Articulo de investigacion

IAMEDICINA

Interacciones génicas implicadas en la aparicion
anticipada de cancer de mama invasor en la
poblacion “paisa” - Colombia

Gene interaction implicated in genetic anticipation of invasive

breast cancer in a “paisa” population - Colombia

Juliana Maria Martinez-Garro' “¢, Salvador Alberto Calderén-del Valle?, Victoria Eugenia
Duque-Giraldo' ©*2¢, Pablo Andrés Guzman-Gonzalez?“2¢, Ana Cristina Muiioz-Corrales?,
Christian Restrepo-Henao*, Esteban Urrea-Morales*, Luis Javier Gallon-Villegas?

Fecha correspondencia:

Recibido: septiembre 24 de 2017.

Revisado: noviembre 16 de 2018.
Aceptado: enero 28 de 2019.

Forma de citar:
Martinez-Garro JM, Calderdn-
del Valle SA, Duque-Giraldo VE,
Guzman-Gonzalez PA, Munoz-
Corrales AC, Restrepo-Henao

C et al. Interacciones génicas
implicadas en la aparicidn
anticipada de cancer de mama
invasor en la poblacion “paisa”
- Colombia. Rev CES Med 2019;
33(1): 21-30.

Open access
© Derecho de autor

Licencia creative commons
Etica de publicaciones

Revisidn por pares
Gestidn por Open Journal System

DOI: http://dx.doi.org/10.21615/
cesmedicina.33.1.3

ISSN 0120-8705

e-ISSN 2215-9177

Comparte

GCODMARD

Resumen

El cancer de mama invasor es una neoplasia de origen multifactorial en
el cual estan involucrados tanto componentes genéticos, como no gené-
ticos, los cuales pueden modular su aparicion temprana. El objetivo de
este estudio es evaluar la participacion de los componentes genéticos.
Metodologia: se analizaron 165 mujeres con cancer de mama pertene-
cientes a la poblacion “paisa” y estratificadas por edad de diagnostico. Se
evaluaron variables no genéticas y, de forma indirecta, variables genéticas
usando marcadores tipo short tandem repeats (STR). Resultados: no se
detectaron diferencias en cuanto a los factores de riesgo no genético
entre pacientes mayores y menores de 50 anos, ni al evaluar los genes
de forma individual. Al comparar combinaciones genéticas se detectaron
dos interacciones génicas en mujeres menores de 50 anos: BRCA2-BRCA1
(p= 0,04) y BRCA2-ATM (p= 0,008). Conclusion: estos resultados sugie-
ren la participacion de la interaccion de dichos genes en la aparicién de
cancer de mama antes de los 50 anos. Dado que el estudio se hizo con
marcadores indirectos es necesario realizar estudios posteriores para
identificar las mutaciones funcionales que soporten estos hallazgos.

Palabras clave: Cancer de mama; Factor de riesgo; Genética humana;
Genética de poblacion.

Abstract

Invasive breast cancer is a multifactorial neoplasm, involving both gene-
tic and non-genetic components that modulate their early appearance of
the disease. The aim of this study was to evaluate the contribution of ge-
netic factors and disease. Methodology: 165 breast cancer patients stra-
tified by age and belonging to the “paisa” population participated in the
study. No genetic variables were controlled, and genetic variables were
indirectly evaluated using short tandem repeats (STR) markers. Results:
No differences were detected in non-genetic risk factors among patients
older and younger than 50 years, not even in the individual evaluation of
genes. When genetic combinations were evaluated, two interactions were
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El cdncer de mama es el
resultado de interacciones
complejas entre factores
genéticos y no genéticos. En
cuanto a los primeros, se
han descrito mutaciones en
genes de alta penetrancia
como BRCA1, BRCA2, TP53;
y genes de baja penetrancia
como RAD51, XRCC3 y ATM.

detected in women younger than 50 years: BRCA2-BRCA1 (p= 0,04) and BRCA2-ATM
(p= 0,008). Conclusion: These results suggest the involvement of gene interaction
BRCA1-BRCA2 and BRCA2-ATM genes in the case of early onset of breast cancer
(before the age of 50). Since the study was made with indirect markers, is necessary
to perform further studies to identify the functional mutations that support these
findings.

Keywords: Breast cancer; Risk factor, Human genetic; Genetics, Population.

Introduccion

El cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas comun y el mas recurrente
en las mujeres (1). Se estima que 1 671 149 casos nuevos fueron diagnosticados en
2012 y se presentaron 521 907 muertes, representando el 25,1 % de los casos (2).
En Colombia se estima una tasa de incidencia de 36 por cada 100 000 mujeres y una
mortalidad de 9,69 por cada 100 000 mujeres (3,4).

