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ABREVIATURAS

A Adenina
ADN/DNA Ácido desoxirribonucleico
ARN Ácido ribonucleico
ARNm Ácido ribonucleico mensajero
AT Ataxia-telangiectasia
BIC Breast Cancer Information Core
BRC Breast cancer domain (Domino de cáncer de mama)
BRCT Breast cancer terminal domain (Dominio terminal de Cáncer de

mama)
C Citosina
CDNA ADN complementario del mRNA
Cm centímetro
dNTP Deoxinucleótido trifosfato
DMSO Dimetilsulfóxido
EDTA Ácido etilen-diaminoteraacético
G Guanina
g Gramos
Kb Kilobases
Kda Kilodaltons
L Litro
LDL Lipoproteína de baja densidad
M Molar
mA Miliamperios
min Minutos
mM Milimolar
ng Nanogramo
nM Nanomolar
nt Nucleótido
OCCR Ovarian cancer cluster region (Región de agrupamiento de cáncer

de ovario)
RR Riesgo relativo
pB Pares de bases
PCR Polymerase Chain Reaction (Reacción en cadena de la Polimerasa)
PTT Protein truncation test (test de la proteína truncada)
r.p.m. Revoluciones por minuto
RR Riesgo relativo
RT Reacción de retrotranscripción
Seg Segundos
SSCP Single strand conformation polymorphism (polimorfismo de

conformación de cadena sencilla)
T Timina
TH Temperatura de hibridación
TT-SSCP Temporal temperature single strand conformation (Gradiente

temporal de temperatura en polimorfismo de conformación de
cadena sencilla)

UV Ultravioleta
V Voltios
W Vatios
Y cols. y colaboradores
µg Microgramo
µl Microlitro
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I. INTRODUCCIÓN

I.1. CÁNCER DE MAMA. GENERALIDADES

INCIDENCIA

El cáncer de mama es la neoplasia más frecuente en la mujer (con

excepción del cáncer de piel), y una de las principales causas de muerte

entre los 45 y los 50 años. Se espera que en el año 2004 el cáncer de

mama sea el 32% de todos los nuevos tumores diagnosticados. Durante las

últimas décadas se ha registrado un aumento progresivo de la incidencia

de la enfermedad.

Actualmente el riesgo de desarrollar cáncer de mama a lo largo de

la vida es aproximadamente una de cada ocho mujeres. Entre las mujeres

menores de 40 años es 1 cada 228; entre los 40 y los 59 años 1 cada 24; y

entre las mujeres de 60 a 79 años 1 cada 14 (Jemal y cols. 2004). Los

hombres, aunque en una proporción muy inferior a las mujeres, también

son susceptibles de padecer cáncer de mama (Couch y cols. 1996,

Friedman y cols. 1997).

FACTORES DE RIESGO

La edad es el factor de riesgo más importante para el cáncer de

mama, ya que aproximadamente el 77% de los casos son diagnosticados

en mujeres con más de 50 años. La historia familiar de cáncer de mama se

considera el segundo factor de riesgo, indicando un importante papel de

la herencia (Colditz y cols. 1993). Comparado con mujeres sin

antecedentes familiares de cáncer de mama, el riesgo relativo oscila entre

1.4 para mujeres cuya madre se diagnosticó de cáncer de mama después
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de los 60 años hasta 15 para mujeres de 40 años con mutación en el gen

BRCA1  (Colditz y cols. 1993, Gail y cols. 1989, Easton y cols. 1993).

Otros factores de riesgo son la menarquia precoz, la nuliparidad y la

menopausia tardía. Se piensa que estos factores influyen debido al

aumento en el número de ciclos menstruales, y por tanto, al aumento en

la exposición de las células de la mama al efecto estimulador de los

estrógenos. Hay dos estudios que demuestran, que el alto contenido de

grasas en la dieta contribuye también al aumento de riesgo del cáncer de

mama  (Hunter y cols. 1996).

HISTORIA NATURAL

El cáncer de mama se caracteriza por una larga historia natural y

una clara relación con las hormonas sexuales. La edad de la menarquia, el

establecimiento de ciclos ovulatorios regulares y la edad de la

menopausia tienen una fuerte asociación con el riesgo de cáncer de

mama.

