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RESUMEN

El cancer de mama es una enfermedad con elevada incidencia mundial y causante del mayor
porcentaje de muertes relacionadas con cancer en mujeres. Su aparicioén se asocia a multiples
factores; sin embargo, mutaciones en los genes BRCA1l y BRCA2 se relacionan con el
incremento en la probabilidad de padecer la enfermedad. La frecuencia de estas mutaciones esta
afectada por las caracteristicas étnicas de la poblacion. En Colombia se conocen dos mutaciones
recurrentes para BRCAL, reportadas como de caracter fundador (3450delCAAG y A1708E),
pero los estudios no han incluido poblaciones del sur occidente del pais. Mediante la
secuenciacion de la region 241 — 453 del exdn 10 y del exdn 11 completo en nueve pacientes con
cancer de seno familiar y sus familiares en primer grado de consanguinidad, se determinan
mutaciones encontradas en los exones 10 y 11 del gen BRCAL, en pacientes con cancer de mama
familiar de la region andina del departamento de Narifio. En las secuencias obtenidas, alineadas
con la de referencia NG_005905 (GenBank), se observaron dos mutaciones: 1186A>G (con una
incidencia del 2/9) y 4224A>G (con una incidencia del 1/9). S6lo 1186A>G, encontrada en una
pareja de hermanas diagnosticadas con cancer de mama, habia sido reportada con anterioridad en
un estudio griego, pero nunca para poblaciones latinas. Esto lleva a la conclusion de que las
mutaciones encontradas difieren a otras reportadas para Colombia y Latinoamérica. Con base en
esto y teniendo en cuenta que el nivel de mestizaje varia entre regiones, se evidencia la necesidad
de ampliar investigaciones de evaluacion genética especificas para poblaciones del sur occidente

colombiano.



ABSTRACT

Breast cancer is a disease with a high worldwide incidence, and causing the highest percentage
of cancer-related deaths in women. Its occurrence is associated with multiple factors; however,
mutations in the BRCAL and BRCA2 genes are related to the increased likelihood of disease. The
frequency of these mutations is affected by the ethnic characteristics of the population. In
Colombia, two recurrent BRCA1 mutations are known (3450delCAAG and A1708E), but the
studies have not included populations from the western part of the country. By sequencing the
241-453 region of exon 10 and complete exon 11 in nine patients with familial breast cancer and
their relatives in the first degree of parentage, mutations found in exons 10 and 11 of the BRCA1l
gene are determined in patients with familial breast cancer in the Andean region of the
department of Narifio. The obtained sequences, aligned with the reference NG_005905
(GenBank), two mutations were observed: 1186A> G (with an incidence of 2/9) and 4224A> G
(with an incidence of 1/9). Only 1186A> G, found in a pair of sisters, both diagnosed with breast
cancer, had previously been reported in a Greek study, but never for a Latin population. This
leads to a conclusion that the mutations found differ from other information for Colombia and
Latin America. Based on this and taking into account that the level of miscegenation varies
between regions, it is evident the need to expand specific genetic evaluation research for

populations in south-western Colombia.
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GLOSARIO

BIC: Siglas en inglés para Breast Cancer Information Core, una base de datos de libre acceso
online referente a mutaciones y polimorfismos en los genes BRCA1y BRCA2

INCIDENCIA: Refleja el nimero de "nuevos casos™ en un determinado periodo de tiempo. Es
un indice dinamico que requiere seguimiento en una poblacié de interés

LINFOMA: Es un tipo de cancer que se origina en el sistema linfatico y que afectan el sistema
inmune del cuerpo

MASTECTOMIA: Operacion quirdrgica que consiste en la extirpacion de la glandula mamaria
0 de una parte de ella.

MUTACIONES FUNDADORAS: Mutaciones comunes a una poblacion formada por efecto
fundador.

NEOPLASIA: formacién de un neoplasma, es decir, la multiplicacion progresiva de células en
condiciones que no permitirian o que detendrian la multiplicacion de células normales. Puede ser
benigna o maligna. EI cancer es un tipo de neoplasia maligna

OMS Organizacion Mundial para la Salud

PCR Siglas en inglés para Polymerase Chain Reaction, o Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, una técnica de biologia molecular en la que se obtienen un gran nimero de copias
de un fragmento de ADN particular.

SARCOMA: Es un tipo de cancer que se origina en tejidos tales como los huesos o los
musculos

SECUENCIACION TIPO SANGER: Método basado en la clonacion del ADN, y el

empleo de dideoxinucleotidos que carecen del grupo hidroxilo del carbono 3, al que se incorpora



una cadena de ADN en crecimiento y que detienen la elongacion. Estos dieoxinucleétidos sirven
de marcadores, que permiten la deduccion de la secuencia de ADN introducida.

TAE: Tasa Ajustada por Edad, indica el nimero tedrico de casos o muertes que tendria una
determinada poblacién si se actuara sobre una poblacion teorica de referencia, de 100.000

habitantes para cada género.



INTRODUCCION

El cancer de seno es una enfermedad relativamente comun, causante de la mayor cantidad
de muertes relacionadas con céncer en mujeres a nivel mundial, y en la que, pese a la gran
cantidad de tratamientos disponibles, resultara en el fallecimiento de mas de la mitad de sus
afectados en paises subdesarrollados o de economias emergentes (World Health Organization,
2015).

En estos paises, la preocupacion esta enfocada en el diagndstico tardio, lo que disminuye
las probabilidades de supervivencia, no sélo después del primer diagndstico, sino también a largo
plazo (World Health Organization, 2014; World Health Organization, 2015). En Colombia, por
ejemplo, esta enfermedad resultard en el 15.3 % de las muertes anuales relacionadas a neoplasia
en mujeres, constituyéndose como la que provoca mayor mortandad en la poblacion femenina en
el pais (World Health Organization, 2015).

El municipio de Pasto cuenta con el registro de cancer poblacional desde 1998, y segln
los datos epidemioldgicos registrados en este, se evidencia que en el periodo 2008-2012, report6
313 nuevos casos, con una Tasa Ajustada por Edad (TAE) de 27.8 casos por cada 100000
personas-afo, y 115 muertes (TAE 10,8) con una mortalidad del 11,9% (Centro de Estudios en
Salud Universidad de Narifio, 2017), siendo el segundo con mayor incidencia y la segunda causa
de muerte femenina por cancer en el municipio, después del cancer de cuello uterino (Yépez-
Chamorro, Bravo-Ocafia, Hidalgo-Troya, Jurado-Fajardo, & Bravo-Goyes, 2012)

Este padecimiento esta relacionado a multiples factores de riesgo, siendo el mas conocido
el género, aunque también puede tenerse en cuenta la edad, historia familiar o personal asociada

a neoplasia, edad de la menarquia y de menopausia, la edad del nacimiento del primer hijo, estilo
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de vida, estatus socioecondmico e incluso tratamientos hormonales que estan relacionados con
un aumento en las probabilidades de presentar la enfermedad en cualquier momento (Bradley,
Given, & Roberts, 2002; Miao, et al., 2011; World Health Organization, 2015).

Sin embargo, a nivel genético-molecular se ha determinado que la susceptibilidad de
desarrollar este tipo de céncer se incrementa hasta en un 65 % con la presencia de formas
mutantes de los genes supresores de tumores BRCA-1, BRCA-2 y p53, aunque estas mutaciones
son poco frecuentes, y surgen s6lo en el 5 a 10% de los casos (Preventive Services Task Force
Recommendation, 2013; World Health Organization, 2015).

Los genes BRCA pertenecen a un grupo de genes supresores de tumores que codifican
proteinas relacionadas con el mantenimiento de la integridad gendmica y la reparacion de la
doble hebra de ADN durante la recombinacion homdloga (Roy, Chun, & Powell, 2012; Sun, et
al., 2014).

Teniendo en cuenta esto, se esperaria que estos genes tuvieran alto grado de
conservacion, sin embargo, y especialmente en chimpancés y humanos, se ha observado una alta
cantidad de mutaciones, relacionadas a seleccion positiva, pero con consecuencias antagonicas
en la formacion de canceres (Lou, et al., 2014), lo cual explica las variaciones de frecuencias de
mutaciones en BRCAL/2 en diferentes contextos étnicos, y hace importante la implementacion de
estudios en poblaciones de alto mestizaje, como las latinoamericanas, donde la presencia de
multiples comunidades étnicas en las mismas regiones geograficas ha llevado a mezclas
asimetricas de tres grupos étnicos; amerindio, africano y europeo, que varian a lo largo del
territorio colombiano (Rondon, Osorio, Pefia, Garces, & Barreto, 2008; Gorodetska, et al., 2015).

Estas formas mutantes predisponen a la aparicion de cancer de mama y de ovario con una

alta penetrancia, aumentando en 50 a 70 % la posibilidad de su desarrollo para portadores de
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mutaciones en BRCAL, y de 40 a 50 % en portadores de mutaciones en BRCA2, presentandose
tumores histolégicamente agresivos y proliferativos, y acrecentando también el riesgo en otros
tipos de cancer, como el de pancreas, ovario y prostata (Venkitamaran, 2009; Grushko, et al.,
2002).

Si bien los tratamientos varian de acuerdo con el estadio y la extension del cancer;
mastectomia, quimioterapia y radioterapia son los tratamientos mas comunes. Los portadores de
mutaciones en los genes BRCA requieren seguimiento continuo, incluso después de remision,
dada la alta reincidencia que puede presentarse, e incluso tratamiento previo, consejo y testeo
genético para reducir el riesgo de aparicion de la enfermedad cuando se conocen antecedentes
(Preventive Services Task Force Recommendation, 2013; Slavin, et al., 2012).

El gen BRCAL esta formado por 24 exones, de los cuales el 10 es el més largo, con una
extraccion de 6852 nucleétidos, y, en conjunto con los exones 11 y 12, es considerado como de
mayor importancia clinica (Clark, Rodriguez, Snyder, Hankins, & Boehning, 2012; Harris,
Lippman, Morrow, & Osborn, 2014; Raponi, et al., 2014).