El cancer de mama es el resultado de interacciones complejas entre factores gené-
ticos y no genéticos. En cuanto a los primeros, se han descrito mutaciones en genes
de alta penetrancia como BRCA1, BRCA2, TP53; y genes de baja penetrancia como
RADb51, XRCC3 y ATM. Las funciones de estos genes estan relacionadas con la repa-
racion del acido desoxirribonucleico (ADN) y control del ciclo celular (5-11).

Como factores no genéticos se han asociado el uso de anticonceptivos y de hormonas
postmenopausicas, la edad de inicio del proceso reproductivo, el nimero de embara-
z0s, el consumo de bebidas alcohdlicas, el cigarrillo, el sobrepeso, la obesidad, la dieta
y el sedentarismo, entre otros (12,13).

De todos los eventos de cancer aproximadamente 10 % son debido a mutaciones
hereditarias (14), los cuales se caracterizan por tener presentacion temprana (antes
de los 50 anos) (15), y estar relacionada con factores observados en los genes antes
mencionados. Adicionalmente, la conjugacién de las mutaciones puede inducir a
fluctuaciones en los niveles de riesgo (16,17), razon por la cual los casos de cancer
de mama hereditarios son considerados heterogéneos. Ademas, se han identificado
en ciertas poblaciones mutaciones con una distribucion especifica de un lugar geo-
grafico y que han sido relacionadas con el desarrollo de la enfermedad (mutaciones
fundadoras) (14).

Estas mutaciones estan localizadas en alguna region del genoma que esta en desequi-
librio de ligamiento, transmitiéndose como una unidad (15). Asi, estos cambios ge-
néticos son heredados y estan restringidos a una o pocas poblaciones de una regién
geografica, situacion que ha sido reportada para la poblacion “paisa” (Antioquia,
Caldas, Risaralda y Quindio) para otras enfermedades (18,19) y que explica la gran
variabilidad encontrada en diferentes regiones (15,20).

Esta poblacion es particular dado que representa un caso de multiples fundadores,
con un patron de mezcla genética y un aislamiento geografico del resto de la pobla-
cién colombiana (21,22). Varias lineas de investigacion sugieren que esta comunidad
exhibe las caracteristicas de un aislado genético y aunque actualmente la poblacién
no se mantiene aislada, el efecto de esas condiciones aun no se ha dilucidado (23).

En base a lo expuesto, el objetivo de este estudio es evaluar los aspectos genéticos
previamente mencionados y reportados en otras poblaciones, para determinar su
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Se colectaron muestras de
165 mujeres diagnostica-
das con cancer de mama

y se les tomd una muestra
de sangre periférica para
obtener ADN. El material
genético fue cuantificado y
por reaccion en cadena de la
polimerasa se amplificaron
los marcadores tipo STR.
Luego se confirmd la ampli-
ficacion en geles de agarosa
y finalmente los genotipos
fueron resueltos en geles de
poliacrilamida y tincién con
nitrato de plata.

asociacion con el desarrollo de los casos tempranos de cancer de mama dentro de
la poblacidn paisa.

Metodologia

Se realizé un estudio retrospectivo de casos en poblacion “paisa”. Previo al inicio de
la investigacidn, el proyecto fue avalado por el comité de ética de la Universidad CES
gue determind que la investigacion era de riesgo minimo para los pacientes y que
sigue los principios éticos para investigaciones médicas en seres humanos descritos
en la declaracién de Helsinki.

Todos los individuos participantes tuvieron como criterio de inclusion que ellos, sus
padres y sus abuelos pertenecieran a esta poblacién y debian tener un diagnéstico
de cancer de mama verificado por un mastologo, tomando como base el estudio de
la anatomia patoldgica del tejido. Este grupo de individuos se estratificd en mayores
y menores de 50 anos, dado que la enfermedad presenta una penetrancia relacio-
nada con la edad.

El calculo del tamano de la muestra se realizd por separado para aquellos con edades
de diagndstico menores de 50 anos o mayores o iguales a 50 anos. Para su calculo
se utilizé la frecuencia del fenotipo la cual es del 10 % (23), un poder del 80 % y un
nivel de significancia del 5 %. Basado en esto, se colectaron muestras de 165 mujeres
diagnosticadas con cancer de mama (81 menores de 50 anos y 84 mayores de 50
anos).

