD et al., 2016; ALEMAR et al., 2017; PALMERO et al., 2018). De esa forma,
es posible que estas otras mujeres tengan otros tipos de mutaciones en el gen BRCA1
o0 BRCA2 que son mas comunes en mujeres con HBOC, como pequefias deleciones
o variantes de un solo nucleétido, o incluso en otros genes que también estan
relacionados al HBOC (PALMERO et al., 2018). Sin embargo, como la técnica de
MLPA se limita a identificar grandes duplicaciones y deleciones en los genes, seria

necesario utilizar otra técnica que posibilite la identificacién de mutaciones puntuales,
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para una mejor interpretacion entre la historia familiar y las mutaciones en el gen
BRCA1. Como eso no fue el objetivo de este trabajo, no se realizaron otros estudios
para confirmar tal hipotesis.

Por otro lado, los tipos de GRG varian entre los diferentes municipios del
Brasil sugiriendo que existe una gran heterogeneidad molecular en el gen BRCA1. El
gen BRCA1 posee 24 exones, siendo que ya fueron descritos deleciones en la
mayoria de los exones (Tabla 6). Por lo que deleciones en los exones del gen BRCA1
en pacientes con cancer de mama sugestivo de HBOC son comunes en la poblacion
brasilera, como demostrado por estudios mencionados previamente y en este
presente estudio.

Curiosamente la mujer con delecion en el exdn 13 de este presente estudio,
practicamente no poseia ningun factor de riesgo externo, ya que no es obesa ni tiene
sobrepeso (IMC=21,91), no es tabaquista ni consume alcohol. No utiliza
anticonceptivos hormonales ni realiz6 terapia de reposicion hormonal. Se dedica al
trabajo doméstico y anteriormente trabajaba en una tienda. Sin embargo, posee
historia familiar de cancer de mama: una tia (2° grado) que fue diagnosticada a los 50
afnos, como también posee historia familiar para otros canceres: cancer de pulmén (tia
— 2" grado), cancer de intestino (tia — 2° grado) y cancer de vejiga (tio — 2° grado).
Sumando a esto, su edad de diagndstico fue de 39 anos. Por lo tanto, a través de su
historia personal e historia familiar de cancer de mama se puede concluir que se trata
efectivamente de HBOC.

Segun Clark et al. (2012) las mutaciones en BRCA1 ocurren con frecuencia
en las regiones génicas correspondientes a los dominios BRCT, RING, y en los exones
11-13 que cubren mas del 65% de la secuencia de BRCA1. A pesar de que aun no
existan datos estructurales disponibles para los aminoacidos codificados por los
exones 11-13, se sabe que codifican dos secuencias de localizacion nuclear (NLS)
como también sitios de unidn para varias proteinas, como la proteina retinoblastoma
(RB), cMyc, Rad50 y Rad51 (Clark et al., 2012).Curiosamente, estas proteinas de
unidn estan involucradas en una amplia gama de vias celulares, la proteina RB
controla la progresion del ciclo celular, cMyc es un factor de transcripcidén para varios
genes, mientras que Rad50 y Rad51 actuan en la reparacion del ADN (Clark et al.,
2012).

Por otro lado, existen formas no naturales de splicing alternativo del gen

BRCAT1, resultantes de mutaciones especificas que fueron identificadas en familias
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con mutaciones en BRCA1 (Li et al., 2019). En un estudio realizado por Li et al. (2019)
encontraron que transcripciones de splicing del gen BRCA1 con delecion del exén 13
estan expresas en niveles mucho mas altos en los tumores de mama que en controles
sanguineos saludables. De esa manera, se puede concluir que mutaciones en el exon
13, en especial pérdidas de grandes porciones de la secuencia, tienen efectos
deletéreos, siendo por lo tanto una regién importante para la funcién supresora de
tumores de BRCA1 (CLARK et al., 2012).
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8. CONSIDERACIONES FINALES

El grupo de mujeres con cancer de mama sugestivo de HBOC presento
caracteristicas tipicas de HBOC como edad de diagnéstico temprano, siendo la edad
media de diagnostico de 39,81 afos, e historia familiar de cancer de mama. La mitad
de las mujeres de este grupo presentaron parientes de 1°, 2° o 3" grado con cancer
de mama. Mientras que el grupo de cancer de mama esporadico presentd una edad
de diagndstico mayor, de 59,67 afos, y apenas una mujer de este grupo presentd
historia familiar de cancer de mama con un pariente de 3° grado. A partir de estos
datos se puede concluir que efectivamente la herencia genética es un factor
importante y determinante para aquellas mujeres con historia familiar de cancer de
mama.