Teniendo en cuenta lo anterior y dado que no existen estudios enfocados a mutaciones de
estos genes de interés correspondiente a personas diagnosticadas en el municipio de Pasto, se
propone resolver la siguiente pregunta de investigacion: ¢Cuéles son las mutaciones mas
frecuentes encontradas en las regiones 241 — 453 del exdn 10 (123357-123577 en la secuencia
con codigo de acceso en GenBank NG_005905), y el exdon 11 completo del gen BRCA1
(126877-127155 en la secuencia con codigo de acceso en GenBank NG_005905) en pacientes
con historia de cancer de mama familiar, en el diagnosticadas en el municipio de Pasto? De esta
manera se pretende identificar posibles mutaciones comunes a pacientes del departamento de

Narifio, que permitan realizar estrategias de deteccion temprana en familias con antecedentes.
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1. HIPOTESIS

Se ha determinado que las mutaciones presentes en BRCAL son responsables de la
mayoria de casos de cancer de mama familiar, y que estas se ubican principalmente en el exén 10
y 11, se espera que los individuos seleccionados por presentar antecedentes de riesgo presenten
mutaciones en el exon del gen sefialado.

Por otro lado, y teniendo en cuenta que las mutaciones relacionadas con cancer de mama
varian de acuerdo con las caracteristicas étnicas de las personas afectadas, es probable que las
variaciones encontradas en pacientes diagnosticados en el departamento de Narifio, que poseen
diferentes porcentajes de mestizaje con relacion a otras zonas del pais, sean diferentes y

especificas frente a las encontradas en otros estudios realizados en Colombia.
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2. JUSTIFICACION

Existen estudios realizados en Colombia que afirman la existencia de mutaciones
presentes en los genes BRCA, que varian segun la poblacién y la region geogréfica, en las que se
han descrito tres mutaciones comunes (BRCA1 3450 delCAAG en el exén 11, BRCAL A1708E
en el exon 18 y BRCA2 3034 delACAA en el exon 11), posiblemente de origen europeo y que
pudieron haber surgido por causa de efecto fundador (Torres, et al., 2007; Torres, et al., 2009;
Sanabria, Mufoz, & Vargas, 2009; Ortiz, et al., 2012; Hernandez, et al., 2014).

En vista de que las mutaciones en BRCA1 resultan en una mayor probabilidad de
aparicion de cancer, y que BRCAL es el gen que presenta una mas alta proporcion de mutaciones
clinicamente significativas, sobre todo en los exones 10 y 11 del gen BRCA2 (que presentan
cerca de 60 % de todas las secuencias codificantes en estudio, y un alto porcentaje de mutaciones
clinicamente relevantes) estos se han convertido en uno de los genes més estudiados en
poblaciones afectadas (Torres, et al., 2007; Clark, Rodriguez, Snyder, Hankins, & Boehning,
2012).

Por otro lado, Sandoval, de la Hoz y Yunis (1993), sefialaron que las migraciones y los
consiguientes procesos de mestizaje registrados a lo largo de la historia de nuestro pais han
resultado en diferentes grados de mestizaje que varian a lo largo del territorio, indicando un alto
porcentaje de aporte genético indigena (entre 43-52%) en el departamento de Narifio, mientras
que en el resto del pais presentd mayores aportes de genotipo caucasico y africano, lo que
también puede indicar una posible variacion en la frecuencia y presencia de mutaciones de

BCRAL presentes en la poblacion (Sanabria, Mufioz, & Vargas, 2009).
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Aunque es imposible garantizar que la enfermedad no se desarrolle, la deteccion
temprana de mutaciones puede llevar a la implementacion de acciones para prevenir la posible
aparicion del cancer de mama, pero, en poblaciones latinas, desafortunadamente, no se conoce
por completo, la forma en la que la proporcidn de éstas contribuye en la aparicion de cancer de
mama y ovario (Torres, et al., 2007), principalmente por que la frecuencia con la que se realizan
andlisis para los genes BRCA es relativamente baja, pese a que la secuenciacién de nueva
generacion ha aumentado en gran medida la cantidad de estudios de éste tipo en los paises de
Latinoamérica y el Caribe (Narod & Rodriguez, 2011; Duitil, et al., 2015).

El conocimiento de las regiones especificas donde ocurren las mutaciones de relevancia
para la poblacién puede significar un aumento en los tratamientos preventivos como la cirugia
profilactica, cambios en el estilo de vida que lleven a cambios en los factores de riesgo
modificables, como el uso de hormonas exdgenas e historia reproductiva, e incluso el uso de
moduladores de receptores de estrdgenos (Kobayashi, Ohno, Sasaki, & Matsuura, 2013), por lo
que este tipo de estudios seria beneficioso en cuanto representaria un aumento significativo de la
esperanza de vida de pacientes afectados, ademas de la disminucion de la incidencia de esta

neoplasia.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las mutaciones mas frecuentes encontradas en las regiones 241 — 453 del
exon 10 (123357-123577 en la secuencia de referencia GenBank NG_005905), y el exén 11
completo del gen BRCA1 (126877-127155 en la secuencia de referencia GenBank NG_005905),

en pacientes con cancer de mama familiar de la region andina del departamento de Narifio.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las principales mutaciones encontradas en las regiones 241 — 453 del ex6n 10

(123357-123577 en la secuencia de refeerencia GenBank NG_005905), y el exdn 11 completo

del gen BRCA1 (126877-127155 en la secuencia de referencia GenBank NG_005905), presentes

en los pacientes con cancer de mama familiar de la zona andina del departamento de Narifio.
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4. MARCO TEORICO

La mama es una estructura compleja requerida para la produccién y secrecién de leche;
en animales reproductivamente maduros, la glandula mamaria consiste en un pezon, ductos
asociados que permiten el paso de la leche y que convergen al pezén de manera radial y 16bulos
compuestos por células secretorias epiteliales y tejidos que proveen soporte (Macéa & Tavares,
2006; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014).

El pezon estd compuesto por fibras musculares lisas longitudinales y horizontales con
relacion a su base, que pueden permanecer separadas o unidas a los ductos crenulados del pezon,
que emergen a traves de poros en la superficie de la piel (Hassiotou & Geddes, 2012).

Los l6bulos, que hacen parte del tejido glandular, contienen alveolos (de 10 a 100) con
unidades secretoras individuales; por otro lado, los ductos son un sistema de canales que surgen
desde el alveolo y se unen en un solo ducto que lleva al pezon, el seno consiste de tejido del
epitelio ductal rodeado de tejido conectivo fibroso; una capa interna que encapsula el lumen (o
espacio) ductal, y que contiene células epiteliales cuboidales con capacidad de diferenciacion, y
una capa basal o externa de células mioepiteliales contractiles, que rodean a las primeras y tienen
propiedades similares al tejido muscular liso (Hassiotou & Geddes, 2012; Harris, Lippman,
Morrow, & Osborn, 2014).

Las enfermedades que surgen en los senos son originadas en los diferentes subtipos
epiteliales que cubren las paredes de los ductos que, expuestas a carcinégenos o por expresion
génica, se ven alterados y afectan las caracteristicas moleculares de las células y desarrollan los

primeros estadios del cancer de mama (Hassiotou & Geddes, 2012), aunque la expansion de las
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enfermedades malignas del seno dependen del drenaje linfatico (Harris, Lippman, Morrow, &
Osborn, 2014).

El cancer de seno es una enfermedad considerada como heterogénea, posee varias causas,
y no es posible hablar de una sola asociada al curso del desarrollo de la enfermedad en el
paciente, por lo que el término comprime diversas caracteristicas morfoldgicas y
comportamientos clinicos, que requieren, a su vez, diferentes acercamientos en su tratamiento

(Weigelt, Geyer, & Reis-Filho, 2010; Badve, et al., 2011).

4.1.  Tipos de tumores asociados a cancer de mama

La clasificacion de los diferentes tipos de cancer de seno estd bien establecida y se ha
hecho de acuerdo a su tipo y grado histoldgico, es decir, al patron de crecimiento de los tumores,
y al grado de diferenciacion y actividad proliferativa que presentan las lesiones, respectivamente,
aunque la clasificacion de lesiones pre-invasivas es un reto mas grande (World Health

Organization, 2003; Badve, et al., 2011). Se definen los tipos de lesiones a continuacion;

4.1.1. Lesiones epiteliales benignas

Son un grupo de desordenes heterogéneos que surgen generalmente en la unidad terminal
lobular del ducto, aunque pueden también aparecer en los ductos mayores en la region central del
seno, con caracteristicas similares a las del carcinoma invasivo, presentandose como una masa
palpable o no; las caracteristicas de estas lesiones varian segun la edad del paciente, y el tipo de

enfermedad (World Health Organization, 2003; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014).
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4.1.2. Lesiones precursoras

Se trata de lesiones dificiles de diagnosticar porque generalmente pueden asemejarse a
lesiones malignas en las pruebas de diagnostico usuales, la diagnosis generalmente se realiza por
procedimientos de biopsia, aunque dado el tamafio de la muestra, muchas veces, el analisis
genético da resultados contradictorios, por lo que la determinacion de estas lesiones se realiza

por medios histologicos (World Health Organization, 2003; Schreer & Littges, 2005).

4.1.3. Carcinoma no invasivo

Refiere a las lesiones confinadas al lugar donde se originaron, es decir, los I6bulos o
ductos, sin expandirse aun a tejidos cercanos o a los I6bulos linfaticos; diagnosticado de manera
temprana tienen un buen prondstico y no necesariamente estan asociados a un riesgo aumentado
de desarrollo posterior de otros tipos de carcinomas mas agresivos (World Health Organization,

2003; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014).

4.1.4. Carcinoma Invasivo

Los carcinomas invasivos describen a un grupo de tumores epiteliales que invaden

tejidos, siendo, en su mayoria, adenocarcinomas derivados del epitelio mamario y de los l6bulos.

Se trata de trastornos generalmente asintomaticos, que llegan a notarse por la presencia de bultos
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(asociados 0 no a dolor) y por anormalidades del pezén (World Health Organization, 2003;

Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014).

4.2.  Etapas del desarrollo de cancer de seno

Las lesiones, de acuerdo a la expansion y tamafio que éstas presenten, pueden
considerarse como Carcinoma Ductal in situ (CDIS), donde las células epiteliales “cancerosas”
residen s6lo en los ductos y lébulos, siendo precursoras a los Cénceres de Mama Invasivos
(CMI) que son potencialmente letales, pues se han expandido a otras partes del seno, e incluso, a
otros 6rganos del cuerpo (Allred, 2010).

