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RESUMEN
Facultad de Medicina Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Ana Laura Calderé6n Garclduefias
Titulo del Estudio: BUSQUEDA DE LAS MUTACIONES MAS FRECUENTES EN EL GEN
BRCA, EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA, EN EL NORESTE DE MEXICO
Candidata al grado de Maestria en Ciencias con especialidad en Biologfa
Molecular e Ingenieria Genética.
Area de Estudio: Medicina Molecular NGmero de péginas: 102

Objetivo y Método de Estidio: El cincer de mema ocupa el segundo lugar en frecuencia
de neoplasias malignas de la mujer en México. En Estados Unidos, una de cada 8 mujeres
desarrollardn este cincer y $e reportan anualmente 180, 000 casos nuevos. Un 5% del
carcinoma mamario tiene herencia autosémica dominante. Las mutaciones en el gen supresor de
tumores, BRCA1 son responsables de la mitad de esos casos. La mayoria de los estudios en
relacién a BRCA1 se han hecho ‘en familias de alto riesgo y en poblaciones sajonas. En nuestro
pais existian muchas interrogantes en relacién a factores hereditarios y céncer mamario. El
objetivo de este trabajo fué realizar un trabajo epidemiolégico con bases en genética molecular
y buscar mutaciones en el gen BRCA1 en pacientes mexicanas con cincer de mama. Para ubicar
el andhsis molecular en un contexto integral, nos propusimos obtener informacién sobre
presencia de factores de riesgo y el niimero de pacientes que tenfan antecedentes familiares y
que pudieran adem4s catalogarse como pertenecientes a familias de alto riesgo. Realizamos un
estudio prospectivo, transversal y observacional. La investigacién incluyé un aspecto
epldemiolégico y uno experimental. En el primero se analiz6 una muestra de 152 pacientes y
235 controles sanas a las que se les realizé una entrevista y aplicé un cuestionario. Los datos
fueron analizados con la pruebas de T-student y ANOVA para medias y de X2 para proporciones,
as! como razones de momios (p<0.05). La parte experimental incluy6: a) formar un banco de
DNA a partir de las muestras de sangre (6 tejido) de las 152 pacientes referidas; b)
implementar una técnica de andlisis de heterodiplex para el rastreo de ias mutaciones; c)
optimar la tincién con plata y realizar, en caso necesario, la secuenciacién de regiones génicas
sospechosas de contener mutaciones. Contribuciones y conclusiones: 1. En nuestra
poblacién, un 10% de las pacientes tuvieron antecedentes familiares de primer grado para esta
neoplasia. Al incluir a las mujeres con carcinoma bilateral y a aquellas con antecedentes
familiares de carcinoma ovérico, se encontré que un 15% (n=23) del total de pacientes
constituyen el grupo de alto riesgo para presentar mutaciones en el gen BRCA1. 2. Ademés del
antecedente familiar de ler grado para cdncer mamario, el tener una historia familiar de
carcinoma géstrico 6 pancredtico constituyé también un factor de riesgo para carcinoma
mamario (p<0.001). 3. El presentar antecedentes familiares de carcinoma ovdrico elevd, en 8
veces, la probabilidad de un diagndstico de carcinoma de aparicién temprana en las pacientes, 4.
A pesar de que en nuestra poblacién la frecuencia de herencia familiar es similar que en los
grupos sajones, no se encontraron las mutaciones que en ellos se reportan més
frecuentemente. La probabilidad de que nuestras pacientes las presenten con la misma
frecuencia reportada en esos grupos, es muy baja. 5. La frecuencia de mutaciones en el gen
BRCA1 fué de 0.7% en la muestra de 152 pacientes, lo cual es muy baja (p <0.001), sugiriendo
que probablementen los sitios comprometidos por mutaciones sean diferentes en nuestra
poblacién. 6. El método PCR-heterodiplex para detectar mutaciones en el gen BRCA1, pudo
practicarse simultdneamente para las 4 regiones descritas como mds proclives a mutar del
gen BRCA1. Ademsds, el gel de los heterod(plex pudo revelarse por la tincién de plata, siendo
con el multiplex, innovaciones convenientes para laboratorios con infraestructura bésica. 7.
Una vez identificadas en nuestra poblacién las regiones del gen BRCA1 mas proclives a
mutaciones, sera recomendable utilizar este método para rastreo en todas las pacientes con
carcinoma mamario y en especial en aquellas con historia familiar positiva.

FIRMA DEL ASESOR: l_ q
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Clncer Mamario: un Grave Problema de Salud.

El cancer mamario es un grave problema de salud publica. En
nuestro pais ocupa el segundo lugar en neoplasias malignas en la
mujer y es solo superado por el carcinoma cervicouterino (Ca-cu)
(1). El registro histopatolégico de Neoplasias en México esté
realizando grandes esfuerzos para obtener una estadistica confiable
de la incidencia del cancer, pero por diversas circunstancias, los
reportes son ain incompletos. Esto puede observarse en el informe
de 1993, en el cual en contraste con los 2528 casos notificados de
cancer mamario en el Distrito Federal, los estados de Quintana Roo,
Campeche, Tabasco, Nayarit y Baja California Sur, notificaron entre
Oy 11 casos cada uno de ellos. Definitivamente la incidencia real
del cancer de mama en México estd subestimada, pero ain asi, en
1993 se diagnosticaron y confirmaron histolégicamente como
enfermos de neoplasia maligna mamaria a 5739 pacientes. Aunque el
cancer cervicouterino supera en nimero al de mama, los métodos de
diagnéstico temprano han abatido la mortalidad secundaria, de modo
que en muchos casos la muerte debida a cancer mamario supera a la
asociada a carcinoma cervicouterino, como ocurre en Nuevo Leon,
donde en 1995 hubo 151 defunciones de mujeres con cancer mamario
contra 101 por Ca-cu.(2).



En Estados Unidos cada afio se registran 30,000 defunciones y
180,000 casos nuevos de carcinoma mamario. En ese pais, una de
cada 8 mujeres desarrollaran esta neoplasia en el curso de sus
vidas(3).

1.2 Factores Predisponentes de Cancer Mamario

Para el desarrollo de esta neoplasia predisponen multiples
factores. Los endocrinos estan relacionados con una exposicion
prolongada a estroégenos. Estos normalmente regulan la actividad
genética y actuan sobre 6rganos blanco con receptores estrogénicos.
El complejo receptor-hormona actita como la llave que activa la
sintesis de DNA y produce actividad replicativa en el tejido blanco
mediante la activacién de AMPc; fas hormonas en este contexto
sirven como promotoras del proceso carcinogénico (4). Se han
implicado otros factores como una dieta alta en grasas, exposicion
a radiaciones, ingesta de alcohol y obesidad. Los factores genéticos
tienen un lugar importante en la fisiopatogenia del cidncer mamario
(5). Algunos investigadores han encontrado que un 5% del cancer
mamario es autosomico dominante, un 13% tiene herencia poligénica
y un 82% es esporadico..En poblacion sajona, de un 5-20% de

mujeres tienen una historia familiar de carcinoma mamario(6). Esta



informacién se desconoce en México.
1.3 Herencia y Céncer Mamario

Las familias de alto riesgo para cancer de mama, han sido el
punto de partida para la investigacion y descubrimiento de los genes
de susceptibilidad a cancer mamario. Una familia de alto riesgo es
aquella en la cual un 50% 6 mas de las muje;es tienen historia de
cancer mamario (generalmente, la madre y unaj 6 dos hermanas estan
afectadas), la neoplasia se presenta antes ‘de la menopausia, es
frecuentemente bilateral y puede asociarse con carcinoma de ovario.
Estas familias presentan mutaciones en Qenes dominantes de
susceptibilidad a cancer mamario, misma que puede transmitirse
por cualquiera de los padres. La frecuencia d"e estas mutaciones en
algunas poblaciones americanas y europeas es de un 0.33% y es
responsable de un 5% de los canceres de la poblacién (7). La mayor
parte de los estudios de céncer familiar enfatizan el subgrupo de
mujeres premenopausicas, aunque algunos au:tores han mostrado que

la agregacién ocurre tanto en las formas pre como postmenopéausicas

(8).



|
1.4 Marcadores Genéticos de Cancer Mamario

Dada la importancia epidemiolégica del cancer mamario, la
bisqueda de marcadores genéticos se‘ intensificé en las Gltimas dos
decadas y en septiembre de 1994 se ai|sI6 un gen de susceptibilidad
al cAncer mamario denominado BRCA‘I;. localizado en el brazo largo
del cromosoma 17(9) (fig. 1). Dado lo reciente del aislamiento del
gen, no se ha determinado ain la frecuencia real de mutaciones en la
poblacién general, pero es posible que e;n Estados Unidos, una de cada
400 mujeres presenten mutaciones de Lste gen con el consiguiente
riesgo de desarrollar la enfermedad (10): Se han hecho estimaciones
de incidencia de cancer de mama ); ovario en portadoras de
mutaciones del gen BRCAY de acuerdo él modelo de Easton y se ha
determinado un riesgo de un 76% Yy ot’,ro de 42 % de desarrollar
cancer de mama y ovario, respectivamen{e, a los 70 afios (11). Otros
genes y condiciones también pueden conferir susceptibilidad al
cancer mamario: mutaciones en el gen p53 situado en el brazo corto
del cromosoma 17, algunas anomalias del receptor de andrégenos,
heterocigocidad para el gen de la ataxia'-telangectasia (cromosoma
11q ), mutaciones en el gen BRCA2 (descui:ierto en 1995) (12, 13) y
en el gen supresor MMAC1 (14).
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1.5 Oncogenes y Genes Supresores de Tumores

Los genes son segmentos cromosdmicos que codifican para una
cadena polipeptidica funcional 6 una molécula de Rh‘JA. Un gen cifra
para una secuencia de aminoacidos que deben ensamblarse en un
orden particular para producir una proteina determinada; la proteina
es el efector de la funcién del gen. Cuando un gen {se enciende, la
célula responde con la sintesis de la proteina codiﬁcac{a por é. Las
mutaciones en un gen perturban la célula debido a que cambian las
cantidades y/o las actividades de! producto proteicb. Existen dos
clases de genes, que aunque constituyen solo una pequ}eﬁa porcion del
material genético total, tienen un papel clave en'. el desarrollo
neoplédsico. Su funcién normal es la de permitir los unos e impedir
los otros, la secuencia de eventos que conllevan la la célula a
dividirse. Los que promueven la divisibn celular s<l>n los proto-
oncogenes, mientras que los que la inhiben son los gen;s supresores.
Cuando mutan, los primeros se transforman en oncogenes
carcinogénicos que estimulan una multiplicacién excesiva. Los
oncogenes producen cantidades aumentadas de su proteina
estimuladora del crecimiento & bien proteinas biolégigamente mas
activas que las normales. En contraste, los genes sﬁpresores de
tumor contribuyen al céncer solo cuando son inactivados por

mutaciones. La pérdida de una proteina funcional supresora priva a la



célula del freno natural para el crecimiento inapropiado (15). La
mayoria de las neoplasias se presentan cuando 2 6 mas mutaciones

se acumulan en dichos genes (16).

1.6 El gen BRCA1

E! gen de interés en este estudio es un gen supresor de tumores
constituido por 5592 nuclebtidos distribuidos en una regién
genémica de 100 kb. Sus 22 exones codifican para una proteina de
1863 aminoéacidos (17). La proteina tiene un dominio de dedos de zinc
cerca del extremo amino terminal que sugiere que BRCA1 puede
regular la transcripcibn de genes. Esta proteipa tiene ademas una
similitud de secuencia con proteinas miembros de la familia de las
graninas y como ellas se localiza en vesiculas secretorias, se
secreta en respuesta a hormonas y experimenta glicosilacién
postraduccional. Se ha probado que el RNAm de BRCA1 se induce
durante el embarazo en el ratén y que BRCA! es un inhibidor
selectivo del crecimiento de células epiteliales mamarias y
ovéricas, por lo que es posible que las bases moleculares del efecto
protector del embarazo y lactancia contra céncer de mama,
demostrado epidemiolégicamente, descansen en este gen y su

producto proteico (18).



1.7 Estudios epidemiolégicos en relacion al gen BRCA1

La mayoria de los estudios en relacion a BRCA1 se han hecho
en familias de alto riesgo. Para determinar con mayor seguridad si
el cancer mamario en una familia puede ser debido a mutaciones en
el gen BRCA1, se buscan 4 caracteristicas basicas : 1. El nimero de
familiares afectados, 2. La presencia de céancer ovarico en la
familia, 3. La edad al momento del diagnéstico de cada uno de los
afectados por cancer y 4. El parentezco entre los diferentes
individuos afectados. El 26% de las familias con hasta 3 individuos
afectados y el 60% de aquellas con 4 6 mas pacientes
diagnosticadas antes de los 60 aflos muestran asociacion con BRCAT1.
No todas las mujeres necesitan ser familiares de primer grado pero
deben estar relacionadas a lo largo de una misma linea de herencia
(solamente la familia de la madre 6 solo la del padre, 6 varias de
ambos lados). La presencia de un solo caso de cancer ovérico en la
familia incrementa la posibilidad de una mutacién de BRCA1 dado
que el 87% de las familias con esta asociacion estén ligadas
genéticamente a BRCA1. La edad media de inicio para cancer de
mama en portadoras de mutaciones en el gen BRCA1 es de 45 afos, de
modo que la presencia de casos de inicio temprano incrementa la
probabilidad de que exista una mutacién en dicho gep (6). Claus
predijo que un 36% de mujeres con cidncer de mama diagnosticadas



entre los 20 y 29 afios son portadoras de una mutacién en un gen de
susceptibilidad comparado con un 1 % en mujeres diagnosticadas a
los 80 afios (19). |

Serova y cols. analizaron 20 familias con carcinoma de mama y
ovario y encontraron mutaciones en el gen BRCA1 en 16 de ellas. La
mayoria de las mutaciories generaron un codbn prematuro de
terminacién con proteina reducida en tamafio entre el 2 y el 88% de
lo normal (20). Friedman en una serie de familias de alto riesgo
encontrd mutaciones en 2'7 de 36 y algo interesante fué que de las
familias con mutacionés, 16 tenian una evidencia clara de
ligamiento genético al BRCA1 aunque el resto no (21).