Con relacion a los factores de riesgo extrinsecos, el grupo de cancer de
mama sugestivo de HBOC presentd porcentajes altos para el consumo de alcohol
(43,75%) y el uso de anticonceptivo hormonal (56,25%). En tanto que el grupo de
mujeres con cancer de mama esporadico presentd porcentajes altos para el
tratamiento de reposicion hormonal (47,37%) y sobrepeso (68,42%). Estos hallados
sugieren que el consumo de alcohol y uso de anticonceptivo hormonal, el tratamiento
de reposicion hormonal y sobrepeso, fueron factores de riesgo importantes para el
desarrollo del cancer, en los grupos de cancer de mama sugestivo de HBOC y cancer
de mama esporadico, respectivamente. Como se trata de factores externos que
pueden ser modificables, es importante la adopcion de habitos saludables mismo
después del diagndstico de cancer, como alimentacién saludable, abandonar el
consumo de alcohol y uso de las hormonas, una vez que estos factores influyen
también en la sobrevivencia de las mujeres con cancer de mama.

Por otro lado, dentro del grupo de mujeres con cancer de mama sugestivo
de HBOC, no se encontré un alto porcentaje de grandes reordenamientos genémicos,
con apenas una mujer con delecion en el exon 13. Sugiriendo por tanto que el cancer
de mama sugestivo de HBOC, identificado en la poblaciéon femenina de Missal, no se
debe a los grandes reordenamientos gendmicos en el gen BRCA1. Cabe destacar que
este hallado no significa que el grupo de mujeres con cancer de mama sugestivo de
HBOC no posea mutaciones en el gen BRCA1, sino que tal vez estas mujeres posean

otras mutaciones, como pequefas deleciones o variantes de un solo nucledtido, que
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son mas comunes en la poblacion brasilera, como comprobado por otros estudios

realizados en otras regiones del Brasil.

Finalmente, la mujer que presentd la delecion en el exdn 13, no poseia
factores de riesgo externos, sino que solamente poseia historia familiar de cancer de
mama, sugiriendo por tanto, que el cancer de mama de esta mujer esta directamente
relacionado a la delecion en el exon 13 en el gen BRCA1. El exdn 13 posee en su
secuencia sitios de ligacion de proteinas con funciones de regulacion celular y
reparacion del ADN, por lo que la pérdida de una secuencia grande del exén 13, puede
causar efectos deletéreos como el cancer de mama. De esa forma, se puede
considerar que el exon 13 es una region importante para la funcion supresora de

tumores del gen BRCA1.
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ANEXO 1

Criterios del NCCN para la aplicacion del test genético - Clinical Practice Guidelines

BRCA1 y/o BRCAZ2.

in Oncology
. Individuos de familias con histérico de mutacion en los genes
" Historial personal de cancer de mama + 1 o mas caracteristicas

descritas a continuacion:

Edad de diagndstico < 45 anos;

Edad de diagnéstico < 50 afios, con = 1 pariente cercano (1°,2°y 3°
grado) con cancer de mama < 50 afios y/o = 1 pariente cercano (1°, 2°y
3° grado) con cancer epitelial de ovario, cancer de trompa de Falopio o

cancer peritoneal primario a cualquier edad;

Dos canceres de mama primarios, el primero diagnosticado antes de los

50 anos;
Edad de diagnostico <60 afios con cancer de mama triple negativo;
Edad de diagndstico <50 afios con antecedentes familiares limitados;

Diagndstico a cualquier edad con = 2 parientes cercanos (1°,2°y 3°
grado) con cancer de mama y/o cancer epitelial de ovario, cancer de

trompa de falopio o cancer peritoneal primario a cualquier edad;

Un pariente cercano (1°, 2° y 3°) de sexo masculino con cancer de

mama;

Historia personal de cancer epitelial de ovario, cancer de trompa de

falopio o cancer peritoneal primario;

Etnias de alto riesgo (Judios Ashkenazi, Islandeses, Suecos, Hungaros,

etc.)