Los estadios o etapas del cancer de seno pueden describirse de acuerdo a la expansién de
los tumores y el compromiso con otros tejidos y érganos, o basandose en el sistema conocido
como TNM (Tumor, Ndédulo, Metastasis); el primero, un sistema de extension de la enfermedad,
desarrollado por el Instituto Nacional de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales del
Cancer (SEER, por sus siglas en inglés) en donde se consideran cinco estadios, en los que por lo
general CDIS pertenece al 0, mientras que CMI pertenece al IV (National Cancer Institute, 2001;
Breastcancer.org, 2015).

La clasificacion TNM es la mas utilizada en la practica clinica, sobre todo porque ofrece
asistencia en la diferenciacion y clasificacion del cancer, permitiendo una adecuada
estandarizacion local, regional e internacional de los tratamientos, incidencias y resultados,
ademas de una evaluacion de la prognosis de la enfermedad (Edge & Compton, 2010). La

relacion entre los dos sistemas de clasificacion se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Relacion entre los sistemas de clasificacion SEER y TNM. Fuente:American Joint

Committee on Cancer (2014).

SEER TNM

0 Tis NO MO
1A T1* NO MO
T0 N1mi MO

IB
T1* N1mi MO
T0 N1** MO
A T1* N1** MO
T2 NO MO
T2 N1 MO

1B
T3 NO MO
T0 N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO

A
T3 N1 MO
N2 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO

B
T4 N2 MO

B
Cualquier T N3 MO
lc Cualquier T Cualquier N M1
v Cualquier T Cualquier N M1
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*T1 incluye T1mi
**S6lo tumores TO y T1 con micro metéstasis nodales se excluyen

del estadio 1A y se clasifican como estadio 1B

4.3.  Epidemiologia

El cancer de mama es el méas frecuente en el mundo en mujeres, la mayor causa de muerte
por neoplasias en paises poco desarrollados, y la segunda mayor en paises desarrollados, aunque
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se trata de la quinta causa de muerte en
general, aunque los rangos de mortalidad varian entre las regiones debido principalmente a la
oportunidad, disponibilidad, asequibilidad y calidad de tratamientos. Para el afio 2012, el
proyecto GLOBOCAN report6 1.671.149 nuevos casos, con una Tasa Ajustada por Edad (TAE)
de 43,1 casos por cada 100.000 personas-afio, y 521.907 muertes (TAE de muertes 12,9)
(Globocan, 2012).

En Colombia, es el cancer que mayor incidencia y mortalidad asociada a neoplasias
presenta, resultando en una incidencia de 8686 nuevos casos para 2012, con TAE de 35.9 casos
por cada 100000 personas-afio, y una mortalidad de 2649 muertes para el mismo afio (TAE
10.8), principalmente porque pese a la aplicacion de politicas institucionales para el control de
los factores de riesgo y la disponibilidad de pruebas de deteccidn temprana, los diagndsticos son
generalmente tardios, lo que disminuye las probabilidades de supervivencia (Globocan, 2012;
World Health Organization, 2014; World Health Organization, 2015).

Narifio sigue la tendencia latinoamericana de presentar una alta incidencia de cancer de

cuello uterino en mujeres, resultado de la exposicion a factores de riesgo en la region, como la
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alta prevalencia de infeccién del virus del papiloma humano; sin embargo, segun el registro de
cancer poblacional, los casos de cancer de mama representan el 16.9 % de los casos totales, lo
cual lo ubica como el segundo tipo de neoplasia mas comun en el departamento (Yépez-

Chamorro, Bravo-Ocafia, Hidalgo-Troya, Jurado-Fajardo, & Bravo-Goyes, 2012).

4.4. Etiologia

El cancer de mama es un evento multifactorial, que incluye factores reproductivos, dieta,
hormonas exdgenas y componentes genéticos dentro de los elementos que aumentan las
probabilidades de aparicion de la enfermedad (World Health Organization, 2003; World Health
Organization, 2015).

La enfermedad es méas comun en mujeres que en hombres (éstos presentan un rango de
incidencia de menos de 1%) y sus posibilidades de aparicién aumentan con la edad, doblandose
cada diez afos hasta la menopausia, donde el rango de incidencia disminuye (McPherson, Steel,
& Dixon, 2000; Miao, et al., 2011).

Las caracteristicas demograficas de la poblacion también afectan la diagnosis y la
supervivencia de los pacientes, si bien se sabe que hay poblaciones étnicas, como la japonesa y
china, que presentan bajo riesgo frente a otras poblaciones, como las caucasicas, teniendo
especialmente en cuenta el caso de la poblacion judia asquenazi, que presentan una alta
frecuencia en dos mutaciones fundadoras en los genes BRCA1/2 (Bradley, Given, & Roberts,
2002; World Health Organization, 2003; Narod & Rodriguez, 2011). No obstante, y de acuerdo
con la World Health Organization (2011) la eficiencia de un analisis demografico esta

determinada por la cantidad de pacientes y la calidad de los datos suministrados por los mismos,
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lo que disminuye la eficiencia del uso de caracteristicas demogréficas en los estudios de este

tipo.

4.4.1. Factores reproductivos

El cancer de seno ocurre con mayor frecuencia en mujeres con menarquia temprana o con
una menopausia tardia (McPherson, Steel, & Dixon, 2000; World Health Organization, 2003).
Por otro lado, las mujeres que permanecen nuliparas o que tienen hijos a mayor edad también se
pueden ver afectadas, aunque se le ha dado menos importancia a la proteccion dada por el
embarazo en los ultimos afios (McPherson, Steel, & Dixon, 2000; World Health Organization,

2003; Althuis, et al., 2004).

4.4.2. Dieta

No existe una relacion clara o constante entre el consumo de grasa en las poblaciones y la
enfermedad, aunque se cree que el consumo de fruta y vegetales esta asociado a un ligeramente
riesgo menor de aparicién de ésta (World Health Organization, 2003; Althuis, et al., 2004;
Dumitrescu & Cotarla, 2005). La obesidad, por otro lado, aumenta la produccion de estrogenos,
y puede aumentar el riesgo de desarrollo de cancer una vez llegada la menopausia (Althuis, et al.,

2004; Dumitrescu & Cotarla, 2005).

4.4.3. Hormonas exdgenas y enddgenas
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Hormonas sexuales, como el estrogeno, juegan un papel critico en la etiologia del cancer;
hay dos teorias importantes en el desarrollo de los tumores de seno, la primera, conocida como la
hipotesis del exceso de estrdgeno, sugiere que el desarrollo de cancer de seno depende de la
exposicion del tejido mamario a estrégenos, la segunda, postula que el riesgo se incrementa con
la combinacion de altos niveles de estrégeno y progesterona (World Health Organization, 2003).

Hormonas enddgenas (causadas por cambios hormonales normales y cambios
metabdlicos provocados por el exceso de peso) y exdgenas (como las introducidas por
tratamientos hormonales usados, a menudo, después de la menopausia, o por el uso prolongado
de contraceptivos orales) resultan en un incremento considerable de la posibilidad de desarrollo
de céncer de seno (World Health Organization, 2003; Althuis, et al., 2004; Dumitrescu &

Cotarla, 2005).

4.4.4. Componentes genéticos

Existen otros genes asociados al desarrollo del cancer de seno, como p53, STK11/LKB1,
RAD3p/TEL1p, CHEK2, ATM, ATR o PTEN, que actlan en reparacion o control de dafios
durante el ciclo celular, pero el riesgo asociado a estos es menor, y en ocasiones, no se tiene
claro la verdadera relacién entre sus variantes y el desarrollo del cancer, siendo responsables de
casos esporadicos, o bien la proliferacion de aberraciones cromosémicas originadas por estas
mutaciones surge asociado a variantes en los genes BRCA, e incluso en regiones del genoma
distantes, confiriendo pequefias cantidades de riesgo a quienes las poseen (Venkitamaran, 2002;
Venkitamaran, 2009; Narod & Rodriguez, 2011; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014), y

otros genes de alta penetrancia como p53, ATM o PTEN que aumentan la posibilidad de
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aumentar la aparicion del cancer hasta en 65 %, sin embargo, estas mutaciones sélo surgen en
cerca del 5 a 10 % de los casos, por que presentan bajas frecuencias alélicas en la poblacion en
general (Dumitrescu & Cotarla, 2005; Preventive Services Task Force Recommendation, 2013;
World Health Organization, 2015).

En paises latinoamericanos, existen 33 estudios sobre lineas germinales desarrollados en
la region en el periodo comprendido entre 1994 y 2015, pero presenta el problema que, en
poblaciones como las hispanas, los amplios procesos de mestizaje llevan a que el conocimiento
inexacto de la estructura genética de las diferentes regiones no permita poder afirmar que pueda
desarrollarse un Unico panel de variantes patogénicas para BRCA, y menos adn, si la incidencia
encontrada en otras poblaciones pueda aplicarse a lo largo del territorio colombiano (Rondon,
Osorio, Pefia, Garcés, & Barreto, 2008; Narod & Rodriguez, 2011; Dutil, et al., 2015;

Gorodetska, et al., 2015).

4441  Genes BRCAly BRCA2

Los genes BRCA son considerados genes supresores de tumores, codificando proteinas
que cumplen funciones esenciales de reparacion en la recombinacién homdloga de la doble
cadena de ADN, con roles de guardianes de la integridad genémica, actuando en los mecanismos
de proteccion de la integridad del genoma en células proliferativas (Venkitamaran, 2002; Roy,
Chun, & Powell, 2012; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014).

BRCAL1 y BRCA2 son los genes mas estudiados, siendo los que presentan linajes
identificados con mayor frecuencia, representando una alta proporcion de las mutaciones

encontradas en casos de cancer familiar (entre 15 % y 20 % para BRCAL, aunque puede
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observarse en 80 % de familias donde hay mas de seis casos), y las mutaciones presentes en
cualquiera de éstos pueden aumentar el riesgo de aparicion de neoplasias, no solo en el tejido
mamario, sino también en el ovario, trompas de Falopio y peritoneo (Venkitamaran, 2002;
Venkitamaran, 2009; Narod & Rodriguez, 2011; Preventive Services Task Force
Recommendation, 2013; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014).