Ademas de estos estudios en familias de riesgo alto para
cancer mamario, existen otros enfocados a poblaciones muy
especificas, como el de‘ Brody y colaboradores en el que se
establecié que la mutacion 185delAG esta presente en el 0.9 % de las
mujeres de origen Azhkenazim (22).

Dado que este gen se descubri6 estudiando familias de alto
riesgo, solo existen reportes aislados en los cuales se muestra
evidencia de mutaciones !en el gen BRCA1 en cancer de mama
esporadico. Algunos autores han utilizado marcadores polimoérficos
asociados al gen BRCA1 y! han encontrado delecién de uno He sus
alelos, 1o que se conoce como pérdida de heterocigocidad, en estas
pacientes (23).
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1.8 Mutaciones en el gen BRCA1

Hasta la fecha se han descrito alrededor de 80 mutaciones
diferentes en |a secuencia del gen y algunas regiones agrupan un
buen porcentaje de éstas, lo que facilita el implementar técnicas de
deteccion de mutaciones (24) (ver fig. 1). Las alteracioneq' en el
producto del gen BRCA1 son el resultado de diferentes ti;lxos de
mutaciones en éste. Unas son substituciones gue cambian un
aminoacido por otro sin afectar al resto de la proteina (mutacif)n de
sentido errbneo), otras crean un codén de terminacién prematuro
(TGA, TAA 6 TAG) que interrumpe la traduccién proteica e‘n este
punto (mutaciones sin sentido) y otras mas afectan el marco de
lectura, pues insertan 6 deletan nucledtidos en un nimero que no sea
tres 6 sus multiplos, lo que generalmente resulta tambiéq en la
aparicién de un coddn de terminacién prematuro. Existen mutéciones
en las sefiales para la remocién de intrones que afectan 6 anulan la
produccién de la proteina en cuestién. Un Gltimo tipo de alteracion
ocurre cuando hay mutaciones en regiones regulatorias del genl y que
interfieren con su expresion. De las mutaciones reportadas hasta la
fecha, el 14% son mutaciones de sentido errbneo y el 86‘% se
traducen en una proteina truncada. De éstas Gltimas, el 71% son del
tipo de cambio en el marco de lectura debido a insercién 6 delecién
de 1 a 59 pb. De las mutaciones descritas para el gen BRCA1 en un
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estudio mundial cooperativo, 5 se repiten frecuentemehte: 185delAG,
5382insC, 1294 del40, 4184del4 y Cys61Gly (24).

1.9 Métodos de deteccibn de mutaciones en el gen
BRCA1

Practicamente todas las técnicas aplicadas a la‘ deteccion de
mutaciones en otros genes pueden aplicarse al gen BRCA1.

Definitivamente el estandar de oro es la sécuenciacibn, que
permite el anilisis de toda la secuencia nucleotidica; sin embargo
para fines de escrutinio de poblaciones, es poco practica ya que
requiere de una gran infraestructura y es costosa. Existen métodos
rapidos de rastreo de mutaciones.

La prueba de proteina truncada (PTT por sus siglas en inglés)
detecta mutaciones que interrumpen el marco de lectura génica y
resultan en una proteina mas corta que lo normal. Se basa en una
transcripcién y traduccion in vitro de una PCR modificada por un
promotor T7. El templado para la PTT se genera por PCR usando un
DNA complementario sintetizado por transcripcion reversa de RNAm
(RT-PCR). Otra via alternativa para exones largos con un marco de
lectura abierto largo (como el exén 15 del gen APC y el exén 11 del
BRCA1) es usar directamente el DNA genémico para la PCR. Durante
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Ja PCR se afiade al extremo 5' del producto de PCR, una extensi6n de
36 pb que incluye la secuencia promotora del bacteriéfago T7 y una
seflal eucari6tica de inicio de traduccién. La transcripciéon y
traduccion simultdnea de los productos de amplificacién se realizan
en un sistema de lisado de reticulocitos de conejo y se utilizan
aminoacidos radiactivos. Los productos de la traduccién se resuelven
posteriormente en SDS-PAGE y se detectan por autorradiografia. Por
lo general, en un anélisis de PTT, en muestras normales de control
obtenidas a partir de DNA genoémico, se observa una banda intensa
que corresponde al producto silvestre y algunas bandas en escalera,
de menor intensidad. Cuando la banda més intensa se observa de
menor tamafio que el esperado, se habla de una proteina truncada
(29). En BRCA1 el 75 % de las mutaciones reportadas son del tipo de
cambio en el marco de lectura y sin sentido,'las cuales resultan en
una proteina truncada; sin embargo, al poseer el gen BRCA1
multiples exones pequefios, limita esta técnica a la blsqueda de
codones de terminacién en el exon 11 del mismo. La limitacién de la
PTT esta determinada por el gel de resolucién de proteinas. Un gel de
poliacrilamida del 12-15% puede separar facilmente proteinas en el
rango de 10-60 kD. El limite inferior de prdductos de PCR estd
determinado por el deseo de rastrear lo mas posible del gen, en un
solo experimento. De aqui que el rango 6;;timo de tamaino de
productos de PCR es de 1.2-1.7 kb.
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El anélisis con oligonuclebtidos alelo-especificos (ASQO) es
una técnica rapida para detectar mutaciones especificas mediante la
hibridizacién de oligonucle6tidos mutantes a fragmentos generados
por PCR de una muestra inmovilizada en filtros de membrana de
nylon. Esta técnica puede ser muy util una vez que se identifican en
una poblacion las mutaciones especificas que se repiten
frecuentemente.

El analisis de heteroduplex detecta cadenas bicatenarias
constituidas por una cadena sencilla procedente de un alelo normal,
apareada con la cadena opuesta del otro alelo, el mutado, por lo que
su arreglo de puentes de hidrégeno es imperfecto. Estas moléculas
de doble hebra de heterodiplex, muestran una migracién anormal en
geles nativos cuando se comparan con los homoduplexs.
Técnicamente es un procedimiento sencillo en el cual los productos
amplificados obtenidos por PCR se desnaturalizan a 950C para
separar las cadenas del DNA; esto va seguido de un paso de
enfriamiento lento hasta alcanzar la temperatura ambiente, con lo
que se induce la formacién de heteroduplex (apareamiento de una
cadena de uno de los alelos sin mutacién con otra del otro alelo
portador de la mutacién). El fragmento del producto amplificado se
resuelve por electroforesis en un gel no desnaturalizante de
poliacrilamida. Finaimente la deteccién del DNA se puede efectuar
por tincién con plata (25). En 1996 se reportd el uso de esta técnica

en el rastreo de mutaciones en 3 exones (2, 11 y 20) del gen BRCA1.
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En dicho estudio los exones se amplificaron por separado
utilizando 4 juegos de primers diferentes (el exé6n 11, dado su
tamafio se dividi6 en dos regiones). Los productos de amplificacibén
eran : regibnes exénicas 11A de 643 pb y 11B de 482 pb; ex6n 2 de
305 pb y exén 20 de 231 bp. (25).

1.10 Cancer de mama y Genética en México :

interrogantes a responder

El carcinoma de mama es un reto tanto desde el punto de vista
preventivo como terapéutico y de rehabilitacién, Con este trabajo
nos propusimos realizar un estudio piloto pluri-institucional en
pacientes con carcinoma mamario que llegan para atencién inicial a
tres diferentes hospitales de concentracién en el curso de un afio.
Este estudio nos permitid contestar varias interrogantes claves para
el ataque efectivo de este serio problema de salud, a saber :

1. De los pacientes con céancer de mama icuantos tienen
antecedentes familiares para esta neoplasida?

2. De los pacientes con antecedentes familiares' jcudntos pertenecen
a familias de alto riesgo?

3. De los pacientes con y sin antecedentes de cancer mamario

familiar jcuantos tienen las mutaciones mé4s frecuentemente
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reportadas en la literatura para BRCA1?

4. ;Existen mutaciones del gen BRCA1 propias de nuestra poblacion?

5. gJustifica la frecuencia de mutaciones en este gen en pacientes
con cancer mamario, su busqueda en poblacibn sana? .

6. ;Podria ser la busqueda de mutaciones en el gen BRCA1 una prueba

valiosa para identificar mujeres en riesgo alto de desarrolio de
cancer mamario en nuestro pais?
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1. 11 OBJETIVOS

1.11.1 Objetivo General.

Buscar las mutaciones mas frecuentes en el gen BRCA1 en

pacientes con cancer de mama en el noreste de México.

1.11.2 Objetivos especificos.

1. Obtener informacién epidemiolégica y clinico-patolégica del
cancer mamario en la muestra de estudio.

2. Formar un banco de DNA de pacientes con carcinoma mamario.

3. Implementar un ensayo basado en la _técnica de anilisis de
heteroduplex para el rastreo rapido de las mutaciones mas
frecuentes reportadas en la literatura, en todas las muestras de
sangre y tejido neoplasico de los pacientes, independientemente
de su historia familiar neoplésica.

4. Analizar las mutaciones y polimorfismas que se detecten en la

poblacién y compararlas con lo reportado en la literatura.
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Reactivos

Para evitar repeticiones innecesarias, los reactivos utilizados
en la extraccidon y purificacion del DNA, la reaccion de PCR, el
analisis de heteroduplex, la secuenciacién y la prueba|de proteina
truncada se describen en los apartados correspondientes en la

seccion de metodologia.

2.1.2. Muestras de sangre

De cada paciente estudiada se obtuvieron por puncién venosa 5
m! de sangre. Dicha puncién se realiz6, previa asepsia de la regién,
con material estéril y desechable. La sangre se depositdé en un tubo
de vidrio con EDTA y se mezclé suavemente con el anticoagulante.
Las muestras se mantuvieron en un refigerador a 4 0C hasta su
procesamiento, que por lo general se realizd6 dentro de las siguientes

6 horas posterior a su obtencion.
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2.1.3 Muestras de tejido neoplasico

El tejido en fresco se obtuvo de muestras enviadas al servicio
de Anatomia Patol6gica para su estudio diagnéstico transoperatorio.
Posterior a ta confirmacion del diagnbstico histolégico, se tomé una
muestra de al menos 0.5 x 0.5 x 0.5 cm de tejido neoplasico. El tejido
se congel6 con nitrégeno liquido y se almacené a - 700C hasta su

procesamiento.

2.2 METODOS

2.2.1 Disefio y estrategia general

La investigaciébn fue de tipo prospectivo, transversal y
observacional y constd de dos aspectos. Uno, de tipo epidemiologico
y otro experimental, con optimizacién y aplicacion de técnicas para
basqueda de mutaciones en sangre y tejido mamario (ver fig. 2). Los
datos epidemiolégicos obtenidos en las pacientes se contrastaron
con los obtenidos en un grupo control.

El grupo control estuvo formado por una muestra probabilistica
de 235 mujeres sanas participantes en un estudio de densidad
mineral 6sea, reclutadas en 1997 en el &rea metropolitana de

Monterrey y en quienes se indagaron los antecedentes gineco-
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obstétricas personales y los patolégicos tanto en ellas como en sus
familiares de primer grado.

En la investigacion epidemiolbgica, se disei® un cuestionario
que incluia no solamente datos clinico-patolégicos, sino un estudio
cuidadoso de la historia familiar neOpIésica.'Todas las pacientes
fueron informadas del estudio, que incluia contestar un cuestionario
y donar 5 ml de sangre venosa. El trabajo de campo consistié en una
entrevista personal con cada paciente duranteila cual se aplicd el
cuestionario referido y se tomdé la muestra de sangre. La
investigacién epidemiolégica nos permitid carac}erizar la muestra y
detectar en ella la presencia de factores de riesgo para cancer
mamario. También estableci6 el porcentaje de pacientes con
antecedentes familiares para carcinoma mamafio y que tienen por
tanto mayor riesgo de ser portadores de una mutacion en un gen como
BRCA1,

Los datos epidemiolégicos permitieron realizar una
comparacién con lo reportado en la Literatura y ubicar en nuestra
realidad, la investigaciébn a nivel molecular.