Las muestras fueron captadas directamente por los investigadores en diferentes
centros hospitalarios de la ciudad de Medellin durante los anos 2013y 2014. A cada
individuo quien voluntariamente acepto participar en el estudio se le realizé una
encuesta personal acerca de su origen para verificar la pertenencia a la poblacion
de estudio, el criterio de los antecedentes familiares y para consultar sobre las dife-
rentes variables de riesgo no genético, tales como el indice de masa corporal, edad
de menarquia, edad de menopausia, edad del primer hijo, terapia de reemplazo hor-
monal, uso de anticonceptivos, consumo de cigarrillo y actividad fisica.

Ademas, se les solicité un consentimiento informado y se les tomo6 una muestra de
sangre periférica que fue usada para obtener ADN, empleando el método descrito
por Miller et al. (24); posteriormente, el material genético fue cuantificado y por me-
dio de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se amplificaron los marcadores
tipo STR (siglas en inglés de repeticiones cortas en tandem), los cuales se encontra-
ban cerca al gen de interés (cuadro 1) y tenian una heterocigosidad igual o superior al
60 %. Después de concluida la PCR se confirmé la amplificacion en geles de agarosa
al 1,5 % tenidos con bromuro de etidio y finalmente los genotipos fueron resueltos
en geles de poliacrilamida al 6 % y tincidén con nitrato de plata.

Para el analisis estadistico se evaluaron diferentes parametros genéticos poblacio-
nales (equilibrio de Hardy Weinberg, coeficiente de endogamia -FIS- y prueba de
desequilibrio gamético) como un referente de la distribucién de genotipos en los
grupos de estudio, usando el software Genepop versién 4,2 (30). Se establecio la
medida de desequilibrio gamético, la cual estima la combinacién no aleatoria de
alelos en cada grupo de estudio y lo compara contra el supuesto de que los genes,
segregan de forma independiente (15,20).
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Se encontré que en las
menores de 50 anos la edad
media de diagndstico fue de
42+56 anos y en las mayo-
res o iguales a 50 anos la
edad media de diagndstico
fue 56+8,3 anos.

Cuadro 1. Marcadores genéticos

Cebadores Referencias
Fe: AAA AAA TAA AAT AgTTT

D135260 999 99979 (25)

R ATT TAT AgC CAC TgT CAC CAC A

Fe. CAC ggT CAT gCT Cag gAC TA
D145292 (25)
R2: ggg ggT gAA CCT CAT ACA AA

F2: CCT ggC TTC AAA gAg ACT gC
D175855 (26)
R2: gTg CAA gAC TgC gTC TCA AA

Gen Marcador

BRCA2

XRCC3

BRCA1

F2: AgA ggC TgA AgT Agg AT
ATM D1152178 97 99% 197 A9 999 799 (27)

R2 ggg Tgg Aag gAA gAg gAA CT
D17S30 Fe: Cag AgA ggC CCT gCA Tag TC

TP53 (28)
R2: TCT CCC CAT AgC ATC CTC AC

F2: ACATTG CGT GAT TTC CAT GA
D155118 (29)

R TCA CAA AAA CTG GCATTT CAA

RAD51

°.F: Sentido R: Antisentido

Ambos grupos de edad fueron comparados mediante una prueba chi cuadrado de
independencia para identificar diferencias con respecto a los genotipos evaluados
y, cuando se requirio, se utilizd el test exacto de Fisher. Las variables no genéticas
fueron comparadas entre los dos grupos usando una prueba de Mann-Whitney para
el caso de las variables numéricas y mediante una prueba chi-cuadrado para el caso
de las variables dicotdomicas. El andlisis fue realizado en el software R (31).

Resultados

Entre las 165 muestras captadas hubo algunos datos faltantes dado que las pacien-
tes no aportaron la informacién solicitada, no se encontraba en la historia clinica o
la muestra bioldgica dio un resultado genético negativo. Se encontré que en las me-
nores de 50 anos la edad media de diagndstico fue de 42+5,6 anos y en las mayores
o iguales a 50 anos la edad media de diagndstico fue 56+8,3 anos. Con excepcién de
la edad de la menopausia, no se encontraron diferencias entre los dos grupos en las
variables no genéticas (cuadro 2).

Después de genotipificar los marcadores tipo STR asociados a los genes de interés
se evalud el equilibrio de Hardy Weinberg (datos no mostrados) donde se encontré
gue, excepto el locus BRCAT, todos los loci evaluados a través de los grupos no se
ajustaron al modelo, con valores de FIS entre 0,22 y 0,56. Ademas, se encontrd que
los marcadores estudiados tenian entre cuatro y seis alelos, con excepcién del STR
D17530 asociado al gen TP53, que solo presenté un alelo, por lo que se retird de los
analisis.