El gen BRCAL1 esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 17, en la posicion 17921, y
estd compuesto de 24 exones, que se transcriben en una proteina consistente de 1863
aminoacidos; mientras tanto, el gen BRCA2 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 13, en
la posicion 13g12-13, esta compuesto de 26 exones, que codifican para una proteina de 3418
aminodcidos; y si bien ambos cumplen roles centrales en la conservacion de la estabilidad
estructural y numérica de los cromosomas durante la division celular, y la mutacion en lineas
germinales de cualquiera de los dos genes desemboca en la aparicion del Sindrome de Céncer de
Mama y Ovario Hereditario (SCMOH), los dos genes no tienen semejanzas demasiado grandes,
ni en sus funciones, ni en las proteinas para las que codifican, e incluso, la influencia de BRCA1
en la aparicién del cancer es mayor, aumentando hasta en 80 % la posibilidad de que la
enfermedad aparezca en cualquier momento, frente a 60 % que presenta BRCA2 (Venkitamaran,
2009; Clark, Rodriguez, Snyder, Hankins, & Boehning, 2012; Harris, Lippman, Morrow, &
Osborn, 2014).

El gen BRCA1 es requerido para una adecuada recombinacién entre secuencias
homologas, interactuando con complejos de proteinas y enzimas que alteran la cromatina y la
estructura de ADN, y que participan en la reparacion de rupturas en la doble cadena de ADN por
la inhibicion de la actividad de proteinas encargadas de la formacién de cadenas simples en las

zonas de ruptura (Venkitamaran, 2002; Roy, Chun, & Powell, 2012).
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Es después de la aparicion del dafio en las células durante la fase S del ciclo de division
celular cuando se da la fosforilacion de la proteina BRCAL, sirviendo diferentes propositos en
puntos de chequeo, trabajando en las diferentes rutas que sefialan el retraso en el ciclo celular en
la presencia de diferentes lesiones de ADN, ademas de trabajar como un regulador
transcripcional especifico cuya expresion afecta el refuerzo de los puntos de chequeo, entre otras
respuestas bioldgicas, aunque la informacion sobre los procesos en los que se ve implicado es en
su mayoria incompleta, se sabe que las células que presentan modificaciones en BRCA1 son méas
susceptibles a dafios por oxidacién, pues se piensa que las proteinas truncadas que se originan
son las que desencadenan degradacion proteasomal y ubiquitinacién (Gilmore, et al., 2017).

Si bien se sabe que la mayoria de las mutaciones de importancia clinica se encuentran
ubicadas en los exones 10-12, siendo el 10 el de mayor tamafio en el gen, con una extension de
6852 nucleotidos, y presentando cerca de 55 % de mutaciones registradas en la base de datos del
Breast Cancer Information Core (BIC) (Couch & Weber, 1996; Venkitamaran, 2002; Breast
Cancer Information Core, 2012; Clark, Rodriguez, Snyder, Hankins, & Boehning, 2012).

Por otro lado, el gen BRCA2 esta ligado con BRAF35, que estd asociado a la
condensacion de cromatina y participa en la condensacién de cromosomas durante la division
celular; BRCA2 también tiene funciones en la regulacion en los puntos de control de los estadios
G2 y M, pero se requieren mas estudios para conocer en detalle la participacion BRCA2 como
regulador de eventos en el ciclo celular y si esto es independientemente de su rol en la reparacion
de ADN (Venkitamaran, 2002; Venkitamaran, 2009).

Se evidencia la importancia de estos genes en los procesos de integridad estructural del
genoma, sin embargo, es contradictorio el hecho que estos genes no se conserven

evolutivamente, si no que haya una rapida evolucion de éstos en los mamiferos, y sobre todo en
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los primates, lo que ha llevado a la conservacion de regiones especificas y la seleccién positiva
de mutaciones en otras, influenciando su funcion y contribuyendo a la susceptibilidad a cancer
(Fleming, Potter, Ramirez, Ostrander, & Ostrander, 2003; Lou, et al., 2014).La pérdida de la
funcion de estas proteinas particulares, debido a mutaciones significativas o deletéreas, es la
causante del SCMOH, aumentando la probabilidad de desarrollo de tumores histolégicamente
agresivos y proliferativos, con alta reincidencia (Narod & Rodriguez, 2011; Preventive Services

Task Force Recommendation, 2013; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014).

45. ESTADO DEL ARTE

Aunque era un hecho ya conocido que la historia familiar juega un factor importante en la
aparicion del cancer de seno (Kelsey, 1979), y que tenia también un componente genético,
apenas hasta principios de la década de los noventa se logr6 sefialar como posible responsable de
la mayoria de casos de cancer familiar a un gen en 17921 (Hall, et al., 1990) y fue ubicado por
Easton et al. (1993) y formalmente llamado “BRCA1”. Wooster et al. (1994) describidé un
segundo gen asociado a la enfermedad “BRCA2” en familias con cancer familiar no relacionados
con BRCAL.

Las formas mutantes en BRCA1 propuestas como potenciales candidatas en la aparicion
del cancer de seno familiar se reportaron por primera vez en los estudios realizados por Miki et
al. (1994), quienes describieron algunas mutaciones que se encontraban en este gen y su posible
asociacion con casos de cancer de mama y ovario hereditarios.

La diseminacion de informacion se vio altamente favorecida por la creacion de una base

de datos central por parte del BIC, que contiene datos relacionados a mutaciones, polimorfismos
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y metodologias para la deteccién de dichas mutaciones, disponibles en Internet y de libre acceso
a investigadores (Couch & Weber, 1996; Breast Cancer Information Core, 2012).

También era conocido que la incidencia de la enfermedad podia variar segin las
caracteristicas étnicas de la poblacion (Kelsey, 1979).Los estudios de Struewing et al (1995) y
Neuhausen (1996) llevaron a la deteccion y descripcion de tres mutaciones entre mujeres de
ascendencia judia Asquenazi del Este de Europa (sefialada como de interés por el alto numero de
casos familiares y tempranos), consideradas como posiblemente fundadoras por su alta
recurrencia.

Estas mutaciones: 185delAG de BRCAL, 6174delT BRCA2, y 5382insC de BRCAL, y que
actualmente se usan en el diagndstico preventivo del sindrome de cancer de mama y ovario
familiar en la mayoria de poblaciones caucésicas, pues han sido reportadas en otras poblaciones
de Europa y Norteamérica (Neuhausen, et al., 1996; Neuhausen, et al., 1996), donde estan
implicadas en cerca de 78.4 % de los casos de neoplasia temprana, mientras que en la poblacion
general, la prevalencia de mutaciones en BRCA es de hasta 10 %, de las cuales, la mayoria
pertenece a BRCA1, lo que sugiere que las mutaciones en este gen pueden estar relacionadas a la
aparicion de tumores de seno y ovario esporadicos (Couch & Weber, 1996; Kobayashi, Ohno,
Sasaki, & Matsuura, 2013; Duitil, et al., 2015).

En poblaciones latinas, las primeras contribuciones se observaron con los estudios en
comunidades estadounidenses de diferentes origenes étnicos, pero que no podian tomarse en
cuenta para la poblacion latina en general, debido a la baja proporcion que representaba en el
grupo de estudio (Whittemore, Gong, & Itnyre, 1997; Anton-Culver, Cohen, Gildea, & Ziogas,

2000).
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El alto costo del testeo genético limitaba los estudios en muchos paises de la regién
(Narod & Rodriguez, 2011; Dutil, et al., 2015), pero, con el surgimiento de la secuenciacion de
segunda generacion, el desarrollo de este tipo de anélisis ha aumentado en frecuencia, llevando a
la descripcidn de mutaciones prevalentes en estas comunidades en 33 publicaciones en 13 paises
de latinoamérica, caribe y poblaciones hispanas en los Estados Unidos (Dutil, et al., 2015).

Para Colombia, se han realizado cuatro estudios entre 2006 y 2014, que han identificado
tres mutaciones comunes en diferentes zonas del pais. Torres et al (2007) describio trece
mutaciones en 57 individuos en Bogota y la costa caribe y pacifica, sefialando tres (BRCAL 3450
delCAAG en el exon 10, BRCAL1 A1708E en el exon 17 y BRCA2 3034 delACAA en el exon 10)
como las més frecuentes y de posible origen europeo.

Un estudio posterior (Torres, et al., 2009) realizado con 766 pacientes en Bogota y otros
realizados en otras seis ciudades al norte del pais (Ortiz, et al., 2012; Hernandez, et al., 2014)
confirmaron la presencia de las mismas mutaciones en casos de cancer familiar, y sugirieron el
uso de estas mutaciones como parte de un panel para diagnostico clinico, sin embargo, existe
evidencia de que el alto mestizaje durante la historia del pais ha dado como resultado a diferentes
indices de mezclas que pueden resultar en variaciones en las frecuencias de mutaciones que
pueden encontrarse en el pais (Sandoval, de la Hoz, & Yunis, 1993; Ronddn, Osorio, Pefia,

Garcés, & Barreto, 2008).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefo de estudio

Observacional descriptivo de series de casos de las mutaciones presentes en el gen
BRCAL en pacientes con céncer de seno familiar en la zona andina del departamento de Narifio
(Hernandez-Avila, Garrido-Latorre, & Lopez-Moreno, 2000).
5.2.  Poblacién de estudio

Se incluyeron los casos de tumores de seno familiar (n=9) en mujeres diagnosticadas en
el consultorio del Médico Cirujano de Seno y Tumores de Tejidos Blandos Dr. Gilberto Enrique
Benitez Espafia, durante el periodo 2013-2015, del cual se obtuvo la informacion y datos de las
pacientes. La informacion de la base de datos del consultorio fue corroborada con el Registro

poblacional de Cancer del municipio de Pasto.

5.2.1. Criterios de inclusion y exclusion
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Se incluyeron pacientes que cumplian uno o mas de los siguientes criterios, (Torres et al.,
(2007))
1. Diagnosis antes o a los 35 afios
2. Historia familiar de al menos un caso de cdncer de mama diagnosticado a cualquier edad.
3. Historia familiar de una diagnosis de cancer ovario a cualquier edad.
Se excluyeron las pacientes que presentaban morfologias hematopoyéticas, y carcinomas

no asociados con el cdncer de mama como sarcomas y melanomas.