La parte experimental estuvo enfocada a la busqueda de las
mutaciones més frecuentes en el gen BRCAI.. El primer paso
consistié en la obtencién del DNA a partir de muestras de sangre y
tejido. Esto permitid integrar un banco de DNA. Posteriormente,
mediante la PCR, se amplificaron los exones 2,11 y 20 del gen
BRCA1. Los productos amplificados se sometieron al analisis de
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heterodiplex para la identificacién de bandas variantes que pudieran
corresponder a mutaciones. Las muestras con bandas variantes se
analizaron por secuenciacion en la regién afectada. Posteriormente,
se conjuntaron los datos epidemiolégicos y moleculares para obtener

las conclusiones finales del estudio.

2.2.2. Investigacion epidemiolégica

2.2.2.1. Caracteristicas de la muestra.

Se defini6 en base al nimero de casos esperados de acuerdo a
la estadistica hospitalaria de los 3 afios previos en el principal
Hospital sede HE CMNE (220 casos nuevos anuales) y en relacién a la
estimacién de las frecuencias de genes autosdmicos, cuando el
heterocigoto no es reconocible. Como se mencion6 anteriormente, se
calcula que la presencia de mutaciones en el gen BRCA1 es
responsable de 2 a 3 de cada 100 casos de carcinoma mamario, pero
en las pacientes de familias de alto riesgo esta cifra se eleva hasta
un 26% con 3 individuos afectados, un 60% con 4 6 mas y un 87% si
ademés existe al menos, un caso de carcinoma de ovario (6, 10). Asi,
en una muestra de 150 pacientes existe la probabilidad de
encontrar mutaciones en el gen BRCA1 en al menos 5 pacientes.
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Las pacientes participantes aculdieron a la consulta de
oncologia de los siguientes hospitales: tlospital de Especialidades
(HE CMN) No. 25 del IMSS, Hospital de Gilneco-Obstetricia No. 23 del
IMSS y Hospital Universitario de la U.A.N.L., entre los meses de
Enero a Marzo de 1997. El criterio de séleccibn fué que tuvieran un
diagndstico confirmado de carcinoma mamario y que aceptaran
participar en el estudio, contestando el éuestionario y aportando el

material biol6gico referido.

2.2.2.2. Cuestionario.

Se disend un cuestionario (anexo 1)‘que ademas de la historia
clinica recabd informacién especifica sobre edad de menarquia y de
la menopausia, asi como sobre el tiempc; de exposicion a estrégenos,
historia de autoexamen mamario, tiem’po de dilacién en acudir al
médico, historia neoplasica detallada ‘y factores de riesgo para
cancer mamario. El antecedente de autoexamen mamario se considerd
regular si la paciente lo realizaba intencionadamente, al menos 1
vez cada 3 meses. La informacion recab:ada permitié responder a los
interrogantes sobre historia familiar y familias de riesgo alto. Los
pacientes se clasificaron en dos grupos: con y sin antecedentes
familiares de cancer mamario. Dentro de las pacientes con
antecedentes familares se distinguieron 2 subgrupos: i) pacientes
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de riesgo alto (con dos 6 mas familiares de primer grado afectadas
con carcinoma mamario 6 un familiar de primer grado y uno 0 mas
familiares de segundo ¢ tercer grado afectados sobre una misma
linea de herencia, con 6 sin bilateralidad y aparicion temprana del
carcinoma) y, ii) Pacientes de riesgo; moderado (con uno & mas
familiares afectados de segundo & tercer grado sobre una misma

linea de herencia).

2.2.2.3 Tratamiento estadistico.

Se utiliz6 estadistica descriptiva para determinar rangos,
promedios y porcentajes en las edades de presentacién de la
menarquia, menopausia y en el tiembo de exposicion a estrébgenos.
Estos datos fueron comparados mediante Ia prueba de chi cuadrada y
de diferencia de medias (la significancia estadistica se fij6 en una
p <de 0.005) (26), con los obtenidos’ del grupo control. Se utilizaron
ademés, raz6bn de momios para detectar riesgo en el diagnéstico
temprano de cdncer mamario, de acuerdo a antecedentes familiares
neoplasicos. La distribucién binor’nial se utilizd6 para calcular la
probabilidad de encontrar la frecuencia esperada de mutaciones
segln poblacién sajona y la observada en las pacientes estudiadas.
Para estas dos pruebas se corrigi6é la significancia seglin el namero

de comparaciones.
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2.2.3 Método de anailisis molecular para deteccién de

mutaciones

2.2.3.1 Diagrama de flujo.

La ejecucion de la parte experimental requirib de seguir nueve

secuencias de procedimientos (tabla I).

Tabla |
Diagrama de flujo para la bisqueda de mutaciones en las

muestras.

PASO Tiempo

horas: minutos
a. Extraccién de DNA por la técnica de TSNT 1:00
b. PCR: amplificacién de exones 2, 11 (Ay B) y 20 3:00
c. Gel de agarosa al 2% para verificar la PCR 1:00
d. Desnaturalizacién de los productos de PCR 0:10
e. Incubacién a 370C 2:00
f. Preparacién y montaje del gel 0:40
g. Electroforesis en gel MDE a 129C (250 V) 12:00
h. Tinciébn con plata 1:10

i. Secado del gel (opcional) 2:00
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2.2.3.2 Aislamiento de DNA de Sangre Periférica y/o
Biopsias del Tejido de los Pacientes: Conformacién del
Banco de DNAs.

2.2.3.2.1 Aislamiento y purificacién del DNA de sangre.

De la muestra obtenida de 5 ml de sangre venosa, se separd el
suero, mismo que se congel6é a -200C para realizar protocolos de
investigaciéon futuros. Del paquete celular se obtuvo el DNA por la
técnica de TSNT (27), que se describe a continuacion.

Se colocaron 5 ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA,
enun tubo de propilenode 50 ml. Se centrifugé a 2000 rpm para
separar el paquete celular. El plasma se recuperé con pipeta, y se
almacenaron 2 ml en un tubo eppendorf; éste se congel6 a -100 C
para su posible utilizaciébn posterior.

Se anadieron al paquete celular, 2 ml de buffer de lisis TSNT
(2% tritdbn 100X, 1% SDS, 100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM
EDTA disédico) y se agité manualmente, hasta que la solucién sin
grumos, presentd un color rojo brillante.

Se agregaron 5 mi de fenol saturado. Se agité por 5-10 seg en
el vortex, hasta que se obtuvo un color chocolate, uniforme.

Se afiadié 1 ml de Sevag (48 partes de cloroformo y 2 partes de
alcohol isoamilico). Se agité por 3 min en el vortex, hasta lograr una

homogenizacién completa.
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Se afadieron 2 ml de TE 1X, pH 8. Se mezclé manualmente.

Se centrifugd durante 20 rr;in a 10,000 rpm.

Se transfiri6 la fase :acuosal a un tubo de propileno de 15 mi.

Se precipitd el DNA cébn 2 volimenes de etanol al 100%. Se
mezclé con delicadeza, por inversién, hasta observar la precipitacion
del DNA en forma de una hebra bilanca.

Se transfirid la hebra de DNA mediante aspiracion con
micropipetay puntilla de 1 r’nl, a un tubo eppendorf de 2 ml. Se
centrifugo a 14,000 rpm, por 10 min, en una microcentrifuga
eppendorf modelo 5402. !

Se decantd 6 se aspir6 el sobrenadante, con cuidado y se
deseché.

Se afadi6é al tubo con la pastilla, 1 ml de etanol al 70% y se
mezclé. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 min, y se decantd.

Se dejé sacar la pastilla'durante 30 min a 1t h, con el tubo
abierto, en una campana Lab;:onco, en el radio de accion de un
mechero Bunsen encendido a fuego medio.

Se resuspendié en amortiguador TE 1X, pH 8, en un volumen
necesario para resuspender Ia’ pastilla (250 ul-1 ml). Se almacené,

debidamente identificado, a 4 OC.

2.2.3.2.2 Aislamiento del DNA de tejido neoplasico.

Cuando fue posible, se extrajo también DNA de una muestra de
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tejido neoplasico. Para ello, el tejido se congeld en nitrégeno
liquido y un fragmento fresco de 25-35 mg se pulveriz6 en mortero
estéril y frio. La muestra pulverizada se resuspendidé en 1.2 ml de
buffer de digestién (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, 25 mM EDTA
pH8, 0.5% dodecil sulfato de sodio, 0.1 mg/ml de proteinasa K), a lo
que siguid una extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y
finalmente precipitaciéon con etanol (ver técnica de TSNT) (28).

2.2.3.2.3 Verificacibn de la calidad y concentracién dei
DNA.

La calidad del DNA se valord por electroforesis en gel de
agarosa al 1% y la concentracion y pureza se midieron en un
espectrofotémetro a 260/280 nm y/6 por la comparacibn con
estandares de DNA de concentracion conocida.

2.2.3.2.3.1 Anidlisis espectrofotométrico.

En el analisis espectrofotométrico se midi6 la cantidad de
radiacién UV absorbida por las bases a 260 nm. Para ello, se coloc6 1
mi de TE en una celda de cuarzo para UV; se calibré el
espectrofotdmetro a cero de absorbancia y se afadié 1 ul de la

muestra, se mezclé bien por inversion y se tomaron lecturas a 260 y
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280 nm. La concentracibn de DNA se determiné utilizando I[a
siguiente férmula:
[ DNA ng/pul} = (50) (factor de dilucién) (lectura a 260 nm)
en donde el factor de dilucibn se obtuvo de la divisibn del volimen
total después de la diluciébn, entre el volimen tomado de la muestra.
Una unidad de densidad optica corresponde aproximadamente a
50 ug/ml de DNA de doble cadena. La calidad del DNA se obtuvo
mediante la relacion entre las lecturas a 260 y 280 nm, la cual nos
da una estimacion de la pureza del acido nucleico. Una preparacién de

alta pureza de DNA tiene una relacion DO,50/D02g0 entre 1.8 y 2.

2.2.3.2.3.2. Electroforesis en gel de agarosa.

La estimacién de la cantidad de DNA en la muestra de interés,
se efectu6 al someter la misma, a un campo electroforético, en un
gel de agarosa. Al concluir el corrimiento, la muestra se tifié con
bromuro de etidio. Esta substancia, que se intercala entre las bases
del DNA, permitié visualizar el DNA, al emitir fluorescencia inducida
por luz UV, y de esta manera, fué posible compararla con la
fluorescencia de una serie de estandares. También se evalud la
integridad del DNA en base a su perfil electroforético; la
degradacion del DNA se evidencié por la presencia de un barrido

hacia abajo del gel, y con inicio en la porcién inferior de la banda de
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DNA. Se efectud el procedimiento siguiente.

Se prepar6 un gel de agarosa al 1% en buffer TBE (TFris-borato
al 0.089 M, 4cido borico al 0.089 M), el cual una vez polimerizado, se
deposit® en una camara horizontal de electroforesis y se cubrié con
buffer. Se mezcl6 1yl de la muestra a cuantificar, con 1 1 de jugo
azul 6X (azul de bromofenol al 0.259%, xilencianol al 0.25% 'y glicerol
al 30%). De la misma manera, se preparé una serie de estandares con
diferentes concentraciones. Las muestras y los estandares se
colocaron en los carriles del gel y se realiz6 electroforesis, en un
inicio, a 60 V, mientras se intern6 el colorante en &! gel, y
posteriormente, a 100 V por 1 h. Concluida la electroforesis, el gel
se colocé en una solucién de bromuro de etidio a 2ug/ml pér 5 6 10
min, y luego se lavd varias veces para quitar el exceso de bromuro.
Se procedié a su observacion en un transiluminador de luz UV. Con
las diferentes muestras de DNA purificado y cuantificado se integré
el banco de DNA.

2.2.3.3 Implementacién de un Método Riapido de
Rastreo de las Mutaciones mas Frecuentes del gen BRCA1
Basado en el Anilisis de Heteroduplex.

Fue necesario amplificar aquellas regiones que con los: datos

actuales, se sabe, concentran el mayor nimero de mutaciones. Nos



enfocamos béasicamente a los exones 2,11A,11B y 20 (25). Como ya
mencionamos, existen varias estrategias para buasqueda de
mutaciones especificas, como la secuenciacion, el anélisis de
hibridacibn con sondas alelo-especificas, el anélisis de
polimorfismo conformacional de c¢adena sencilla, prueba de proteina
truncada y andlisis de heteroduplex.

Por la sencillez y grado de sensibilidad de un 80% de la
altima técnica decidimos implementaria para el anélisis rapido de

mutaciones.

2.2.3.3.1 Descripcibn general.

A partir del DNA obtenido de sangre y/6 tejido, se realiz6 una
reaccion en cadena  de la polimerasa (conocida como PCR por sus
siglas en inglés), en la cual se amplificaron los exones 2,11 y 20 del
gen BRCA1 (multiplex).

Gayther y cols. describieron un método de rastreo por anéalisis
de heterodiplex, de mutaciones en los exones 2, 11 (dividido en las
dos regiones) y 20 del gen BRCA1 en el cualinos basamos (25).

Posterior a la amplificaciébn, se desnaturalizaron los
productos de PCR con el fin de separar las dos cadenas de DNA de
cada alelo,

Las muestras desnaturalizadas se dejaron enfriar lentamente
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para propiciar la formacion de los heteroduplex. Estos productos se
sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida de alta
resoluciéon (Mutation Detection Enhancement 6 MDE).

Finalmente, el gel se tind con una solucion de plata y mediante
la deteccion de bandas anormales (heteroduplex) se infiri6
la presencia de polimorfismos 6, 6de mutaciones. Las bandas

anormales se analizaron por secuenciacién.