= Antecedentes personales de cancer epitelial de ovario, cancer de

trompa de falopio o cancer peritoneal primario a cualquier edad;
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. Historia personal de cancer de mama en hombres;

. Historial personal de cancer de seno y/u ovario a cualquier edad
con 2 o mas parientes cercanos (1°, 2° y 3° grado) con cancer de pancreas a
cualquier edad;

" Antecedentes personales de cancer de pancreas a cualquier edad
con 2 0 mas parientes cercanos (1°, 2° y 3° grado) con cancer de mama y/o de
ovario y/o pancreatico en cualquier edad;

= Historia familiar:

- Algun pariente cercano (1° y 2° grado) de la familia que cumpla con uno

de los criterios anteriores.

- Pariente de 3° grado con cancer de mama/ovario/ trompa de falopio
/peritineal primario con 2 0 mas parientes cercanos (1°, 2° y 3° grado)
con cancer de mama u ovario, siendo al menos un pariente con cancer

de mama con 50 anos o0 menos.
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ANEXO 2

%%UMLA

TERMINO DE CONSENTIMENTO LIBRE Y ESCLARECIDO PARA
REALIZACION DEL TEST GENETICO

UNIVERSIDAD FEDERAL DE LA INTEGRACION
LATINOAMERICANA

TITULO DEL PROYECTO: Establecimiento del Perfil de Padecimiento

Oncolodgico de la Poblacion de Missal.

Este proyecto pretende identificar mutaciones (alteraciones) génicas en
pacientes y en sus familiares con sospecha del Sindrome Hereditario de Cancer,
residentes en Missal y asistidos por el Sistema Unico de Salud.

Para participar de la investigacion, sera realizada b retirada de 10 ml de
sangre poruna puncion de una vena del brazo. El local de puncién puede presentar
leve dolor o hinchazén que desaparecen espontaneamente. En el laboratorio de
investigacion en Ciencias Médicas de la Universidad de la Integracion
Latinoamericana, la sangre sera utilizada para la extraccién del DNA y analisis
celulares y de genes relacionados al cancer hereditario que sean prevalentes en la
poblacion de Missal. El material quedara guardado en freezer por tiempo
indeterminado y no sera disponible para otras investigaciones sin su previa
autorizacion.

Su identidad y las informaciones obtenidas durante la investigacion seran
confidenciales y solamente miembros del equipo tendran acceso durante el proceso,
entre tanto, usted no es obligado a continuar participando del proyecto y puede en
cualquier momento pedir para que sus datos no sean parte de la investigacion.
También podra solicitar, particularmente, sus datos, los datos referentes al analisis
de su DNA vy orientacion adicional, proporcionados por el investigador. Ademas, no
habra ningun costo por usted estar participando en este trabajo, por tanto, no habra
ninguna forma de pagamento por su participacion.

Asi, declaro que fui aclarado:

. Sobre las caracteristicas del Sindrome del Cancer
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. Sobre la garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta o
aclaramiento sobre procedimientos, riesgos, beneficios y las limitaciones del test
genético al cual seré sometido;

. Sobre mi libertad en retirar mi consentimiento en cualquier momento sin
que eso traiga perjuicio al acompafamiento médico y continuidad de mi tratamiento;

. Sobre el no recibimiento de ningun tipo de remuneracion financiera;

. Sobre la seguridad de que mi identidad sera preservada, que todas las
informaciones por mi proporcionadas seran confidenciales, y que el DNA de mi
sangre almacenado en el laboratorio sera utilizado para este proyecto.

Estoy de acuerdo en participar de este estudio:

Foz de Iguagu, de de

Nombre del paciente:

Local de Nacimiento: Fecha de nacimiento: / /
Direccion:

Ciudad: PEstado: Teléfono:

Firma del paciente o responsable:
Firma del paciente o responsabe:
Teléfono para contacto: (45) 3529-2761