5.3. Diseflo muestral

Se realiz6 un muestreo por conveniencia a partir de las pacientes atendidas en el
consultorio que aceptd participar en la investigacion. Las restricciones de inclusion a la
poblacion de estudio, asi como el estudio de las historias clinicas, se realizaron para disminuir el

efecto de este sesgo sobre los datos obtenidos.

5.4. Control de sesgos

Este estudio presenta error aleatorio debido a que el método de seleccion de la muestra
no fue probabilistico. Para minimizar el error sistematico se controlaron los sesgos de seleccion
de la poblacion de estudio, mediante criterios de inclusion y exclusion establecidos por literatura,

y los sesgos de informacidn, utilizando pruebas y protocolos validados.

5.5. Consideraciones éticas
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El trabajo se realizd conforme con los requerimientos éticos de la resolucion 008430 de
1993 del ministerio de salud y proteccion social (Ministerio de Salud de Colombia, 2013) y La
declaracion de Helsinki, promulgada por la Asociacion Médica Mundial (Asociacion Médica
Mundial, 2013). Para ello esta investigacion se llevé a cabo mediante la autorizacion previa de la
institucion consultada (Anexo 1), y se garantizd el anonimato y privacidad de todos los
participantes. Los pacientes, sus familiares y los individuos de control fueron contactados y se
solicitdé su participacion voluntaria, para ello se explico de manera clara y completa, la
informacion relacionada con el desarrollo de la investigacion, se resolvieron posibles inquietudes
y se solicito la firma de un consentimiento informado (Anexos 2 y 3) que permite el uso de la
informacion y muestras recolectadas con fines de investigacion. La informacion de los
participantes vinculados fue codificada para mantener su anonimato. Las muestras de sangre de
este estudio fueron tomadas por un profesional de salud idéneo y siguiendo todas las normas de

bioseguridad requeridas para causar el menor dafio posible a los donantes.

5.6. Toma de muestras y recoleccion de la informacion

Se obtuvo informacién sobre historia familiar (antecedentes familiares, sitio de origen) y
patologia (estadio TNM en el momento de diagnéstico) de todos los individuos por medio de la
historia clinica y por medio de una entrevista.

La extraccion de sangre se realizd seguin lo indicado por Andriolo et al. (2010) por
venopuncién en la zona antecubital de la parte anterior del brazo, frente y bajo del codo, donde

se encuentran ubicadas las venas cefalica, cubital mediana y basilica, que forman el sistema de
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distribucion venosa denominado “patron H”, y el “patron M” conformado por las venas mas
prominentes; cefalica, cefalica mediana, basilica mediana y basilica. En casos en los que no fue
posible obtener sangre de esta manera, se obtuvo desde las venas del dorso de la mano,
extrayendo en cada caso 10 mL de sangre, usando dos (2) tubos de extraccion por vacio DB
Vacuntainer© K2 EDTA (Andriolo, et al., 2010; Deschka, 2010). Para mantener la privacidad de
los pacientes cada tuvo fue codificado y mantenido en refrigeracion hasta realizar la extraccion

de ADN.

5.7. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de sangre periférica por Salting out, segun el protocolo descrito por
Miller et al. (1988) con modificaciones a partir del protocolo descrito por Wang, Hirayasu,
Ishizawa y Kobayashi (1994). Se realizé el fraccionamiento de la sangre centrifugando a 3500
rpm por 10 minutos, y se obtuvo el pellet de leucocitos que se suspendié con 3 mL de buffer de
lisis (Tris-HCI 10 mM, NaCl 400 mM y Na, EDTA 2 mM, pH 8.2) 0.2 mL de dodecilsulfato
sodico (SDS) a 10 % y 0.5 mL de solucion proteinasa K (1 mg de proteinasa K en 1 % de SDS y
Na,EDTA 2 mM), y se dejo6 en digestion por 12 horas a 37 °C.

Una vez completa la digestion se agregé 1 mL de NaCl 6 M y agitd en voértex por 15
segundos, seguido de una centrifugacion a 2500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se
recupero y se le afiadio 2 volumenes de etanol absoluto, invirtiendo los tubos varias veces hasta
que el ADN precipitd. EI ADN precipitado se recolectd por centrifugacion a 12000 rpm por 10

minutos.
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Se realizaron dos lavados, antes de transferir el ADN obtenido a tubos de micro
centrifuga de 2 mL. Las muestras se resuspendieron en 200 pL de agua ultrapura y se disolvieron

a temperatura ambiente, antes de ser conservadas a -20 °C (Miller, Dykes, & Polesky, 1988).

5.8. Cuantificacion y cualificacion de ADN

Después de la extraccion se evalud la integridad del ADN por electroforesis de acidos
nucleicos en un gel de agarosa a 1 %, en tampon TAE 1X, usando como buffer de carga 2 uL de
EZ-Vision® y 2 uL de azul de bromofenol; la electroforesis se realizd a 90 V por 30 minutos.
Adicionalmente, se calculd la concentracion de ADN por espectrofotometria, en el
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. 2013),
usando 1 pL de muestra), y el mismo volumen de agua ultra pura de grado molecular como
blanco; el andlisis se realizd con los parametros fijados para acidos nucleicos y las constantes

apropiadas para ADN.

5.9.  Analisis de muestras de interés

Todas las muestras de ADN fueron enviadas para su andlisis en los laboratorios de
Macrogen Korea en la ciudad de Geumcheon-gu, Seul, en la Republica de Corea. Para estos

analisis se seleccionaron dos pares de primers universales, uno para el exon 10 y otro para el 11
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del gen BRCAL, su posicion en el gen fue determinada por su grado de significancia, usando la
herramienta BLASTn  (Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990), tomando como
secuencia de referencia la reportada para el gen completo en en GenBank (NG_005905) tal como

se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencias primer para la amplificacion para el exén 10 y 11 del gen BRCAL.

Posicién en el gen

Nombre del primer Secuencia (Cbdigo de acceso  Tamafio (pb)
NG_005905)
GTAAAACGACGGC
BRCA1-ex10-2_m13-
CAGTCTCACTAAAG
F (Forward)
ACAGAATG
1 123365 — 123577 212
GCGGATAACAATTT
BRCA1-ex10-2_m13-
CACACAGGCTTTCT
R (Reverse)
GAATGCTGCTAT
AATACGACTCACTA
BRCA1l-ex11 t7-F
TAGAATCCAGTCCT
(Forward)
GCCAATGAG
2 126877 - 127155 268
ACACACCACAGGA
BRCA1-ex11 sp6-R
AACGTAAGATATCA
(Reverse)
CAGTGGATTTA
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5.10. Amplificacion por PCR

Se realizd un proceso de optimizacion de la amplificacion, para garantizar la calidad de
los productos a analizar. De acuerdo a las especificaciones realizadas por los laboratorios de
Macrogen Corea, para la amplificacion por PCR se usaron concentraciones en el rango de
25~100ng de muestra por reaccion. La optimizacion inicial del procedimiento se realizd con
variaciones en las temperaturas de anillamiento entre 45 °C y 68 °C. La visualizacion de las
bandas de los productos se realiz6 en gel de agarosa a 1 % en tampdén TAE 1X, usando una
escalera de tamafio molecular de 1 Kb.

Con base en los resultados de optimizacion, las reacciones finales para los dos set de
primers se realizaron a una temperatura de anillamiento de 60°C en un termociclador DNA
Engine Tetrad 2 Peltier (BIO-RAD), con una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos
para activar la Taq polimerasa Cr. MAX DNA Polymerase (Doctor protein, cat.no.: DR00302);
posteriormente  se realizaron 35 ciclos de desnaturalizacion de 94 °C por 30 segundos,
anillamiento por 30 segundos y extension de 72 °C por un minuto. La extension final fue de 10
minutos a 72 °C.

La purificacion de los productos de amplificacion se llevé a cabo usando la placa de

filtracion Multiscreen (Milipore Corp.) y fueron conservados a 4 °C hasta su uso.

5.11. Secuenciacién de ADN
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Los productos de amplificacidn se secuenciaron por el método Sanger, usando el kit de
secuenciacion BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) y el
secuenciador ABI PRISM 3730XL Analizer de 96 capilares en Macrogen Corea. La
secuenciacion se realizd6 en ambos sentidos, Forward y Reverse, para poder verificar la

integridad y calidad de las secuencias obtenidas.

5.12. Anélisis y procesamiento de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron contrastadas con la secuencia de referencia para el gen

BRCAL en la base de datos GenBank (cddigo de acceso NG_005905), mediante alineamiento de

secuencias con el programa ClustalX 2.1 (Larkin, et al., 2007) y fueron visualizadas en Bioedit.
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6. RESULTADOS

6.1. Poblacion de estudio

Se revisaron noventa y nueve (99) historias clinicas de pacientes diagnosticadas con

carcinoma ductal invasivo, de las cuales se seleccionaron once que cumplian con los criterios de

inclusion. De ellas, nueve aceptaron participar en la investigacion, y aparecen registradas, en

conjunto con tres controles, en la tabla 3.

Tabla 3. Pacientes, familiares y controles incluidos en el muestreo.