2.2.3.3.2 Descripcibn por etapas.
2.2.3.3.2.1  PCR.

Se optimé la reaccion para las cuatro regiones de 3 exones de
dicho gen: exén 2, region A y region B del exon11 y finalmente el
exén 20.

Todas las muestras se  sometieron a amplificacién. Los
iniciadores utilizados ya habian sido reportados anteriormente en la
Literatura (29) y poseen las secuencias nucleotidicas indicadas en la
tabla |l
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Tabla I

Secuencia de los iniciadores usados para las PCRs

Exon Secuencié
5 S'- aaacctgccaaatcttcaaa-3'
5'- gtctttrcttccctagtatgt-3'
11A 5'- cttgtga}ttttctgagacgg%’
5'- gcctcat.gaggatcactgg-B'
11B 5'- aggggcgaagaaattagagtcﬁ'
5'- aagtttgaatccatgctttgctet-3'
20 5'- atatgaégtgtctgctccac-?

Aunque el protocolo utilizado se basé en lo publicado por
Gayther y colaboradores (25), se realizé6 una optimizacibn y mejora
de la PCR. Esto incluy6 la amplrificacién de las 4 regiones génicas
de interés en un mismo paso, con sus respectivos juegos de
iniciadores (cuadriplex). Las condiciones de amplificacién se

muestran en la tabla lil.
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Tabla I
Mezcla de reacciébn para la amplificacibn simultanea de

cuatro regiones del gen BRCAI.

Reactivo cantidad (m!) [ final]

Buffer 10X 5.0 X
MgCl2 25mM | 4.0 2.0 mM
dNTPs 10 mM 1.0 0.2mM
Iniciadores 5' a SuM* 4.0 0.1 uM
Iniciadores 3' a SuM* 4.0 0.1uM
DNA pol Taga S U/ ul 0.5 2.5/50 ul
Agua ultrapura 26.5

Vol. total de la mezcla 45.0

Templado, 100- 200 ng de DNA 5.0

Vol. final LINERAL L DR

* Se utilizaron 4 juegos de iniciadores: E2 5'y 3',E11a5'y 3, EV1bS'y 3'yE20 S' y

3" (Biosynthesis).

Para lograr la optimizacidn se utilizd la estrategia de un
factor a la vez, y se procedi6 a realizar una titulacién de la
concentracién de magnesio de los 4 diferentes juegos de
iniciadores, primero por separado y posteriormente en conjunto.

Las concentraciones de magnesio que se emplearon fueron de
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1, 1.5 y 2 mM. La concentracion 6ptima final de magnesio para el
ensayo multiplex fue de 2 mM. Para los iniciadores se probaron
concentraciones finales de 0.1 y 0.2 uM. Se obtuvieron resultados
adecuados con una concentracién de DNA de entre 100- 200 ng por
reaccién de 50 ul.

Las muestras se procesaron en series de 20, para o cual se
preparé un céctel con todos los ingredientes (en cantidad suficiente
para ese nimero), excepto la enzima, que se agreg6 al final.

Los reactivos empleados se mantuvieron en un depdsito con
hielo. Para descongelar los reactivos se froté el tubo con las manos.

La enzima, dado que no estaba descongelada, permanecia todo
el tiempo en hielo. Los reactivos se centrifugaron antes de usarse.

Una vez preparada la mezcla de reaccion, se centrifugd y se
agreg6 al templado; se realiz6 una Ultima centrifugaciéon (un pulso).

Se colocé una gota de aceite mineral a cada tubo, se cerr6 y se
deposité en el pozo correspondientes del termociclador (PT- 150, MJ
Research).

El programa de PCR empleado fué descrito en la tabla IV.
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Tabla IV
Temperaturas y tiempos de los pasos de la 'PCR.

Pasos Temperatura 0C Tiempo
Etapa Inicial 94 1 min
Desnaturalizacion* 94 1 min
Apareamiento* 55 45 seg
Extension 72 1 min

* 30 ciclos
Se utilizé6 un termociclador automatizado modelo PT- 150.

2.2.3.3.2.2. Verificacion de la amplificacion :
Se efectud con el siguiente procedimiento: :

Se preparé un minigel de agarosa al 1.5% en TBE X

Se tomaron 5 ul de la reaccién (evitando el aceite"mineral). Se
mezclaron con 1 ul de jugo azul 6 X.

Se colocaron las muestras en el minigel de agarosa y se realizé
la electroforesis; primero por un min a 60 V para Efacilitar la
penetracién de las muestras en el gel y después a 100 V durante 45-
50 min. Se incluyé también en un carril, un marcador de peso
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molecular adecuado que sirvid como patrbn de comparacién de

concentracion. ,
El minigel se tifi6 en una solucién de bromuro de etidio (2 pg/

ml) durante 5 min. Se enjuag6 brevemente con agua corriente.
Se observaron las bandas amplificadas en un transiluminador
H
de luz ultravioleta. Se tomé una fotografia para su registro y

analisis posterior,

2.2.3.3.2.3 Desnaturalizacion de los productos de
amplificacién.

Se desnaturalizaron 150- 250 ng de DNA 3 950C p'or 10 min en
el termociclador. Una alternativa que ocasionalmente se utilizé6 fue
introducir el tubo eppendorf con el producto ampliﬁcado,‘ en agua en
ebullicién por 5 min.

2.2.3.3.2.4 Incubaciébn para favorecer la formacién de
heterodiaplex.
i
inmediatamente después de la desnaturalizacién, se incubd el
producto de PCR a 370 C por 2 h como minimo. Otra opcién fue

dejarlos a temperatura ambiente, 6 a 370C toda la noche.



37

2.2.3.3.2.5 Preparacién del gel de poliacrilamida de
alta resolucién (MDE).

Para esta  técnica se utilizb una cémara de electroforesis
vertical Protean I, vidrios de 20 x 20 cm y una fuente de poder BRL
modelo 250. Se realiz6 el siguiente procedimiento:

Los vidrios se lavaron perfectamente con agua y jab6n. Se
quit6 el exceso de agua con toallitas absorbentes. Se limpiaron las
superficies en contacto con el gel con alcohol etilico al 70 9%.

Se ensamblaron los vidrios con los separadores, ayudéndose
con pinzas. Se sellaron los bordes laterales e inferior con cinta
adhesiva. Este ditimo lado se sell6 al final, pues se retiré al iniciar
la electroforesis. Con el molde listo se procedi6 a preparar la
mezcla para el gel.

La mezcla de acrilamida se prepard con 15 ml de solucibn MDE
2X, 15 ml de TBE 10X y 600 ul de persulfato de amonio al 10 %. Estos
reactivos se mezclaron manualmente y por Gltimo se agregd el
TEMED (60 pl) y se mezclé répidamente.

Inmediatamente se vacié la solucibn manteniendo los vidrios
con una inclinacién de unos 200, Se evité la formacién de burbujas;
cuando sucedi6, se colocéd el molde en posicibn vertical y se'
golpearon los vidrios ligeramente, hasta eliminarlas. Una vez hecho
esto, el molde se regresé a la posicién inicial.
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En seguida se introdujo en la superficie de la solucién, un
peine de 20 carriles, hasta su contacto con el vidrio. Se dej6
polimerizar el gel por 30 min.

Posteriormente se retir6 el peine, se quitd el exceso de
poliacrilamida y se lavaron los pozos con agua.

Se retiré la cinta de la parte inferior.

Se mont6 el gel en la camara de electroforesis y se agregd
amortiguador TBE 1 X, primero a la camara superior. Se revisé que no
hubiera fugas durante 10 min. Entonces se coloc6é el buffer en la

camara inferior.

2.2.3.3.2.6, Electroforesis.

En cada carril se coloc6 para su corrimiento, un minimo de 150
y un maximo de 250 ng de cada producto amplificado por exén, y se
traté de no exceder un volumen méaximo de 20 ul por pozo. El
producto a analizar se mezcld con 2 pl de jugo azul 6X.

La electroforesis se corri6 a 250 V, durante 12 h a una
temperatura de 120C. Para lograr esta temperatura, se acondiciond
el cuarto frio a dicha temperatura; se ajustd el termostato con una

variacién maxima de un grado.
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2.2.3.3.2.7. Tincién con plata.

Después de correr la electroforesis, se apag6 la fuente de
poder, se desconectaron los cables y se retird de la camara, el molde
con el gel. Se quitaron las cintas y los separadores del gel.

Se despegb suavemente el vidrio méas largo, haciendo palanca
con una espatula entre los vidrios. El vidrio en el que quedé adherido
el gel, se lievd a la charola de -tincién. Para la deteccibn de DNA se
utilizé la siguiente técnica recomendada por Gayther (25):

Se fij6 el gel, con incubacién durante 10 min con mezclado
suave, en 250 ml de una solucién de etanol al 10% y acido acético al
0.5 %. Se depositd un poco de! liquido de fijacibn en el fondo del
depbsito. Se vertié el resto sobre el gel y en la parte superior del
mismo para despegarlo. Una vez listo, se tomé con cuidado de los
extremos superiores y se depositd extendido en la charola. Al
finalizar el proceso se decantd con cuidado el liquido de fijacién.
Este se pudo reutilizar, una vez maés.

Se tifi6 el gel, con incubaciébn durante 30 min en 250 ml de una
solucién al 0.1% de nitrato de plata, seguida de decantacién.

Se retir6 el exceso de nitrato de plata, mediante dos lavados
rapidos con agua destilada.
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Se reveld, con incubacién durante 30 min en 250 m! de una
solucion de hidroxido de sodio al 1.5%, borohidruro de sodio al
0.004% y formaldehido al 0.045%. Se verti6 esta solucién y se agité
manualmente durante unos seg hasta que el color se distribuyé en
forma homogénea. Posteriormente se incub6 con mezclado suave, en
un mezclador reciproco Lab-Line. Se revisé el proceso y se evalub la
aparicién de las bandas. De ser necesario, se prolongd la exposicion
por otros 30 min hasta detectar la presencia de todas ellas. Al
alcanzar este objetivo, se decantd la solucion.

Se fij6 la tincidbn con incubacién durante 10 min con una
solucidn de carbonato de sodio al 0.75 %, seguida de decantacién.

Se lubricé el gel con una incubacién por 10 min en una selucién
de glicerol al 10 %.

Se mont6 el gel, y se colocd con cuidado entre dos acetatos.

Se secb) el gel al vacio, durante 2 h, a 800C,

2.2.3.3.2.8 Interpretacion del patrén de bandas.

Se anafizaron las diferentes muestras y el patrén de bandas
presentadas. En las muestras con bandas variantes (heteroduplex)
se repitid todo e! procedimiento y el producto de PCR se corrib
paralelamente con otras muestras.
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Si el patrobn de bandas se reproducia, se realizaba secuenciacién del
ex6bn que presentd el heterodiplex.

2.2.3.3.2.9 Comparaciéon de los resultados obtenidos en el
anilisis de heterodGplex utilizando tinciébn con plata y

marcaje radioactivo.

El andlisis de heterodlGplex se repiti6 en 80 muestras
analizadas previamente con tincién de plata, utilizando marcaje
radiactivo por la incorporacién de desoxirribonucleétido radiactivo
(32P -a-dCTP) en el producto de amplificacién.

A la reaccién descrita de amplificacion (2.2.3.3.2.1) se
afiadieron 0.0625 ul de radionucleétido a cada reaccién de 50 pul. Se
preparé un céctel de reactivos para cada serie de 20 muestras; en el
mismo se incluyeron todos los reactivos, excepto la enzima,
que se afiadi6 al final después del radionucleétido.

El gel se prepar6 de la manera previamente referida pero
utilizando el molde y vidrios de secuenciacibn con separadores de 1
mm (BRL). La electroforesis se realizb a 1700 volts, a 4 0C durante
6 h. El gel colocado sobre papel filtro, se secd al vacio durante una h
a 800C,
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El gel seco se coloc6é en un chasis metéilico, con una pelicula
Kodak, y se expuso durante la noche a 4 0 C. La pelicula se revel6 en
un revelador automatico Kodak. Se analizaron los patrones de bandas.

2.2.3.4. Secuenciacibn.
2.2.3.4.1. Preparacion de la muestra.

Se realizé amplificacibn del ex6n que presentdé una banda
variante. Como control de secuenciaciébn se incluyé un paciente sin
banda variante en el mismo exén que el problema.

Los productos amplificados del problema y del control se
sometieron a electroforesis a 100 V en un gel de agarosa de bajo
punto de fusién al 1.5 %.

La banda de interés se cortd con un bisturi estéril y se pesé en
una balanza de precisién.

El DNA se extrajo y purific6 con el estuche de extraccién
QIAEX Il (Quiagen). Se siguieron las instrucciones del fabricante: se
ahadieron 3 volimenes del buffer QX1 a cada volimen del gel, y se
mezclaron suavemente. Se resuspendié el QIAEX Il con agitacién en
el vortex por 30 seg. Se ailadieron 10 ul de QIAEX Il y se incubd a 500

C durante 10 min, con mezclado suave cada 2 min para mantener el
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QIAEX I| en suspensibn. Se centrifugd la mezcla por 30 seg y se
removi6 el sobrenadante con una pipeta. Se lavb la pastilla con 500
ul del buffer QX1 para remover la agarosa residual. Se favd la
pastilla dos veces con 500 ul del buffer PE para remover las sales
residuales. Se seco la pastilla durante 1 min al vacio utilizando una
maquina Speed Vac. La pastilla se resuspendié en 20 ul de agua y se
incub6 durante S min a temperatura ambiente. Se centrifugé durante
30 seg y el sobrenadante que contenia el DNA purificado se recuperé
con la ayuda de la pipeta.