Posteriormente, se estimd la frecuencia de genotipos en los grupos de estudio y se
evaluo la diferencia entre ellos por medio de un chi cuadrado o test exacto de Fisher
(cuadro 3) y no se encontraron diferencias en cuanto a la distribucién de alelos entre
casos mayores de 50 anos y casos menores de 50 anos que indicara una asociacion
entre alguno de los genes y la aparicion del cancer de mama en estos grupos.
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Cuadro 2. Caracterizacion de las variables no genéticas en funcion
de los grupos y edad de diagndstico

Edad de diagnéstico
Variables Menor a 50 afnos Mayor o igual a 50 anos Valor p
Numéricas*
indice de masa corporal 25,4+3,80 26,2+4,59 0,149
Edad (afnos) de nacimiento del primer hijo 23,7+5,31 24,6+6,26 0,506
Edad (anos) de la menarquia 13,4%2,20 13,6+1,76 0,278
Edad (anos) de la menopausia 45,044,711 47,8+6,54 < (0,001
Numero de hijos 1,7+1,02 1,8+1,78 0,579
Dicotomicas™*

Antecedentes de cancer familiar 0,603  (47/78) 0,663 (53/80) 0,538
Uso de terapia de reemplazo hormonal 0,124  (10/81) 0,169 (14/83) 0,550
Uso de anticonceptivos orales 0,470  (38/81) 0,410 (34/83) 0,542
Consumo de bebidas alcohélicas 0,284  (23/81) 0,253 (21/83) 0,789
Actividad fisica 0,463  (37/80) 0,422 (35/83) 0,714
Consumo de cigarrillo 0,148 (12/81) 0,181 (15/83) 0,725

* Se muestra la media (desviacion estandar). El valor P compara la tendencia central de los dos grupos mediante una prueba de Mann-Whitney. ELl
tamano muestral por variable y por grupo varia entre 42y 83.

Se detectaron dos combi-
naCiOﬂeS genéticas (BR_ ** Se muestra la proporcién de la presencia de la caracteristica. Entre paréntesis el conteo de éxitos y el tamano de la muestra. El valor P compara

las dos proporciones usando una prueba chi-cuadrado.
CA1-BRCA2 y BRCA2-ATM)
en las pacientes menores de

50 anos que pueden estar Cuadro 3. Prueba de Chi cuadrado o test exacto de Fisher para los alelos hallados en
asociadas al cancer en eda- cada marcador con respecto a la presentacién del cancer de mama
des tempranas.
Gen Marcador Chi cuadrado o test exacto de Fisher Probabilidad
BRCA?2 D135260 7,65 0,99
XRCC3 D145292 5,00 0,97
BRCA1 D175855 8,36 0,94
ATM D1152178 6,46 0,66
RAD51 D155118 4,06 0,97

Como se conoce que el cancer puede ser multicausal se procedié a evaluar las inte-
racciones entre los genes usando una prueba de desequilibrio gamético (cuadro 4).
Con este analisis se establece si hay una combinacion de alelos que se presente
con una mayor frecuencia dentro de cada grupo. Particularmente, se detectaron dos
combinaciones genéticas (BRCAT-BRCA2 y BRCA2-ATM) en las pacientes menores
de 50 anos que pueden estar asociadas a esta condicion.

Cuadro 4. Interacciones génicas por pares, evaluadas mediante
desequilibrio gamético

Genes Valor p en menores de 50 ainos Valor p en mayores de 50 afios
BRCA2-XRCC3 0,90 0,42
BRCA2-BRCA1 0,04 0,54

BRCA2-ATM 0,01 0,94
XRCC3-ATM 0,89 0,39

BRCA1-ATM 0,18 0,98
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La distribucién de genoti-
pos es consistente con lo
esperado para un modelo
de endogamia ampliamente
documentado en esta pobla-
cion (FIS entre 0,22 y 0,56).

Discusion

El cdncer de mama es una neoplasia de origen multifactorial y los agentes causales
pueden fluctuar dependiendo de la poblacién de estudio (15,20), dada la variabilidad
de causas genéticas, no genéticas y de las interacciones entre ellas.

En primera instancia, la edad de diagnostico fue similar a lo reportado en Molecular
Taxonomy of Breast Cancer International Consortium (32). Aunque se han descrito multi-
ples variables no genéticas relacionadas con la ocurrencia del cancer de mama, en la
poblacion de estudio se comportaron de forma homogenea en ambos grupos, excep-
tuando la edad de menopausia, aunque debe aclararse que solo se analizaron casos
y no se incluyé un grupo control. Sin embargo, era necesario establecer si alguna de
ellas mostraba diferencias entre los grupos de estudio (mayores de 50 afos y meno-
res de 50 anos), para su control posterior.