Lugar de
Cadig Diagnostico  Estadi  Antecedentes Edad de
Descripcion procedenci
0 histologico 0 familiares diagnostico
a
Carcinoma Hermana
P1C Paciente 1 ductal A (cancer de Tuquerres 47
invasivo mama)
Hermana
P1F - - - Thaquerres -
paciente 1
Carcinoma Tia materna
pP2C Paciente 2 ductal 1B (Cancer de Pasto 41
invasivo mama)
Madre
P2F - - - Pasto -
paciente 2
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Lugar de
Cadig Diagnostico  Estadi  Antecedentes Edad de
Descripcion procedenci
0 histologico 0 familiares diagnostico
a
Carcinoma
ductal con
P3C Paciente 3 A No La Cruz 31
diferenciacio
n apocrina
Hija
P3F - - - Pasto -
Paciente 3
Carcinoma
Paciente 4 Hermana
ductal
PAC  (hermanade 1A (cancer de Sandona 51
invasivo bien
paciente 9) mama)
diferenciado
Carcinoma Tia paterna
P5C Paciente 5 ductal 1A (cancer de Pasto 39
invasivo mama)
Hija
P5F - - - Pasto -
Paciente 5
Carcinoma
Dos tias
ductal
maternas
P6C Paciente 6 invasivo no 1B Pasto 75
(cancer de
diferenciado
mama)

multicéntrico
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Lugar de

Cadig Diagnostico  Estadi  Antecedentes Edad de
Descripcion procedenci
0 histologico 0 familiares diagnostico
a
Hija
P6F - - - Pasto -
Paciente 6
Carcinoma
p7C Paciente 7 ductal 1A No Pasto 34
invasivo
Madre
P7F - - - Pasto -
paciente 7
Carcinoma Dos hermanas
P8C Paciente 8 ductal 1A (cancer de Pasto 44
invasivo mama)
Hermana
P8F - - - Pasto -
paciente 8
Carcinoma Hermana
PaC Paciente 9 ductal [JAN (cancer de Sandona 50
invasivo mama)
Hija
POF - - - Sandona -
paciente 9
C1 Mujer sin cancer, sin antecedentes
C2 Mujer con enfermedad asociada al seno sin especificar
C3 Mujer sin cancer, sin antecedentes

49



6.2.  Cuantificacion y cualificacion del ADN

Los analisis de electroforesis (Figura 1) y de la espectrofotometria (Tabla 4) indican que,
aunque la calidad de las muestras no es ideal, esta en el rango de 1.13 y 1.74 (promedio: 1.51), y
cumple con los valores minimos para realizar andlisis posteriores. La lectura de absorbancia a
260 nm permite el célculo de la concentracion de acido nucleico (en valores dados en ng/uL), y
evaluar el grado de pureza mediante el examen de la absorcién para las longitudes de onda de
230 nm y 280 nm; La relacion entre estos, que para ADN es de 1.8 para la relacién 280/260 y 1
para la relacion 260/230, indicara la presencia de contaminantes (Desjardins & Conklin, 2010)
(Tabla 4). El anélisis de electroforesis muestra que ADN obtenido presentaba una integridad
adecuada, y se pudo determinar que se obtuvo entre los 93.4 ng/pL y 485.7 ng/pL (promedio
223.7 ng/uL) de concentracion por la cuantificacion de acidos nucleicos, cumpliendo asi con las
condiciones minimas necesarias establecidas por Macrogen para la realizacion de los analisis de
PCR vy secuenciacién (concentracion minima de 50ng/pL, sin especificar condiciones de pureza)

(Macrogen International Sales Team, s.f.).
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Figura 1. Resultados de electroforesis. Las siglas indicadas refieren a los codigos dados

para cada paciente. Fuente: esta investigacion

Tabla 4. Resultados de espectrofotometria, dados en (ng/pL).

Acido nucleico

Codigo A260 (Abs*) A280 (Abs) 260/280  260/230
(ng/pL)
P1C 110.2 2.204 1612 1.37 0.88
P1F 163.8 3.276 1.879 1.74 1.25
P2C 227.8 4.557 3.150 1.45 0.77
P2F 440.2 8.804 6.037 1.46 0.66
P3C 277.4 5.549 3.480 1.59 0.88
P3F 136.6 2.732 1.764 1.55 0.63
P4C 301.2 6.024 4.052 1.49 0.77
P5C 188.5 3.770 2.648 1.42 0.67

Codigo  Acido nucleico  A260 (Abs*) A280 (Abs) 260/280  260/230
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(ng/ulL)

PSF 117.0 2.340 1.449 1.62 0.98
P6C 93.4 1.868 1.659 1.13 0.38
P6F 194.4 3.889 2.575 1.51 0.64
p7C 242.5 4.850 2.881 1.68 1.30
P7F 210.2 4.204 2.468 1.70 1.47
P8C 171.1 3.422 2.377 1.44 0.69
P8F 300.9 6.018 4.680 1.29 0.57
POC 485.7 9.715 6.704 1.45 0.43
POF 127.4 2.548 1.692 1.51 0.81
C1 187.1 3.742 2.454 1.53 0.65
C2 379.3 7.587 4.674 1.62 0.57
C3 118.6 2.372 1.608 1.47 0.63

Las siglas indicadas refieren a los cddigos dados para cada paciente.

*Abs: Absorcién

6.3.  Amplificacion por PCR

El gradiente en las temperaturas usado para la optimizacién de la PCR, y los resultados
de la optimizacion en los geles de agarosa se muestran en la figura 2. Se tomaron las bandas con
mayor integridad para determinar la temperatura de anillamiento a la que se debian realizar los

demas procedimientos.
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La temperatura de anillamiento méas adecuada para el set de primers del exén 11 fue de
58°C y para los del exon 10 fue de 61,5°C, la distribucion de los pozos se muestra en la tabla 5;

los resultados de la electroforesis se muestran en la figura. 3.

Figura 2. Resultados de electroforesis de los productos amplificados para la
optimizaciéon de PCR. “#1” hace referencia al set de primers BRCAl-ex11 t7-F y BRCAI-
ex11l_sp6-R, “#2” refiere al set de primers BRCA1-ex10-2_m13-F y BRCA1-ex10-2_m13-R.
Fuente: esta investigacion

Con base en estos resultados Macrogen establecié 60°C como temperatura optima de
anillamiento para ambos sets tomados como base del promedio de las temperaturas optimas
determinadas para cada uno de los sets de primers de amplificacién. La distribucién de la
amplificacion de las muestras de la poblacion de estudio en los pozos del analisis de
electroforesis se presentan la tabla 5 y se visualizan en las imagenes de la electroforesis de la

figura 3.
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Tabla 5. Distribucion de las muestras en los pozos de electroforesis de los productos
amplificados de la PCR. La terminacion “A” hace referencia al set de primers BRCA1-ex11_t7-F
y BRCA1-ex11 sp6-R, la terminacién “B” refiere al set de primers BRCA1-ex10-2_m13-F y

BRCA1-ex10-2_m13-R.

Pozo
A B C D E F G H
Muestra

1 P1CA P1FA P2CA P2FA P3CA P3FA P4CA P5CA
2 P5FA P6CA P6FA P7CA P7FA PBCA P8FA P9CA
3 POFA C1A C2A C3A P1CB P1FB P2CB P2FB
4 P3CB P8CB P4CB P5CB P5FB P6CB P6FB P7CB
5 P7/FB P8CB PBFB P9CB P9FB CiB C2B C3B

Figura 3. Resultados de electroforesis para los productos amplificados de la PCR

acorde con los parametros mencionados en la tabla 5. Fuente: esta investigacion
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6.4.  Andlisis y procesamiento de secuencias

Los cromatogramas recibidos de los analisis realizados en los laboratorios de Macrogen
Corea, fueron dados en formato ABI (*.abi, *.ab1) (anexo 4), revisados y editados con la funcion
Edit/View Sequencer Files (Trace) del programa MEGA 7.0.18 (Kumar, Stecher, & Tamura,
2016); una vez editadas y corregidas, se guardaron en formato fasta (*.fas, *.fa, *.seq, *.fsa)

La secuencia del gen BRCA1l usada para el andlisis fue obtenida mediante el
alineamiento de la secuencia reportada como de referencia en GenBank (c6digo de acceso
NG_005905, actualizada el 12 de julio de 2017). Las secuencias Forward para ambos exones se
alinearon con la secuencia del gen BRCA1 completo, usando el programa ClustalW (Larkin, et
al., 2007), y visualizados en BioEdit (Hall T. A., 1999).

Se comprob0 si las secuencias Forward y Reverse para ambos fragmentos eran
complementarios mediante el alineamiento de las dos secuencias generadas para cada par de

primers (figura 4), con ello se verifico la calidad de la secuenciacion.
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EETE_BRCAL-exl0-Z ali-R
E7CE_ERCAL-exl0-Z ali-E
E7CE_BRCAL-exl0-Z ali-R
EECE_BRCAL-exl0-Z ali-R
EEFE_BRCAL-exl0-Z ali-R
ESCE_BRCAL-exl0-Z ali-R
ESTE_FRCAL-exl0-Z ali-R

gt an
30 7
BAGG GRAG GRER GRRGR AGGG
AAGG GRAG GRRR GAAGA AGGG
BAGG GRAG GRAR GAAGAE ACGE
BAGG GRAG GRER GRRGR AGGE
BAAGG GBAG GRRA GAAGA AGGG
BAGG GRAG GRAR GAAGAE ACGE
BAGG GRAG GRRER GRRGR AGGE
BAAGG GBAG GRRA GAAGA AGGG
BAGG GRAG GRAR GAAGAE ACGE
BAGG GRAG GRRER GRRGR AGGE
BAAGG GBAG GRRA GAAGA AGGG
BAGG GRAG GRAR GAAGAE ACGE
BARGG GRAG GRER GRAGR AGGG
ARGG GBAG GRRA GAAGA AGGG
BAGG GRAG GRER GARGR ACGGG
BARGG GRAG GRER GRAGR AGGG
BRGG GBAG GRBA GARGA BGGG
BAGG GRAG GRER GARGR ACGGG
BARGG GRAG GRER GRAGR AGGG
BRGG GBAG GRBA GARGA BGGG
BAGG GRAG GRER GARGR ACGGG
BAAGG GRAG GRRR GAAGA AGGG
BRGG GBAG GRBA GARGA BGGG
BAGG GRAG GRER GRRGR AGGE
AAGG GRAG GRRR GAAGA AGGG
BAGG GBBG GRAR GARAGE BGGE
BAGG GRAG GRER GRRGR AGGE
AAGG GRAG GRRR GAAGA AGGG
BAGG GBBG GRAR GARAGE BGGE
BAGG GRAG GRER GRRGR AGGE
AAGG GRAG GRRR GAAGA AGGG
BAGG GRAG GRAR GAAGAE ACGE
BAGG GRAG GRER GRRGR AGGE
BAAGG GBAG GRRA GAAGA AGGG
BAGG GRAG GRAR GAAGAE ACGE
BAGC GRAG GAGRG GRARR GARGE AGGE

BRRRRC
AABARG
BRLRRC
BRRRRC
ARBARG
BRLRRC
BRRRRC
ARBARG
BRLRRC
BRRRRC
ARBARG
BRLRRC
BARRRRG
ARBARG
BRRRRC
BARRRRG
BABRARG
BRRRRC
BARRRRG
BABRARG
BRRRRC
ARBARG
BABRARG
BRRRRC
AABARG
BBLRRAC
BRRRRC
AABARG
BBLRRAC
BRRRRC
AABARG
BRLRRC
BRRRRC
ARBARG
BRLRRC
LRLRRC