2.2.3.4.2 Reaccibn de secuenciacion.

El DNA purificado del control y del problema se sometieron a
secuenciacion automaética, utilizando el mismo juego de iniciadores
empleado para la PCR (25).

Los productos de PCR se secuenciaron bidireccionalmente con
el estuche se secuenciacidn ciclica Taq DyeDeoxy Terminators ® de
Applied Biosystems, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las muestras se analizaron con un secuenciador fluorescente modelo
373A de Applied Biosystems.
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2.2.3.5 Prueba de proteina truncada.

Debido a la importancia del rastreo de mutaciones en los genes
supresores de tumores BRCA1 y BRCAZ2, y a que en un futuro préximo
se tiene contemplado el anilisis de este GItimo gen en las pacientes
incluidas en este estudio, se decidié6 implementar otra técnica de
detecciéon de mutaciones, que pudiera ser utilizada paralelamente a
la técnica de heteroduplex, para aumentar Jla detecciébn de
mutaciones en ambos genes.

En este piloto se analizaron 25 pacientes, con el primer juego
de primers para el exén 11 del gen BRCA2. Los pacientes fueron
escogidos al azar.

Los iniciadores utilizados por nosotros para la reaccién de PCR
habian sido descritos previamente en la Literatura (40). Se utiliz6
el estuche TNT®Coupled Reticulocyte Lysate Systems de Promega.

La reaccién de PCR se realiz6 en un volumen final de 25 gl,
conteniendo 2.5 ul de buffer 10X; 0.6 ul de iniciador 5' a S5 mM; 0.6
ul de iniciador 3' a 5 mM; 1.5 ul de MgCl; a 25 mM; 0.2 pl de dNTPs a
25 mM; 0.25 pl de Taq Pol. a S U/ml; 14.35 ul de agua ultrapuray 5
ul de templado de DNA genémico 100 ng/ul.

El programa de PCR incluyé una etapa inicial a 940C durante 5
min, 40 ciclos con pasos de desnaturalizacion a 949 C durante un
min, apareamiento a 550 C un min. y extension a 720 C por tres min.
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Finalmente, se incluy6 una etapa final de extension a 720 C durante
5 min. El resultado de la amplificacion se verific6 por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5 % que se tifié con bromuro de etidio.

Posteriormente se realizd la transcripcién y traduccién de los
productos de amplificacién en el sistema de lisado de reticulocitos
TnT® con metionina-35S en un volumen final de 10.75 ul: 0.5 ul de
Buffer TnT®, 0.25 wl de TnT RNA polimerasa, 0.25 ul de la mezcla de
aa sin metionina TmM, 1 pl de metionina 35S (1,000 Ci/mmol) a
10mCi/ml, 0.25 ul de inhibidor RNasin® Ribonucleasa a 40 U/ul, 2.25
ul de templado de producto de PCR 50 ng/ul.

Una vez hecha esta mezcla, se afladi6 el lisado de reticulocitos
(6.25 pl), mezclando suavemente. Inmediatamente se incubé a 300 C
por 2 h.

Después de la incubacién, se tomaron 5 ul y se aftadieron a 20
ul de buffer TnT ® en un tubo de propileno. El tubo se cerré y se
calenté en agua hirviendo durante 2 min para desnaturalizar las
proteinas.

Una vez completa la desnaturalizacién proteica, se tomaron S
u! para depositarlos en un gel de poliacrilamida-SDS al 12% (39).

La electroforesis se efectudé en un sistema de minigel
(MiniProtean Il, de la compafiia Bio-Rad) a 15mA para el gel
concentrador y a 30mA para el separador.

Las muestras se corrieron paralelamente con un marcador de
peso molecular (estandares para SDS-PAGE de la compafiia Bio-Rad).
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La electroforesis se suspendi6 inmediatamente después de |a
salida del azul de bromofenol. El gel se sec6 al vacio a 800C durante
1h.

Posteriormente se expuso durante la noche a temperatura

ambiente. La placa de rayos X se revelé en forma automatizada y se
analiz6 el patrén de bandas.
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3. RESULTADOS.

3.1 Informacién Clinico-Epidemiolégica

Se estudiaron 152 pacientes, 151 de las cuales fueron mujeres.
El rango de edad de las pacientes fue de 24 a 85 afios.

Para determinar si la muestra era representativa del resto de
la poblacién atendida en los hospitales participantes (universo)
durante el mismo lapso, se compararon en ambas la distribucién de
edades al momento del diagnéstico, la distribucidbn por sexo y el
tamafo y tipo histoldgico de los carcinomas.

La muestra resulté semejante al universo en su distribucion de
edades (prueba de X2), distribucién por sexo y tamafio y tipo de
tumores.

Los datos de distribucién por edades se muestra en la tabla V.
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Tabla V

Distribucibn por edades en la muestra

Rango Muestra Universo
(afios) Nomero ( % ) %
20-29 10 ( 6.6) 4.4
30-39 30 (19.8) 20.2
40-49 33 (21.8) 29.8
50-59 55 (36.0) 30.7
60-69 14 ( 9.2) 9.6

Prueba de Chi 2 = 4.6, con 5 grados de libertad. La p no fue significativa (> 0.05 ).

El 16.4% (#= 25) de los pacientes tuvieron 35 afios 6 menos al
momento del diagnéstico, por lo que se les consideraron como
pacientes con inicio temprano de cancer mamario.

Los pacientes provenian de clases socioecondémicas media y
baja. El 70% (#= 106) de los pacientes report6 una escolaridad
méaxima de primaria.

Todos los pacientes participantes fueron residentes del
noreste de México; la distribucién de procedencia fué como sigue: 84
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(55.3%) del 4rea metropolitana de Monterrey, 21 (13.8%) del resto de
estado de Nuevo Lebtn y 47 (30.9%) de estados aleda como Coahuila,
Tamaulipas, Zacatecas y San Luis Potosi. Tres cuartas partes de
todos los pacientes eran derechohabientes del IMSS.

La tabla VI muestra la caracterizacion de las pacientes en
relacion a los factores de riesgo no genéticos, para cancer mamario.

Para determinar el tiempo de exposicibn a estrégenos
endégenos, las pacientes se agruparon segin si el diagnbstico se
realizd antes 6 después de la menopausia; asi, en las primeras, el
célculo se realizé substrayendo la menarquia a la edad al diagnéstico
y en las Gltimas a la edad de la menopausia. En el caso de las
controles postmenopausicas, el procedimiento fué similar que en las
pacientes; para aquellas mujeres premenopéusicas el célculo se hizo
substrayendo la edad de la menarquia de la edad a ia entrevista. Al
grupo con ciclos menstruales pertenecieron 54 pacientes de las
cuales 20 (37%) dejaron de menstruar en el primer aflo de
quimioterapia. No se observdé diferencia con los controles
correspondientes.

Se detectd que el nimero de mujeres que presentd algun
aborto en su vida fué mayor en las pacientes (p<0.05), aunque ésto no
se reflej6 en alguna diferencia en el nimero de abortos por mujer, ni
en el nimero de embarazos. En el mismo sentido, el porcentaje de
mujeres con hijos y el nimero de hijos fué semejante en ambos

grupos. En forma mas especifica, el porcentaje de mujeres con el
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primer hijo antes de los 25 afios de edad tendié a ser més grande en
el grupo control; cuando adem4s se incluyé que se hubiera lactado a
ese primer hijo, se not6 un mayor porcentaje entre los controles
(p<0.002). Alrededor del 60% de las mujeres en el grupo de pacientes

y en el control tuvieron sobrepeso, no habiendo diferencia

significativa entre ambos.
Tabla VI

Factores no genéticos predisponentes a cancer mamario

Factores Pacientes Controles RM P

n 151 235 - -

Menarquia (afios) 129+ 14 127214 -- ns.

Estrtgenos endogenos (afos) |

Menstruaba al Dx. de CA 24.7+7 245t 6 - = RS

Menopausia antes del Dx 3361 5 3291 4 -- n.s.

Antecedente de Aborto 59 (39%) 68 (29%) 1.7 p<0.05

Promedio de Abortos 1.9 1.7 -=- ns

Tiene hijos 128 (84.8%) 206(87.3%) -- ns.
Promedio de hijos 4% 2 4+2 -- ns

Edad < 25 aifos al 1 ¢" hijo 96 (63%) 171(72%) 1.5 p=0.054
<25 afios a la 1¢ lactancia 79 (52%) 161(69%) 1.9 p<0.002

la prueba de t- student y de proporciones por X2. El IMC (indice de masa corporal) se
obtuvo con la formula Kg/talla (m2).
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En forma mas desglosada, se encontrd una historia de lactaciéon
en el 73% de las pacientes de la muestra. De estas 110 pacientes, 79
(72%) aliment6 a su primer hijo antes de los 25 afos de edad, con un
promedio de duracién de la lactancia de 10.25 £ 9.3 y un rango de 1-
48 meses. De las 41 mujeres que no lactaron, 23 fueron nuliparas
(15.2% del total).

Las pacientes tuvieron un promedio de 4.17 hijos £+ 2.38 y un
rango de 1-12. El 63% tuvo a su primer hijo antes de los 25 aftos.

Hubo una historia de abortos en el 39% de las pacientes, con
una media de 1.9 £ 1.1 y rango de 1-6; solo dos de estas pacientes
fueron nuliparas.

Aunque no relacionado directamente con el enfoque molecular
de este trabajo, pero si muy importante para efectos de deteccitn
temprana y por tanto de abatimiento de la morbi-mortalidad
asociada a cancer mamario, se investigé el héabito del autoexamen
mamario en las pacientes. Los resuitados se muestran en la tabla
VII.
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Tabla VIi
Forma de deteccibn y tamafio del tumor

Detect6 por n( %) *Atendib < 1 sem  ** Tumor {(cm)
Autoexamen 50 (32.9) 66% 3523
Dolor 19 (12.5) 90% 6.3 3

Casual

* X2 = 8.6; grados de libertad =2; p< 0.05. **ANOVA en un solo sentido, no significativo.

Alrededor de un tercio de las pacientes reportd
autoexaminarse y dos terceras partes de éstas buscaron atencién en
la misma semana, proporcién que fue significativamente mayor que
en las que no segulan esta conducta. Lamentablemente 17 pacientes
(11.3%) tardaron mas de un afo en acudir a consulta. El dolor fué el
factor mas efectivo para que las pacientes se movilizaran para
buscar ayuda.

Desafortunadamente, la ventaja relativa de las pacientes que
se autoexaminaron no se reflej6b en una deteccién de tumores mas
pequefios, lo que se como se evidencié en la similitud de las medias
de éstos, en los tres grupos de la tabla Vii.

También fué importante determinar el tipo histolégico de
carcinoma que presentaron las pacientes (tabla ViIii).
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Tabla VIl
Diagnéstico histopatolégico del cancer de mama

Tipo n( %)
Lobulillar 11 ( 7.2)
Ductal coloide 2 ( 1.3)
Ductal Medular 5( 3.3)
Ductal sin patrén especifico 134( 88.2)

El antecedente de cancer en familiares de primer grado fué
investigado tanto en pacientes como en controles y se describe enla
tabla IX.

Tabla IX

Antecedentes familiares neoplésicos

Familiares 1€f grado Pacientes Controles RM p
Con cancer de mama 13(8.61%) 2(0.85%) 11 p<0.001
Concéncer gasticodpancredtico  12(7.94%) 1(0.42%) 20  p<0.001
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Er: la tabla IX se observa que los pacientes tuvieron
signiﬁcativamente mayor porcentaje de familiares de primer grado
con céncer de mama, que el grupo control. Interesantemente el
cércmoma gastrico y el pancreatico, considerados juntos, afectaron
mas familiares de primer grado de los pacientes, que de los
controlt_las. Por otro lado, el carcinoma cervicouterino, la neoplasia
maligna\ mas frecuente en la mujer mexicana, se presentd en igual
proporéién en ambos grupos.

P:ara profundizar en los antecedentes familiares se ‘
investigaron los antecedentes neoplasicos en los familiares de
segund9 grado de las pacientes. La proporcién encontrada fué de 10%
(n=15) para carcinoma de mama, de 4 % (n=6) para carcinoma de :
ovario y de 9.3% (n=14) para carcinoma géstrico 6 pancredtico.

E;n esta muestra, desde el punto de vista clinico, el 80% de los '
cénceres fueron esporadicos, es decir, que en 122 pacientes no se _
encontraron antecedentes familiares para esta neoplasia.

j
Por otro lado, el inicio temprano del carcinoma mamario (35

afios 6 :menos) se presentd en 25 mujeres (16.4%). Dado que el inicio | :

tempra‘no es uno de los rasgos asociados a mutaciones en el gen de '
predisgosicibn BRCA1, se analizaron con detalle los antecedentes1
familiar‘es de estas mujeres y se compararon con los de mujeres de ‘
edad superior a los 35 aflos. Este andlisis se efectué mediante Ia

razén de momios para determinar si en dos subgrupos {mayores vs



menores de 35 afios al ,momento del diagnéstico) el tener
antecedentes familiares de ‘rprimer grado de carcinoma mamario,
historia de carcinoma de ovario, antecedentes de segundo grado para
carcihoma mamario y por 0Oltimo de carcinoma gastrico y
pancreatico, se asociaban 2 una presentaciéon temprana del

carcinoma mamario en las pt_acientes. Los resultados se muestran en
la tabla X.