Los datos genéticos no se ajustan a lo propuesto por el modelo del equilibrio de
Hardy Weinberg (15,20). Varios autores sugieren que esto puede ser consecuencia
de errores en la genotipificacion o que no se cumplen los supuestos del modelo
(33-35). En este estudio no se pueden descartar errores de genotipificacién; sin em-
bargo, la distribucion de genotipos es consistente con lo esperado para un modelo
de endogamia ampliamente documentado en esta poblacion (FIS entre 0,22 y 0,56),
(21,22) y es una explicacion plausible para los hallazgos; ademas, la muestra estu-
diada no es representativa de la poblacién general, dado que se tuvieron encuentra
criterios de seleccién (diagndstico de cancer de mama, ancestria paisa, entre otros),
y en este contexto no se cumple con los supuestos del modelo. Finalmente, las des-
viaciones observadas de Hardy Weinberg son similar en ambos grupos de casos,
por lo cual las diferencias observadas entre ellos no serdn consecuencia de este
hallazgo.

Se encontré diversidad alélica, con excepcidn del locus D17530, el cual resulté mo-
nomorfico a pesar de ser reportado como polimérfico en otras poblaciones (28). La
diversidad alélica es de gran relevancia dado que la posibilidad de que los individuos
estudiados compartan genotipos similares por el azar sera menor. Ademas, en la
poblacion de estudio se propone un fuerte desequilibrio de ligamiento por su proceso
de fundacion (18,21,22); asi, un genotipo o una combinacion de ellos que muestre
una distorsion entre las categorias estudiadas sera un indicativo de la participacion
genética por un fendmeno de hitchhiking (36).

A pesar de que el analisis que se realizo es indirecto (no se estaban genotipificando
las mutaciones funcionales en los genes de interés, sino que estos se estudiaron por
medio de marcadores cercanos), esta metodologia permite identificar la participacion
como tal del gen sin tener en cuenta cual o cuales cambios son los causales, llegando
asi, a identificar genes candidatos previo a la identificacién de mutaciones (37).

Los genes estudiados han sido relacionados con cancer de mama, pero se ha pro-
puesto que este contexto varia entre las poblaciones (12,23,38) situacidén que se

evidencio en este trabajo, donde no se encontro relacion genética entre cada uno de
los genes estudiados y la ocurrencia del cancer de mama hereditario (39).

Al evaluar la existencia de desequilibrio gamético como una medida de interaccion
génica y encontrar dos combinaciones genética relevantes en las menores de 50
anos (BRCA2-BRCAT p= 0,04 y BRCA2-ATM p= 0,01), se sugiere la participacién de
estas interacciones genéticas en la ocurrencia temprana de cancer de mama. Estos
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Cuando se evaluaron in-
teracciones génicas entre
ellos se identifico una fuerte
asociacion entre combi-
naciones de genes BRCAT,
BRCA2, ATM y la ocurrencia
del cancer de mama a eda-
des tempranas.

resultados son consistentes con la hipdtesis de Knudson quien propone que un
evento de cancer es el resultado de unas mutaciones acumuladas en las células,
ademas que si estas son heredadas de los padres, los efectos acumulativos se evi-
dencias a edades méas tempranas (40).

Asimismo, los productos de estos genes participan conjuntamente en los procesos
de reparacion del ADN. Se ha reportado la importancia de la interaccion directa entre
RADb51, XRCC3, BRCA1 y BRAC2 para formar un complejo esencial para la repara-
cion de quiebres de doble cadena en el ADN que se dan durante la recombinacion
homologa entre los cromosomas (38). Se conoce que la aparicion de estos quiebres
contribuyen al desarrollo de los procesos de carcinogénesis a través de la acumu-
lacion de errores genéticos e inestabilidad genética (41,42) y mutaciones en estos
genes han sido descritas en la poblacion de estudio (39,43,44).

Conclusion

Ninguno de los genes estudiados tuvo una participacion individual y diferencial entre
los grupos de pacientes mayores o menores de 50 anos. Cuando se evaluaron in-
teracciones génicas entre ellos se identificd una fuerte asociacién entre combina-
ciones de genes BRCA1, BRCA2, ATM y la ocurrencia del cancer de mama a edades
tempranas. Sin embargo, es necesario realizar estudios posteriores que permitan
identificar mutaciones o cambios a nivel de ADN que representen una explicacién
bioldgica plausible ante estos resultados. En otrainstancia se podria considerar eva-
luar otros genes candidatos como los relacionados con el ambiente hormonal, el
control de ciclo celular y la reparacion de ADN que puedan estar interactuando con
los genes evaluados y modulando los resultados presentados.
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