L BRCAI-exll t7
% BRCAl-ex1l t7
BRCRl-exll 7
BRCRl-exll t7
BRCAl-ex11l ©7T
BRCRl-exll 7
BRCRl-exll t7
BRCAl-ex11l ©7T
BRCRl-exll 7
BRCRl-exll t7
BRCAl-ex11l ©7T
BRCRl-exll 7
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BRCRl-exll 7
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Figura 4. Alineamiento de la secuencia Forward y la secuencia complementaria
Reverse para los amplificados de los exones 10 (superior) y 11 (inferior). Fuente: esta

investigacion

6.4.1. Analisis de secuencias amplificadas del exon 10

Para el exon 10 (Figura 5), se encontrd una variacién comin a la muestra P4C (Paciente
4 con cancer) y P9C (Paciente 9 con cancer), ubicada en la posicién 1186, que corresponde al

cambio de nucleétido de Adenina (A) a Guanina (G) (figura 6). La mutacion, 1186A>G, aparece
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previamente reportada por Friedman et al (1994) y Ladopoulou et al (2002), y tiene 29 reportes

en el BIC, como una mutacion con cambio de sentido, que causa un polimorfismo neutro, con

una variacion de glutamina (GIn) por arginina (Arg) en el codon 356.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias Forward resultado para el exén 10. Fuente:
esta investigacion.
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Figura 6. Variaciones encontradas en las secuencias de las muestras P4C y P9C para el
exon 10. C1 es la secuencia control que no presenta variaciones frente a la secuencia original
(Abajo, alineamiento de C1 con la secuencia reportada). Fuente: esta investigacion

6.4.2. Andlisis de secuencias amplificadas del exon 11

Para el exdn 11 (Figura 7) se encontrd una mutacion en la muestra P5C (paciente 5 con
cancer) en la posicion 4224, correspondiente al cambio de nucledtido G (guanina) por C
(citosina) (Figura 8), y lleva al cambio del nucleétido Glutamina (GIn) por Histidina (His) en el
codon 1408 (figura 9). Esta mutacion, 4224G>C, no aparece reportada en la base de datos ni en
la literatura consultada. Es interesante también mencionar el caso de la P2C (paciente 2 con

cancer) en la que la muestra no se secuencio el exon.
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias Forward resultado para el exén 11. Fuente:

esta investigacion
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Figura 8. Variacion encontrada en la secuencia de la muestra P5C para el exon 11. C1
es la secuencia control que no presenta variaciones frente a la secuencia original (Abajo,

alineamiento de C1 con la secuencia reportada). Fuente: esta investigacion
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Figura 9. Secuencia peptidica de la mutacion encontrada en la muestra P5C para el

exon 11. Fuente: esta investigacion

Segun la traduccion a proteinas realizado in silico, usando el programa BioEdit (Hall T.
A., 1999) para ambos fragmentos amplificados, se observo que ninguna de las dos mutaciones
descritas resultaron en el cambio del marco de lectura del gen BRCAL, por esto, se debe realizar
un andlisis especifico para la determinacién de la presencia de mutaciones genéticas

biolégicamente relevantes, como el Test de Proteina Truncada, que ayuda a determinar
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variaciones que conllevan a la prematura terminacion de la sintesis proteica (Hogervorst, et al.,
1995).
Por el tamafio muestral, no se puede determinar frecuencia, ni la penetrancia de las

mutaciones en la poblacion.

60



7. DISCUSION

Las muestras presentaron valores para la relacion 280/260, varian entre 1.13 'y 1.74, que
estan por debajo de los valores considerados como ideales en la cuantificacion de &acidos
nucleicos, sin  embargo, la cualificacion por electroforesis y cuantificacion por
espectrofotometria indicaron que las muestras tenian una integridad adecuada y la concentracion
requerida por los laboratorios de Macrogen Corea para el analisis (Macrogen International Sales
Team, s.f.), (Figura 3); la determinacion de la calidad de las muestras por geles de agarosa puede
estar afectada por las condiciones de corrida, los reactivos usados, los métodos de extraccion de
ADN, la presencia de sales o etanoles (Lee, McCord, & Bruel, 2014), hechos que probablemente
explican los resultados observados en la figura 1. Sin embargo, en la figura 3 se puede apreciar
una alta especificidad y definicion de las bandas obtenidas en la electroforesis de los productos
amplificados y en el anexo 4 muy pocas variaciones en las amplitudes de las curvas de cada
nucleétido, la poca cantidad de ruidos que indiquen contaminacion por ARN y proteinas, e
identidades claras para cada una de las secuencias en los cromatogramas; esto evidencia que las
muestras obtenidas poseian una calidad adecuada para la realizacion de la secuenciacion (Center
for Gene Research & Biotechnology, 2005; COMAYV Institute, s.f.). La presencia de algunos
residuos de sales o etanoles son propios del proceso de extraccion de ADN pueden provocar en
un cambio de pH que explicaria el origen de los bajos valores en la cuantificacion (Desjardins &
Conklin, 2010).

En este estudio se describieron las mutaciones encontradas en un grupo de 9 pacientes
con cancer de seno familiar del municipio de Pasto, Narifio, y 8 familiares (dos de las pacientes

estan relacionadas en primer grado de consanguinidad, y se tomaron como un solo grupo
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familiar) en primer grado de consanguinidad, ademas de dos controles. Si bien ya se han
realizado estudios anteriores en Colombia referentes al gen BRCAL (Torres, et al., 2007; Torres,
et al., 2009; Ortiz, et al., 2012), éste es, para nuestro conocimiento, el primero realizado para la
zona andina del departamento de Narifio.

El exdn 10 es el de mayor tamafio en el gen BRCAL, y uno de los més grandes en todo
el genoma humano; comprende 3426 pares de bases, y, por esto, y por el efecto que se cree
posee en localizacién de mRNA y propiedades proteicas pro-oncogeénicas, es en éste exon en el
que se enfocan la mayoria de estudios que describen mutaciones que afecten el desarrollo
temprano del cancer de mama, los cuales, generalmente, son pequefios cambios nulos que
inactivan el gen (Rohlfs, et al., 2000; Lalloo & Evans, 2012; Raponi, et al., 2014).

El exdn 11, de 115 pares de bases, esta ubicado en la posicion 126877-127155 del gen
(en la secuencia con cédigo de acceso en GenBank NG_005905) y se considera también como de
importancia, pues al igual que en ex6n 10, posee dominios de union a proteina y esta asociado a
un alto numero de vias celulares, (Clark, Rodriguez, Snyder, Hankins, & Boehning, 2012;
Raponi, et al., 2014). En este estudio, el exén 11 completo fue amplificado y analizado, pero no
se encontr6 ninguna de las mutaciones reportadas en la base de datos BIC (Breast Cancer
Information Core, 2012).

Se encontraron dos mutaciones: 1186A>G (ubicada en el exén 10) y 4224G>C (ubicada
en el exén 11) (Figuras 5 y 7 respectivamente); de éstas, s6lo 1186A>G, ha sido reportada con
anterioridad en una poblacion griega y se describio que no presenta una importancia biolédgica
determinada (Friedman, et al., 1994; Ladoupulou, et al., 2002), éste es el primer reporte de esta
variante en un pais latino y al obtener la secuencia aminoacidica in silico se corrobora que se no

genera variacion en la cadena polipeptidica coincidiendo con los reportes previos. Esta variante
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se presentd en la misma familia, en dos hermanas diagnosticadas con cancer de seno a los 50 y
51 afios, por ello seria interesante realizar un analisis mas profundo en la genealogia familiar de
estas dos pacientes.

La segunda mutacion, 4224G>C, se presentd en una mujer (P5C) diagnosticada de
cancer de mama a los 39 afios, con una tia paterna que también fue diagnosticada con la misma
enfermedad; si bien no hay un cambio en el aminoécido resultante en el codén 1408, que se
mantiene como Glutamina (GIn; Q), no se conoce su verdadera importancia clinica, pues, aunque
el marco de lectura de la sintesis de proteinas no fue afectado, es necesario realizar un analisis
que indique la relevancia bioldgica de la misma.

Cabe resaltar los casos de la paciente 2 (P2C) y del control 3 (C3), en cuyas muestras no
fue posible obtener la amplificacion del exdn 11, para el primer caso, ni de ninguno de los dos
exones, para el segundo. Esto pudo ser ocasionado por las condiciones de PCR que se utilizaron,
en las que se estandarizo la temperatura de anillamiento para todas las muestras a 60°C; en
muestras con menor concentracion y pureza la amplificacion posiblemente no se dio de manera
correcta, y las cantidades obtenidas no fueron las adecuadas para una secuenciacion que bridara
resultados observables.

Este es un estudio preliminar, cuyo objetivo principal era la descripcién de mutaciones
propias de pacientes del departamento de Narifio. Las mutaciones 3450delCAAG vy
3034delACAA, reportadas como fundadoras y propias de poblaciones colombianas en estudios
anteriores se encuentran en posiciones del gen diferentes a las analizadas en este estudio (Torres,
et al., 2007; Torres, et al., 2009; Ortiz, et al., 2012). En el estudio de Torres et al. (2007) los
exones 10 y 11 fueron secuenciados en su totalidad para su andlisis, pero no se observaron

mutaciones similares a las encontradas en el presente estudio. De manera similar, ninguna de las
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mutaciones encontradas en este analisis coincide con otras reportadas para Colombia o
Latinoamérica (Ossa & Torres, 2016).

El hecho que en esta investigacion, con un numero limitado de casos, se hayan
encontrado mutaciones diferentes a las ya descritas para el pais, e incluso, una mutacion sin
previo registro, resalta la necesidad incrementar estudios con poblacion del departamento de
Narifio ya que como se menciono previamente, el mestizaje regional es diferente al del resto del
pais presentando un gran aporte genético indigena (entre 43-52%) mientras en otras regiones se
observan mayores aportes de genotipo caucésico y africano (Sanabria, Mufioz, & Vargas, 2009).