Tabla X
Distribucién de las pacientes segun edad al diagnéstico y
factores heredofamiliares . &

Condicién Edad alDx |Anédlis is

Antecedente familiar |.<35a > 35a |Total RM p
De cincer mamarioon 19 grade® 2 13 15 06 ns.
De carcinoma ovérico* 4 3 7 78 0.001
De céncer mamario en 299 grado 1 14 1S 03 ns
De carcinoma gastrico 0 pancre4tico 3 13 16 1.2 ns.
Sinantecedentes : 15 83 98 1 n.s.
.25 126 151

Paciuﬂueonhmllmdcaomhmdm Ri= razdén de momios. Significancle cotregida para cuatro
comparaciones p=0.0125.

En relacion a la tabla X, cabe aclarar que en el grupo de
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pacientes con familiares de primer grado con céncer mamario, se
incluyeron dos pacientes que tuvieron hijos con carcinoma mamario
y qﬁe no se contemplaron en la tabla IX, pues no se investigbd en los
con'troles dicho antecedente en hijos. También en relacién a )os
famuhares con carcinoma gastrico y pancreatico, se incluyeron en
esta tabla, aquellos de primero y segundo grado. En esa misma tablla,
se observé que el tener un familiar de primer y segundo  grado para
cancer mamario, o familiares con carcinoma gastrico 6 pancreéti;:o,
no se asocid con presentacién temprana del carcinoma; sin embargo,
el tener antecedente familiar de carcinoma ovérico confirié a las
pacientes una probabilidad ocho veces mayor de tener un cén?er
mamario de presentaciéon temprana. Como se mencion§, el tener
familiares con carcinoma gastrico 6 pancratico no fué diferente en
los dos grupos, sin embargo, cuando se consideraron 3 pacient'es
diagnosticadas entre los 36 y los 40 aflos de edad, en las cuales se
tomd en cuenta el tamailo de sus tumores (lo que incluso sugirié que
podian haberse iniciado antes de los 35S afos), la razén de momios
aument6 a 3.7 con una p < 0.05; este valor denot6 una tendencia a la
asociacién, ya que con la correcibn por nimero de comparacion:gs.
qued6 por arriba del punto de corte.

Vale la pena mencionar que el (nico paciente varén en nuestra
muestra refiri6 historia de carcinoma gastrico en su madre y abuela
materna y de tumor cerebral en un tio materno. Ademas, una pacnente

de 75 affos tuvo un hijo de 58 afios con cancer mamario y una hija
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(de 51 afios) y un hermano murieron por carcinoma gastrico.
3.2 Resultados de la basqueda de mutaciones
3.2.1. Integracién del banco de DNA genémico

A partir de 152 muestras de sangre y 13 muestras de tejido se
integré un banco de DNA genbémico, con una calidad referida por el
cociente de la absorbancia a 260 nm entre la de 280 nm, de entre 1.8
y 2. La concentracion de DNA en las muestras fue de alrededor de 100
ng/ul con vélumenes finales de entre 500 y 1000 ul ‘y buena

integridad del mismo.
3.2.2 PCR: su optimizacién

Se mejor6 el método de Gayther y cols. (25). Esto : incluyé la
amplificacién de las 4 regiones génicas de interés del gen BRCA1 en
un mismo paso y con sus respectivos juegos de iniciadores
(cuadriplex).

En la fig. 3, se muestra la amplificacién de los exones 2,11 y
20 del gen BRCA1, de tres pacientes diferentes ( carriles del 1-3).
Se depositaron 5 ul del producto amplificado en cada carril. Se
observaron bandas de 643 y 482 pb para las dos regiones el ex6n 11,
de 305 para el ex6n 2 y de 231 pb para el exén 20.
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La amplificaciébn de estas cuatro regiones se efectué en una sola
reaccion de PCR optimada en este trabajo, de acuerdo a lo referido
en metodologia (seccién 2.2.3.3.2.1). Se utiliz6 un gel de agarosa al

1.5% que se tif6, después de la electroforesis, con bromuro de etidio.
3.2.3 Busqueda de heteroduplex

Con el procedimiento descrito en el apartado %.2.3.3., se
visualiz6 en un gel de poliacrilamida de alta resolucién (MDE), cuatro
bandas diferentes correspondientes a los exones 11A (643 pb), 11B
(482 pb) , 2 (305 pb) y al 20 (231 pb).

En cada gel MDE se analizaron 20 muestras y se incluyeron en
paralelo, controles de mutaciones. Estos controles correspondieron a
pacientes previamente caracterizadas en Jos laboratorios de los Drs.
G. Saunders (MD Anderson Hospital, Houston, Texas) y L. Brody
(National Center for Human Genome Research, Bethesda,, Maryland),
como portadoras de las mutaciones 185 del AG (exdn 2), 1294 del 40
(ex6n 11 A), y 5382 insC (ex6n 20). En la fig. 4 se muestra un ensayo
para busqueda de heteroduplex en tres pacientes. De cada paciente se
analizaron productos amplificados obtenidos a partir de DNA de
sangre periférica (s) y de tejido neoplésico (t).

En todas estas muestras solo se observd una banda
(homoduplex) del tamafo esperado para el exén correspondiente, y
que coincidié con la del control negativo para mutacién (C). En
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cambio, en el carril del control positivo de mutacipnes (CM), se
observaron bandas variantes en los exénes 11A y 2. Estas bandas
correspondieron a las mutaciones 1294 del 40 (exén J1A) y 185 del
AG (ex6n 2). Como se comentd, para el anélisis de heterodiplex se
utilizaron geles de poliacrilamida de alta resolucién (MDE) que se
tifleron con plata.

De las 152 muestras analizadas se detect6 una paciente con
una banda anormal en el exén 20. En la fig. 5 se muestra el ensayo de
heterodiplex correspondiente a las pacientes 80-84. El contro!
negativo para mutacion y las muestras de las pacientes 80, 82, 83 y
84, no ostentaron bandas variantes. La paciente 81 presenté una
banda variante (heteroddplex) que se observé por ar'riba de la banda
del homoduplex. Se observé también la positividad para heterodaplex,
en el control con la mutacién 1294 del 40.

Se compard el resultado de los geles revélagios por la tincién
con plata, con la de aquellos en los que se utiliz aptoradiografia con
32p, Para el estudio se incluyé la muestra con banda anormal
detectada con tincién argéntica y 80 muestras de pacientes en las
que no se detectd heterodiplex con esa tinciébn. Con autorradiografia,
los casos que no mostraron heterodiplex con la .tincién de plata,
fueron también negativos para bandas variantes, La muestra con
heterodiplex mostré una intensidad de banda variante muy
semejante con ambas técnicas.
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En la fig. 6 se muestra un ensayo de autorradiogra?fia para el
ex6n 20 del gen BRCA1, en el que se incluyeron |a paciente'al y otras
9 pacientes. En todos los carriles se depositaron 2 pl ée producto
amplificado, excepto en el tercer carril de izquierda a de:fecha, en el

que la muestra 81 present6 una mayor intensidad debido a que ‘se

aplicaron 4 pl.

|
Como se puede observar, a igualdad de concentraciones de

producto amplificado, la banda de heterodiplex en la p’aciente fue
de intensidad débil, comparado con el homodﬁplexrde las otras
pacientes. Para que la banda se apreciara con nitidez, ;e aumenté la
concentracién y en este caso el volimen, de la muest‘ra depositada;
las otras muestras, incluida el control de mutacibn (CM), se
observaron sobre-expuestas.
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3.2.4. Secuenciacibn

La secuenciaciébn del producto amplificado del exén 20 en el
caso de la paciente 81, mostré una insercién de 12 pares de bases
en el introbn 20. Esta insercibn representa una duplicacién en tandem
de la secuencia 5' GTATTCCACTCC 3' que comienza a 48 pb més alla
de los limites 3’ del ex6n 20 (por ello queda dentro del intrén 20).

En la fig. 7, correspondiente al perfil de secuenciacién
fluorescente del intrbn 20 del gen BRCA1 de la paciente 81, se
observa un doble perfil de picos a partir del punto de insercién de los
12 pares de bases; también se observa la distorsién del perfil de
picos a partir de ese punto en el resto de la secuencia, lo que
dificulta la lectura automatizada de la misma, con la consiguiente
aparicion de Ns (cualquier base), como puede observarse en el lugar
correspondiente a la base 177, en la paciente 81.
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3.2.5. Perfil de la paciente con mutacibn.

La paciente es una mujer de 55 afios con un carcinoma ductal
de reciente aparicién.

Tuvo su menarquia a los 13 afios, su primera gesta a los 23 y
el dltimo parto a los 27 afios. Presenté una historia de 5 gestas, 2
abortos y tres partos. Su menopausia se presenté a los 44 afios en
forma natural, con un tiempo de exposicion a estrégenos de 31 afios.

Tuvo historia de lactancia durante 3 meses a cada uno de sus 3
hijos. Utilizé anticonceptivos orales combinados de baja dosis
(Eugynon) durante 5 afios y es hipertensa con 10 aflos de evolucion.
No practicaba el autoexdmen mamario y el descubrimiento del tumor
fué casual.

La neoplasia, un carcinoma canalicular infiltrante sin patrén
especifico y de grado nuclear Il de Black, midi6 5 cm en su didmetro
méaximo Yy estaba localizada en la mama derecha en el cuadrante
supero-externo.

La paciente se sometid a cuadrantectomia y a3 quimioterapia.

Su historia familiar incluye, madre muerta por hemorragia

cerebral hipertensiva, dos hermanas y un hermano hipertensos.
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Tiene dos hijos varones sanos de 31 y 28 afios y una hija de 30
afios con historia de esterilidad de 5 afios de evolucién. Su dnico
antecedente neopl4sico es un tio paterno muerto a los 70 afios con

carcinoma de laringe.

3.2.6. Integracion de los resultados epidemiolégicos y del

anilisis de mutaciones

Una vez completada la busqueda de mutaciones en las cuatro
regiones del gen BRCA1' en la muestra de los 152 pacientes, se
realizé un analisis estadistico para determinar si el numero
esperado de las 4 mutaciones méas frecuentemente reportadas en el
gen BRCA1 en poblacibnes norteamericana y europea (24) coincidi6
con lo observado en las pacientes.

Los resultados se muestran en la tabla XI.



69

Tabla XI
Mutaciones en el gen BRCA1 de acuerdo a antecedentes
familiares neoplasicos

Antecedente familiar n Obv FER NE p
1. 1er grado con CA mama* 15 0 0.22 3
0 04 3
3. 2P grado con CA mamario 15 0 007 1
4. CA gastrico 6 pancreatico 16 0 0.04 0 n.s.
0 1
1 1
1 9

2. Con carcinoma ovarico* 7

5. Ninguno, Dx del CA < 40 aflos 20 0.07
6. Ninguno, Dx del CA > 40 afios 78 0.015
Total 151 0.06
Filas 1 y 2 22 0 03 6  <0.001

* Pacientes con familias de alto riesgo hereditaric. Obve nGmero de rputaciones
observadas, FER= frecuencia esperada de mutaciones en la region estudiada del BRCA1
segun grupo de riesgo, NE= nimero esperado de pacientes con mutacion. p= probabilidad
binomial de observados vs esperados, significancia corregida para seis subgrupos. p=
0.008.

En la tabla anterior se mostré la frecuencia (ajustada)
esperada de mutaciones (FER) para poblacién sajona de aéuerdo a
edad al diagnéstico y los antecedentes familiares, se;gt'm las
estimaciones de Easton y de Shattuck-Eidens; el ajuste sé realizd
considerando que las regiones estudiadas en este trabajo presentan
el 50% de las mutaciones reportadas en el gen.
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La Onica mutacion observada correspondié al sybgrupo de
esporadicos, lo que coincidi6 con lo esperado para ese spybgrupo. La
probabilidad de no encontrar mutaciones en los otros subgrupos
siguiendo el principio de Bernoulli (26), denoté una tendencia a estar
por debajo de lo esperado en los grupos con alto riesgo familiar
(p<0.0S). Tampoco se alcanzé la significancia al corregir de acuerdo
al nimero de comparaciones. Sin embargo, cuando se evaluaron los
diferentes subgrupos en conjunto, ¢l encontrar una sola mutacién en
la muestra fué menor a lo esperado; lo mismo se obtuvo al combinar
los subgrupos de alto riesgo heredofamiliar, en los cuales la baja

frecuencia observada alcanzd la significancia estadistica.

3.2.7 Prueba de proteina truncada.

En el piloto se analizaron muestras de 25; pacientes
diferentes. En dos pacientes se analizaron sangre y tejido
neoplasico, en otra solo tejido y en el resto sangre. ‘

En una de las muestras identificada como 121t (t = DNA
procedente del tejido neoplasico), se detectd una proteina de tamafio
menor al esperado. En la fig. 8 se presenta una autorradiografia que
corresponde al ensayo de proteina BRCA2 truncada en 6 pacientes.
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En las pacientes 55,127 94 y 9 se parti6 de DNA obtenido de
sangre periférica y en las pacientes 14 y 12:I. el DNA se obtuvo de
tejido neoplasico. Se depositaron 5 pl por carril, en un gel de
poliacrilamida-SDS al 12%. Se observé que én todas las pacientes, la
banda mas fuerte correspondié al tamafo esperado del producto
proteico de alrededor de 42,000 Da; sin emb"argo en la paciente 121¢,
a pesar de emplear volumenes crecientes (5,7 y10ul), no fué posible
visualizar la banda esperada y en cambio se observé una banda
prominente de aproximadamente 18,000 Dat

Con estos hallazgos fué posible deducir que en esta paciente
con PTT positiva, existe una mutaciéon en e;l ex6tn 11 del gen BRCA2
que repercutié en una proteina truncada, y aunque ya no se investigd
-para efectos de este trabajo- el tipo lexacto de mutacién, es
interesante comentar acerca del perfil de e;ta paciente.

Se tratd de una mujer de 40 afos, con carcinoma ductal
bilateral, el primero del cual se presentd a los 35 afios; su padre y un
hermano murieron de carcinoma !géstrico y leucemia,
respectivamente. Tuvo cinco embarazoss, 4 hijos y un aborto,
Amamanté a su primer hijo antes de los 25 afios de edad, durante 12
meses y en total lacté durante 48 meses %Ie su vida. Ella presenté
varios factores que se han visto asociados con mutaciones en genes
de susceptibilidad para cancer mamario; entre estos factores
destacan, la edad temprana de presentacidn, la bilateralidad y el

{
tener antecedentes familiares de otras neopllasias.
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4. DISCUSION

4.1 EPIDEMIOLOGIA

El nOmero creciente de mujeres afectadas por cancer de mama
justifica todo esfuerzo por disminuir la morbimortalidad asociada.
Desgraciadamente, en nuestro pais la informacién epidemioldgica
es incompleta y no se conoce con precisibn el nimero de casos
nuevos por afio, ni los factores de riesgo de las mujeres afectadas.
Consideramos que tener esta informacién es un requisito basico para
ubicar en la realidad la utilidad de un procedimiento de deteccién. Es
por ello que esta investigacidn se desarroll6 en paralelo tanto en el
area de la genética molecular, como en la clinico- epidemiolégica.

La incidencia de cancer varia tanto en relacibn a etnicidad
como a localizacién geografica. La variaciébn en la incidencia de
cancer entre diversos grupos étnicos se habia relacionado con
diferencias en el aspecto social, cultural, econ6mico y ambiental.
Sin embargo hoy se piensa que la susceptibilidad heredada para el
cancer puede ser un fuerte determinante de las diferencias étnicas
observadas en la incidencia de neoplasias (30).

Existen algunos estudios con muestras pequefas (<50),
realizados en mujeres de origen hispénico radicadas en Estados

Unidos de América, en las que solo un 2 % de las mujeres con
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cancer mamario tenian un familiar de primer grado con cancer de la
mama (31). Otros autores reportan un bajo riesgo para cancer en
poblacidbn mexico-americana (32).

En nuestro estudio, el 20 % de las pacientes tenian
antecedentes familiares de neoplasia mamaria y un 10.5% tenian
familiares de primer grado afectados. La evidente diferencia en
estos resultados probablemente tiene que ver con las fuentes de
informacién. Los estudios mencionados son retrospectivos con
informacion obtenida de expedientes, actas de defuncién etc.. En
nuestro trabajo, se realizé una entrevista dirigida por una encuesta
en donde se enfatizaban los antecedentes heredofamiliares y se
inquiria en forma particular sobre los diferentes tipos de
familiares. Estos datos son de suma importancia dado el tipo de
investigacién genética que se propuso. Definitivamente, las personas
méas beneficiadas con cualquier intento por diagnosticar
oportunamente el cancer mamario, seran aquellas con una carga
familiar obvia, sin que esto signifique que una persona sin historia
familiar no pueda ser portador de una mutacién en el gen BRCAI1,
como lo comprobamos en este estudio.

De inicio, nuestra investigaciébn aportd el saber que al menos
es posible incidir en ese 10% de mujeres con mas posibilidades de
tener una herencia de susceptibilidad a cancer mamario. Este dato

concuerda con investigaciones hechas en diferentes series
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realizadas en poblacién sajona, en las que se estima que entre un S
y un 10 % de todos los carcinq.mas mamarios tienen una factor
hereditario predominante (6) . .

La investigacion de los antecedentes familiares neopléasicos
en los pacientes, evidencié que el tener un familiar con carcinoma de
ovario, aument6 en 8 veces el diagnéstico de carcinoma mamario
antes de los 35 afios de edad. Ahondando en esto, solo una de las 7
pacientes con familiar con carcinoma ovérico fué diagnosticada
después de los 40 afos; esto ;coincide con lo reportado en la
literatura acerca de que la coviwbinacibn de carcinoma mamario y
ovarico sugieren la participacibn; del gen BRCA1, y que uno de los
rasgos de pacientes portadoras de mutaciones en este gen, es la
presentacion temprana del carcinoma (10).

Se sabe que existen una serie de factores de riesgo que
contribuyen al desarrollo de neoplasia maligna mamaria. De acuerdo
a la literatura, la exposicién acur:'iulativa a estrégenos es el factor
de riesgo no genético mas importante, exceptuando quizd a la
radiacién .ionizante. Es conocido que la menarquia temprana, la
menopausia tardia, el uso temprano y prolongado de anticonceptivos,
nulo 6 escaso namero de hijos 6 tenerios después de los 30 afios, asi
como la terapia de reemplazo esérogénica. incrementan la exposicién

a estrogenos y aumentan el riesgo de carcinoma mamario (33).
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En nuestras pacientes no hubo diferencia estadisticamente
significativa con el grupo control de mujeres saljllas en relaciébn a
edad de menarquia, menopausia y tiempo de exposiciién a estrégenos.
Al menos en nuestra poblacion, las mujeres con cé:mcer mamario no
tienen un tiempo de exposicion a estrbgenbs endogenos
significativamente diferente que las mujeres sin ca}rcinoma, por lo
que podria pensarse que este factor de rieséo no tiene una
participacibn importante en nuestro contexto. Sin embargo, seria
interesante comparar si existen diferencias entre (ambos grupos en
relacibn a exposicibn a xenoestrbgenos que alunos consideran
nocivos (DDT y su principal metabolito DDE, derivados plésticos,
humo de cigarro y colorantes alimenticios como el rojo No. 3) y
protectores (ligninas presentes en la fibra de semillas y granos,
genisteina derivada de la soya y dioxina y otros fitoestrégenos) (33).

Otros datos interesantes de comentar SO;I la paridad y la
lactancia. Si bien el promedio de hijos fué muyfsemejante en el
grupo controt y en las pacientes, cuando se analizé el tener el primer
hijo antes de los 25 afios, se observd una tendencia a ser mas
frecuente en el grupo control; esta tendencia at:mentb y alcanz6
significancia cuando ademés estas mujeres amémantaron a ese
primer hijo. Con esto se puso en evidencia quei la lactacién del
primer hijo antes de los 25 afos, tuvo un efecto protector contra el
cancer mamario en nuestra muestra. Aun asl, muc'has mujeres con

esta conducta protectora presentaron carcinoma de mama, por lo que
|
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debemos sospechar que existen otros factores participando en el
desarrollo del carcinoma mamario y es aqui dqnde los factores
genéticos y ambientales toman mayor peso (34). |

También fué llamativo que significativamgnte mas mujeres
con carcinoma mamario presentaron algon aborto .en su vida, aunque
esto no se reflejé6 en diferencia en el nimero de a?ortos por mujer ni
en el numero de embarazos. Tanto el carcinoma mamario como los
abortos estan relacionados a los estrégenos (3}3), y se conoce el
efecto protector del embarazo, por lo que resulta congruente el
hallazgo en relacibn a abortos en la muestra; sin embargo la
explicacién de este fend6meno queda fuera de }os alcances de este

trabajo.
4.2 GENETICA MOLECULAR

Dado que el gen BRCA1 es responsable de cerca del 50 % de los
casos hereditarios DE cancer mamario, considegamos que enfocar el
estudio hacia este gen era un buen punto de partida, para ia
comprensién de la genética molecular en esta neoplasia.

La gran mayoria de los estudios sobre QRCM se han realizado
en familias seleccionadas por un alto riesgo para céncer mamario
(35, 36), y en las cuales se ha rastreado el gen completo con
secuenciacibn automatica. Nosotros estabamos interesados en
optimar un método que fuera rapido, confiable y relativamente
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sencillo de realizar. Después del analisis de las diferentes técnicas
disponibles optamos por la técnica de het’erodaplex.

Esta técnica detecta cadenas bicatenarias hibridas
constituidas por una cadena sencilla provinente de un aielo normal,
aparedada con la cadena opuesta del otro alelo, el mutado; la
disposicion de los puentes de hidrbgéno en dichos hibridos es
imperfecta y altera su comportamiento electroféretico. Esta técnica
obviamente no est4 extenta de debilidades: no todos los cambios en
la secuencia resultan en heterodiplex faciles de detectar y la
sensibilidad de la técnica disminuye con fragmentos mayores de 900
pb, ademas de que no provee informacién sobre !a naturaleza y
localizacibn de la mutacion (37). Sin .embargo, aun con estas
desventajas, consideramos que podria imp"lementarse esta técnica en
nuestro laboratorio para el rastreo rapido ‘de las mutaciones.

Con el conocimiento de que el 50 % de las mutaciones en el gen
BRCA1 se localizan en el 24 % de la regibn codificante que incluye
los exones 2, 11 y 20, decidimos implémentar y de ser posible
mejorar la técnica de heteroduiplex prdpuesta por Gayther (25).
Ademas se queria determinar en paciente§ con cancer mamario -no
seleccionadas por su historia familiar- la presencia de mutaciones
en esos tres exones. Este escrutinio nos permitiria por un lado,
validar y probar el método y por el otro representaria una
aproximacién mas real de la prevalencia de mutaciones en nuestra

poblacién.
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En el campo experimental se mejor6é la técnica de Gayther; se
lograron amplificar en un solo paso las cuatro regiones de los tres
exones (con 4 juegos de iniciadores, refiriéndose a la técnica como
cuadriplex), 1o que representé un ahorro, no solo de tiempo, sino
también de reactivos; ésto sin detrimento en los resultados y en su
calidad.

En las 4 regiones génicas rastreadas en las 152 pacientes, el
método detectd una muestra con una banda anormal en el intréh 20.

Como ya se menciond, todos las muestras con 'bandas
anormales deben someterse a secuenciacibn, a menos que se traten
de familiares de un caso en el que la mutacién ya ha sido
caracterizada, en cuyo caso, si los parientes presentan el mismo
patron de bandas que el caso problema, se puede inferir que se trata
de la misma mutacion.

En nuestra paciente se realiz6 secuenciacion automatizada del
ex6n 20 y de porciones de sus regiones intrénicas flanqueantes
comprobando que el perfil observado corresponde a una mutacién
conocida como {VS 20+ 60 ins12 6 dup 5396 + 48 a 59 localizada 48
pb més alla (3') del término del exén 20 (se ubica en el intrén 205.

Esta mutacion se describi6é inicialmente en pacientes polacas
con cincer de mama sin historia familiar y también en el 2 % dé una
muestra de polacas, sin cincer mamario (38). Recientemente se
reportd en una mujer espafiola con cancer mamario y en 1 de 93

controles sanos analizados. Es interesante que la poblacién descrita
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con esta mutacién tenga en comon un origen latino.

Aunque inicialmente se considerd6 un polimorfismo sin
repercusiones en la funcién protéica, se han realizado algunos
estudios, aun incbmpletos. que sugieren que esta mutacién puede ser
una mutacién regulatoria y tener un efecto real en la expresiéon del
gen BRCAT, creéndo un transcrito inestable que se traduce en una
proteina disfunc.ional. Se especula que el hecho de encontrarla en
controles sanos, lpudioara significar que es una mutacion con baja
penetrancia y que se necesitan otros eventos genéticos para el
desarrollo de la enfermedad (39).

De cualquier manera, estos resultados aportaron mucha
informacién relevante. En estos pacientes mexicanos con cancer
mamario, no seleccionados por su historia familiar, un 0.7%
presentan mutaciones en el gen BRCA1 en las regiones estudiadas.

A pesar de que las familias de alto riesgo se presentaron con
la misma frecdencia, en las pacientes de este estudio y en la
poblacién sajoria, la probabilidad de que las S mutaciones més
frecuentemente reportadas en esta uitima poblaciébn, se presentaran
con la misma frecuencia, en las mujeres mexicanas estudiadas con
familias de alto :riesgo. fué muy baja (p <0.005). Es mas, la mutacion
encontrada no ::orresponde a ninguna de las mutaciones referidas
como mis comunes, y encontramos definitivamente, pacientes con
familias en don&e la combinaciébn de carcinoma mamario y ovérico, e

incluso la presentacion temprana del carcinoma, apoyan fuertemente
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el involucramiento del gen BRCA1.