La eficiencia de un anélisis epidemioldgico estd determinada por la cantidad de
pacientes y la calidad de los datos obtenidos (WHO 2011), debido al tamafio reducido de la
muestra no se pudo determinar frecuencia, ni la penetrancia de las mutaciones en la poblacion,
aungue se pudo observar una incidencia poblacional de 2/9 pacientes para la mutacion 1186A>G
y de 1/9 pacientes para la mutacién 4224A>G coincidiendo con los valores de porcentajes de
incidencia de mutaciones reportados para el gen que estan en un rango del 15 al 20%
(Venkitamaran, 2002; Venkitamaran, 2009; Narod & Rodriguez, 2011; Preventive Services Task
Force Recommendation, 2013; Harris, Lippman, Morrow, & Osborn, 2014). Por ello es
necesario continuar con este tipo de estudios incrementado el nimero de participantes para
obtener resultados que podrian contribuir al desarrollo de pruebas especificas que faciliten la
deteccion de mutaciones en individuos que se califican como de riesgo dentro de la poblacién
narifiense, y de esa manera contribuir al conocimiento en mutaciones del gen BRCA1 en

poblaciones latinoamericanas.
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CONCLUSIONES

1. A pesar del reducido tamafio de muestra es importante resaltar que se encontraron dos
mutaciones nuevas para los exones 10 y 11 del gen BRCA1, que no habian sido
reportadas para Colombia ni Latinoamérica, La mutacién del exén 10 habia sido
reportada previamente para poblaciones griegas y la mutacion para el exén 11 no habia

sido reportada previamente.

2. La incidencia poblacional es de 2/9 pacientes para la mutacion 1186A>G y de 1/9
pacientes para la mutacién 4224A>G, coincidiendo con los valores de porcentajes de

incidencia reportados en estudios previos (15-20%) para este gen.

3. Debido al gran aporte indigena en poblaciones narifienses, el mestizaje regional es
diferente al del resto del pais; por ello es necesario continuar profundizando en este tipo
de estudios que permitan conocer las mutaciones mas frecuentes propias de la poblacién

del sur-occidente colombiano.
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RECOMENDACIONES

Los hallazgos indicativos de este estudio hacen evidente la necesidad de la ampliacion
de la muestra y de los anélisis que describan las mutaciones asociadas a una poblacion particular;
no solo para aumentar el conocimiento existente respecto a variaciones en los genes dentro de las
poblaciones latinas, sino porque la determinacién de mutaciones fundadoras comunes a la region,
su frecuencia y prevalencia, permitiria centrar el andlisis en éstas, reduciendo los costos y

aumentando la accesibilidad de los exdmenes genéticos para mas pacientes y sus familias.
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ANEXOS

Anexo 1: Formato de autorizacion institucional

San Juan de Pasto, Fecha

Yo mayor de edad, identificado (a) con C.C.

No. de , declaro que conociendo los objetivos de la investigacion

“DESCRIPCION DE MUTACIONES PRESENTES EN EL GEN BRCA1 EN PACIENTES
CON CANCER DE SENO FAMILIAR EN EL DEPARTAMENTO DE NARINO” y en mi

calidad de del , doy mi autorizacion para que Valeria Paz

Figueroa, identificada con C.C. No. 1085299584 de Pasto; estudiante de Biologia de la
Universidad de Narifio y miembro del grupo de investigacién de Salud Publica de la Universidad
de Narifio; con la asesoria de la docente Jaqueline Mena, lleven a cabo el proceso investigativo

con la comunidad del

Firma.

Cédula.
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Cargo.

Anexo 2: Resumen ejecutivo presentado a los pacientes.

INFORMACION SOBRE LA INVESTIGACION

INVESTIGADOR PRINCIPAL: VALERIA PAZ FIGUEROA
ASESOR DE INVESTIGACION: PHD. JAQUELINE MENA HUERTAS
DRA. MARIA CLARA YEPEZ

AREA DE INVESTIGACION: ESTUDIOS GENETICOS DE CANCER DE MAMA

FAMILIAR EN EL MUNICIPIO DE PASTO.
INSTITUCION PARTICIPANTE: UNIVERSIDAD DE NARINO

Estudio aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Narifio, mediante acta No.

XXXX.

El cancer de seno es una enfermedad relativamente comun, asociado a multiples factores de
riesgo, como el género, la edad de la primera menstruacion y de la menopausia, e incluso habitos
de vida. Se ha determinado que existe también un riesgo asociado a la herencia de mutaciones en

un grupo de genes supresores de tumores, conocidos como los genes BRCA, que pueden
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aumentar de manera considerable el riesgo a presentar cancer de mama y ovario de forma

temprana y mas agresiva, y que varian entre poblaciones humanas.

La determinacion de este tipo de mutaciones resultaria beneficiosa no sélo para los pacientes
afectados, sino también para sus familias y la poblacion en general, pues resultaria en un manejo
mas adecuado al cancer de mama, y la ejecucion de tratamientos preventivos para reducir el

riesgo de aparicion cuando se conocen antecedentes.

Esta investigacion pretende describir las mutaciones presentes en el gen BRCAL en pacientes
afectados con cancer de seno familiar diagnosticadas en el municipio de Pasto, y serd coordinada
por la Profesora Jaqueline Mena Huertas, adscrita al programa de Biologia, y por Maria Clara
Yépez, Master en ciencias Biomédicas, directora de la Linea de investigacion sobre prevencion

del cancer de la Universidad de Narifio.

Con el fin de desarrollar el proyecto, solicitamos su colaboracién para acceder a su historia
clinica, ademas de responder una encuesta con preguntas relacionadas con factores asociados a la
aparicion de la enfermedad. Si usted acepta participar se le solicitard permitir la toma de
muestras de sangre que se utilizaran Unicamente para este estudio, y se le solicitara acudir

nuevamente al lugar de investigacion o ser contactado por el investigador una o dos veces.

Segun la resolucion 008430 de 1993 vigente en Colombia, ésta es una investigacion con riesgo
minimo, pues se le tomaran muestras de cerca de 5mL de sangre una o dos veces, las cuales
seran tomadas por personal experto, con un riesgo minimo para su salud, salvo en los casos en
los cuales se pueden presentar pequefios hematomas (moretones en el sitio de puncién, que
desaparecen espontaneamente), de las cuales se extraera el material genético (ADN) necesario

para la investigacion.
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Es posible que en el estudio se revelen hallazgos que tengan aplicaciones clinicas; de suceder

esto, le pediremos autorizacion para informar a su médico tratante al respecto.

Su participacion es voluntaria. Si usted decide no participar o retirarse del estudio en cualquier
momento, aun cuando haya iniciado su participacion del estudio puede hacerlo sin que esto
ocasione una sancion o castigo para usted. Si acepta, garantizamos que toda la informacion
suministrada serd& manejada con absoluta confidencialidad, sus datos personales no seran
publicados ni revelados, y el investigador principal se hace responsable de la custodia y

privacidad de los mismos.

Por favor, no dude en contactarnos si desea mas informacion, o quiere discutir cualquiera de los
aspectos relacionados con su participacion en el estudio, y con el uso de las muestras que usted
donara. Nos puede contactar en el departamento de Biologia de la Universidad de Narifio al
teléfono 7311449 Ext. 263 o al 7312283, o al correo electronico de la investigadora principal del
proyecto  (valeria_920928@yahoo.es) o de la asesora de la investigacion

(jmenahuertas@ymail.com).

Muchas gracias por su colaboracién, y estaremos atentos a sus comentarios.
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Dra. Maria Clara Yépez PhD. Jaqueline Mena Huertas Valeria Paz Figueroa

Asesor Proyecto Asesor Proyecto Investigador principal
Directora CESUN Profesora Dpto. de Biologia Estudiante Biologia
Universidad de Narifio Universidad de Narifio Universidad de Narifio

Anexo 3: Formato de consentimiento informado presentado a los pacientes que cumplen los

criterios de inclusion.

UNIVERSIDAD DE NARINO
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales — Departamento de Biologia
Descripcion De Mutaciones Presentes En El Gen BRCAL En Pacientes Con Cancer

De Seno Familiar En EI Municipio Departamento de Narifio

CONSENTIMIENTO INFORMADO O AUTORIZACION PARA REVISION DE

MI HISTORIA CLINICA Y ESTUDIO DE INVESTIGACION

Yo, mayor de edad, identificado (a) con
C.C. de , actuando en nombre propio 0 como representante
legal de identificado (a) con No.
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DECLARO:
Que he recibido toda la informacién clara y concreta por parte de Valeria Paz Figueroa,

estudiante de Biologia de la Universidad de Narifio, el dia___ del mes de del afio

____, sobre el trabajo de investigacion “Descripcion De Mutaciones Presentes En EI Gen
BRCA1 En Pacientes Con Céancer De Seno Familiar En El Departamento de Narifio”
realizara a su cargo y con la docente Jaqueline Mena Huertas, para revisar historias clinicas y
para participar en el trabajo de investigacion mediante la extraccion de una pequefia muestra
(hasta 5mL) de sangre periférica realizado por un profesional de la salud. Esta es un

procedimiento de bajo riesgo, con pocas complicaciones.

Me ha advertido que, en la revision de mi historia clinica, o en la investigacion en la que
participo, en ningin momento se hara publico mi nombre y/o documento de identificacién, como
tampoco saldran a la luz publica hechos relacionados que puedan identificarme y sobre los cuales
se guardardn siempre y en todo momento del estudio, todas las reservas y discrecionalidades

correspondientes.

Me ha explicado y he comprendido satisfactoriamente la naturaleza y propoésito del

estudio aludido y de las posibles implicaciones que podria tener. He podido preguntar mis

inquietudes al respecto y recibido las respuestas y explicaciones en forma satisfactoria.

También se me ha informado de mi derecho a rechazar esta autorizacion o revocarla

cuando asi yo lo requiera.

83



He sido interrogado (a) sobre la aceptacidén o no, de esta autorizacion para este estudio,

por lo tanto,

AUTORIZO

Para que Valeria Paz Figueroa y Jaqueline Huertas del grupo de investigacion de Salud

Publica de la Universidad de Narifio, revise mi historia clinica y extraiga una pequefia muestra de

sangre periférica por venopuncion en un maximo de dos ocasiones.

Se firma el presente documento a los dias de del

Nombre:

Cédula:

Investigador
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Nombre:

Cédula:

Testigo

Nombre:

Cédula:
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Anexo 4. Cromatograma en formato ABI para la secuencia amplificada del exon 10 de BRCA1 de la paciente nimero 4

(P4C).