Estos hechos indican que definitivamente la frecuencia de
mutaciones observadas en nuestras pacientes es inferior a la
esperada, si es que el comportamiento a nivel molecular fuera el
mismo que para la poblacion reportada en la literatura. Por tanto,
esto pudiera sugerir que eventualment‘e los exones 2,11 y 20 del gen
BRCA1, no sean los mas frecuentemente afectados por mutaciones
en poblacibn mexicana. En base a esto, se justifica un rastreo
completo del gen en estas pacientes de alto riesgo familiar. Es maés,
el haber encontrado una paciente co? mutacién en el estudio piloto
para BRCAZ, en donde solo se analizar*on 25 pacientes, y el encontrar
una diferencia significativa entre grupo control y problema, en
relacién a antecedentes familiares de carcinoma gastrico y
pancreatico, apoya que esta basqued? se haga extensiva también para
este gen, ya que se ha reportado a‘sociacién entre mutaciones en
BRCAZ e historia familiar de carcinoma géstrico y pancreético (41).

En relacibn a la mutacién detectada en el gen BRCAI,
controversial alin en cuanto a sus efectos reales sobre la expresion
del gen, es importante enfatizag que se did en una mujer sin
antecedentes familiares; con esto :';e refuerza lo dicho en péarrafos
anteriores en relaciébn a que el no tener un historial familiar, no
descarta el hecho de ser un portador de mutaciones en el gen
BRCA1. |

El continuar con esta linea de investigacidn para identificar
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en nuestra poblacién,las zonas més proclives a presentar mutaciones
en este gen, permitira decidir en que exones realizar el rastreo
inicial.

El andlisis de heteroduplex prob6 ser de utilidad'como método
de rastreo, ya que es facil y accesible a laboratorios con poca
infraestructura. Si la paciente no tiene historia familia:r, un rastreo
inicial probablemente ser4 suficiente. Si la paciente posee un
historial familiar de carcinoma mamario, entonces sera conveniente
rastrear todo el gen BRCA, utilizando la misma técnica.

En nuestro laboratorio estamos implementando este rastreo no
solo para el gen BRCA1, sino también para BRCA2, con lo que se
cubrira el 90 % de la etiologia hereditaria.

Finalmente, dado que solo buscamos las mutaciones en los
exones 2, 11y 20, no podemos concluir sobre la frecuencia general
de mutaciones en este gen, pues es posible que alguna de estas
mujeres (sobre todo aquellas con antecedentes familiares) porten
una mutacién en algun otro sitio del gen, que quiz4 sea propio de
nuestra poblacién.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

Se sabe que el cancer mamario es un problema grave y
creciente de salud piblica. Nuestro estudio aportd los siguientes

datos relevantes:

1. En nuestra poblacién, un 10% de ias pacientes tuvieron
antecedentes familiares de primer grado para esta neoplasia. Al
incluir a las mujeres con carcinoma bllateral y a aquellas con
antecedentes familiares de carcinoma ovénco, se encontré que un
15% del total de pacientes constituyen el g‘rupo de alto riesgo para

presentar mutaciones en un gen de suscepti_bilidad.

2. Ademés del antecedente familiar de primer grado de cancer
mamario, el tener una historia familiar de carcinoma gastrico 6
pancreéatico, constituyé también un factor de riesgo para carcinoma

mamario.

3. El presentar antecedentes familiares de carcinoma ovarico
elevd, en 8 veces, la probabilidad de un didgnostico de carcinoma de

aparicién temprana en las pacientes.
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4. A pesar de que en nuestra poblacién la frecuencia de
herencia familiar es similar que en la sajona, no se encontraron las
mutaciones que en ella se reportan méas frecuentemente. La
probabilidad de que las pacientes del noreste de México las
presenten con la misma frecuencia reportada en esos giupos, es muy

baja.

5. La frecuencia de mutaciones en el gen BRCA1 fué de 0.7 %
en la muestra de 152 pacientes; en el estudio piloto (25 pacientes)
realizado para BRCAZ2, fué de 4%.

6. El método PCR- heteroddplex, para detectar mutaciones en el
gen BRCA1, pudo practicarse simultaneamente (multiplex), para las
cuatro regiones descritas como mas proclives a mutar del gen
BRCA1. Ademas, el gel pudo revelarse por la tincibn de plata, siendo
con el multiplex, innovaciones convenientes para laboratorios con

infraestructura bésica.

7. Una vez identificadas en nuestra poblacién, las regiones del
gen BRCA1 mas proclives a mutar, sera recomendable utilizar este
método para rastreo en todas las pacientes con carcinoma mamario
y en especial en aquellas con historia familiar positiva.
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CAPITULO 6
PERSPECTIVAS

Con este estudio se inici6 una linea de investigacién en cancer
mamario a nivel genético molecular en pacientes ho seleccionadas
por su historia familiar neoplésica.

La formacién de un banco de DNA genbmico permitira ampliar
el estudio a otros genes involucrados en la etiologla y expresion de
neoplasias mamarias.

Los resultados obtenidos en este estudio validaron la biisqueda
amplia de mutaciones en el gen BRCA1 en todas las bacientes de alto
riesgo con  historia familiar positiva, proyecio que ya esta
contemplado.

Este trabajo ha aportado informacién que nod conducirs a una
mejor comprensién del problema gque representa el cancer mamario.
También ha demostrado la necesidad de un abordaje
interdisciplinario que permita atacar el problema 'desde diferentes
angulos. El disefio operativo del trabajo permitira continuar con !a
investigacién y ampliar |la muestra de pacierltes.E colectar familias
de alto riesgo y en ellas, buscar mutaciones que puedan ser propias
de nuestro contexto étnico. Asi mismo, permitifé la inclusibn de
enfoques de estudio, no solo a nivel molecular, sino también en otras
areas de investigacion, como la toxicolégica, la psicolégica y la

sociolégica.
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PROTOCOLO: Basqueda de las mutaclones mas frecuentes en el gen
BRCA1 en pacientes con cén(jer de mama, en el noreste de México.

No. de paciente Elaboro:
DATOS GENERALES : '
HOSPITAL: 1.IMSS 25. 2. IMSS 23, 3.H.U. 4.H. Metrop. 5.Priv.
Cédula 6 No. de expediente:
Nombre:
Fechanacimiento: ' Edad:
Edo. civil: 1.soltera 2. casada 3.viuda 4.union libre

Ocupacion: _______ l.amade casa 2.empleada de oficina.3.obrera
4.profesionista S.comerciante'6. otras
Direcdon: :
Teléfono:

ANTECEDENTES PERSONALES

HABITOS -

Tabaquismo: No. de afios
No. de cigarrillos por dia

Alcoholismo: No.deafios __

No. de copas por semana_._______

GINECO-OBSTETRICOS : I
Menarca____ Edad de IVSA ____ Edad de primera gesta____ .

Namerode:gestas_______abortos____ partos___cesdreas____
Menopausiaedad________causa____ ).natural 2, quirirgica
Mesesde lactanciapornifio: 1.__2.__3.__ 4. 5... 6.___7.
8 .
Métodos anticonceptivos : 1.si 2.no.
Mecanicos: Tipo .__ 1. condon 2. diafragma 3. D.LU.

Tiempo de uso en anos
A.orales: Nombre comercial

Tiempo de uso en anos
A.inyecc. Nombrecomercial

Tiempo de uso en anos
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Otros,

Anticonceptivo de uso actual: tipo tiempo de uso en
afios

MORFOMETRIA

Talla(cm.) Peso (kg)

PATOLOGIA CRONICA NO NEOPLASICA.

Tipo ——__ 1. Diabetes M. 2. Hipertensién arterial 3.0besidad
4.Artritis reumatoide 5. cardiopatia Isquémica 6.Infecciones

(especificar) 7.0tras(especificar)

PATOLOGIA PREVIA NEOPLASICA, BENIGNA Y MALIGNA.

Sito Diagnéstica

Sido _Diagnéstico

Sito Diagnéstica

PATOLOGIA PREVIA MAMARIA

Tipo. —__ 1.Fibroadenoma 2.Mastopatia fibroquistica 3.mastitls

aguda (con 6 sin absceso) 4.mastitis crénica 5.adenomas 6.papiloma
7.otros(especificar)
Si la paciente tuvo mas de 2 patologzas,los sigulentes datos irin
precedidos del nimero correspondiente al tipo.

Lado de presentaciéon : 1. mama derecha 2.m. izquierda
Edad de presentacion
NEOPLASIA MAMARIA ACTUAL
Tiempode habersedetectadoel tumor,
lado___1.m.d. 2.m.i. Cuadrante(s)___1.cse 2. csl. 3.cie 4.cii

Diam. Maxencm...__ Paget 1.si 2.no

Plel __ __ l.ulceracién 2.retracciéon 3. de naranja 4. inflamacion
Ganglios positivos : f

localizacién 1.axila ipsilateral 2.axila contralateral 3.otros
(especificar) L

didmetromaximoencm.________ Numero

Secrecion por pezon -

cantidad ___ O= no 1= escasas gotas por presion 2=goteo abundante
a la presién 3= chorro a la présion

tipo ____ l.blanquecino 2. sanguinolento 3. transparente.

Estado de mama contralateral :____ 1. normal 2.patolégica

—— _—_.—d
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Si patolégica,decribiralteracioncs

Metdstasis detectables clinicamente
sido
Etapa clinica:T N___M

LLABORATORIO (de consulta inicial) :

Hb DHL proteinastotales ____

Hto B. dir. globulinas A——

Luecocitos_____ B.total________  fosfatasaalcalina ______

glob. rojos TGO oo glucosa RN
TGP ________ urea —

LABORATORIO DE PATOLOGIA :

Citologia:

No.deestudio diagnostico

No.deestudio diagndstico

Blopsia:

No.deestudio diagndéstico

No.deestudio diagnostico

Pieza quirdrgica:

tipo: ____ 1. cuadrantectomia 2.mastectomia simple 3.mastectomia

radical modificada 4. Otra (especificar)

No.deestudio

Tipo celular 1. ductal (canalicular) 2.lobulillar.

Variedad(especificar)

Grado de diferenciacién 1.buena 2.moderada 3.pobre

4.indiferenciada.

Grado nuclear de Black : 1, 2,3.

CIRUGIA MAMARIA INICIAL
Fecha__
Indicacion_____ 1. terapeitica 2. Limpieza
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TRATAMIENTO NO QUIRURGICO
Preoperatorio___ 0. no 1.quimioterapia 2.radiacién 3.Inmunoterapia
Quimioterapla: droga dosis/m2 ciclos

Radioterapia:sitio ;
dosls total No. sesiones ________

Inmunoterapia:tipo,

dosis sesiones :
TRATAMIENTO NO QUIRLRGICO
Postoperatorio
Tipo 1.Quimioterapia 2.Radioterapia 3.Inmunoterapia
Quimloterapia: droga dosis ' ciclos
Mes y aiio : de inicio de terminacién
Radioterapia: dosis total sesiones____ -~ _

mes/afio de: inicio terminacion ___ ____
Inmunoterapia:Tipo dosis : I
EVOLUCION

Fecha sitio de actividad neoplasica edo. clinico
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HISTORIA FAMILIAR NEOPLASICA: anotar nombre de pila y edad en
los familiares de lero. y 2do. grado ain cuando 1a historia sea
negativa .

FAMILIARES DE PRIMER GRADO, PADRES.

Nombre | Edad |sexo |tipo tumor sitlo edad |edad al
-|al dx. | morir
Masc.
Fem. :
FAMILIARES DE PRIMER GRADO .HERMANOS. .
Nombre | Edad |sexo |tipo tumor sitio edad |edad al
-| al dx. | morir
.
HIJOS :
Nombre | Edad |sexo { tipo tumor sitio edad |edad al
al dx. | morir




Familiares de segundo grado. PATERNOS.
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Nombre

Relac.

$exo

tipo tumor

sitio

edad
al dx.

edad al
morir

Abuelo

MAasc.

Abuela

fem.

Tio (a)

Tlo (a)

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

Nota: Los tios en esta seccién comprenden solo los hermanos del

padre,

PRIMOS PATERNOS : hijos(as) de los hermanos(as) de su padre.

Nombre

Hijo (a)
de:

Edad

SEX0

tipo tumor

sito

edad
al dx.

edad al
morir

|4




LINEA MATERNA.FAMILIARES DE SEGUNDO GRADO
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Nomb.

Relac.

Idad

sexo

tipo tumor

sitlo

edad
al dx.

edad al
morir

Abuelo

masc

Abuela

fem

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

Tio (a)

4

Nota: Los tios en esta seccion corresponden solo a los hermanos (as)
de la madre.

PRIMOS MATERNOS : Solamente hijos (as) de de los hermanos (as)

de la madre
Nombre | Hijo(a) |Edad {sexo |tipotumor/sitio jedad |v/m |tel
de: presen.




OTROS FAMILIARES
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Nomb. |Relac. & {Edad |sexo | tipo tumor sitio edad |edad al
linea al dx. | morir

Tipo de tumor

1.Carcinoma 5.Neoplasia epitelial benigna (adenoma)

2.Sarcoma 6.Neoplasia mesenquimatosa benigna .

3.Linfoma

4.Leucemia

Sitlo de tumor

1 en caso, de 1,2,5 y 6, especificar el 6rgano afectado.