El tumor primitivo se produce inicialmente por la modificación en las

propiedades de una o varias células. La célula transformada se reproduce

y origina una clona celular neoplásica. El fenómeno de la inducción del

cáncer conlleva una alteración en el material genético de las células

somáticas, siendo esta transformación hereditaria para toda la clona de

células inducidas. A lo largo de su historia natural, la mayor inestabilidad

genética que tienen las células neoplásicas, facilita el desarrollo de

alteraciones cromosómicas que provocan múltiples cambios a nivel

celular de carácter irreversible.

El crecimiento del cáncer de mama a menudo es regulado por los

esteroides sexuales femeninos. La determinación de los receptores de
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estrógenos y progesterona en el tumor, diferencian a las pacientes de

buen pronóstico que podrán benefiaciarse del tratamiento hormonal.

Existen diferentes tipos de diseminación local del cáncer de mama:

infiltración directa del parénquima glandular por los conductos mamarios,

y a través de los linfáticos de la mama. Respecto a la capacidad de

desarrollar metástasis es imprevisible; es capaz de invadir o metastatizar

muy pronto, incluso antes de que el tumor presente un tamaño

perceptible clínicamente. Los factores que determinan cuando un cáncer

localizado diseminará células en el drenaje linfático o en la circulación

general, no se conocen todavía bien; ni tampoco se conocen los factores

que deciden si una célula maligna  desarrollará una metástasis con éxito.

DETECCIÓN PRECOZ

La única manera de detectar de forma precoz el cáncer de mama

es la auto-exploración mamaria y la mamografía. Hoy en día se

recomienda en la población general, la realización de mamografía anual

a partir de los 45 años hasta los 69 años, y posteriormente de forma

bianual.

La Sociedad de Oncología Médica Americana recomienda a las

pacientes con alto riesgo de desarrollar cáncer de mama debido a su

historia familiar, empezar el screening mamográfico a los 25-35 años

mediante la auto-exploración mamaria mensual, exámen clínico anual o

semestral y mamografía anual.

CLÍNICA Y DIAGNÓSTICO

La tumoración es el signo más frecuente para la detección de estos

tumores malignos. También pueden aparecer otros signos como la
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retracción del pezón, la “piel de naranja” o la secreción sanguinolenta por

el pezón.

El diagnóstico se realiza mediante la exploración clínica adecuada,

una mamografía y la punción con citología y biopsia para la

determinación anatomo-patológica.

Hoy en día se diagnostica en estadío localizado el 63% de las

ocasiones, en estadío regional el 29% y en estadío metastásico un 6%

(Jemal y cols. 2004).

TIPOS HISTOLÓGICOS

Existen muchas clasificaciones anatomo-patológicas. La más

comúnmente utilizada es la presentada por la Organización Mundial de la

Salud. La mayor parte de las neoplasias de la mama se originan en el

epitelio de los conductos galactóforos (carcinoma ductales) y los restantes

se forman en estructuras acinares de los lobulillos mamarios (carcinomas

lobulillares). Ambos grupos presentan variedades infiltrantes y no

infiltrantes. Los carcinomas infiltrantes podemos dividirlos en:

- Carcinoma ductal: supone el 70% de los cánceres de mama

- Carcinoma medular: esta variedad posee bajas posibilidades

infiltrativas. Constituye del 5 - 7% de todos los cánceres de mama

- Carcinoma tubular: forma túbulos de forma evidente. Su pronóstico es

mejor que el de los carcinomas ductales

- Carcinoma mucinoso: constituye el 3% de todos los carcinomas

mamarios. Es de crecimiento lento

- Carcinoma lobular infiltrante: supone del 5-10% de los cánceres de

mama

- Comedocarcinoma infiltrante: es un tipo de carcinoma ductal

- Enfermedad de Paget:  ocurre en el 1% de todos los cánceres de

mama. La epidermis del pezón contiene células tumorales
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- Carcinoma inflamatorio de la mama: se caracteriza clínicamente por

edema de la piel de la mama, enrojecimiento, calor e induración del

tejido subyacente. Su pronóstico suele ser malo.

PRONÓSTICO Y TRATAMIENTO

Varios parámetros influyen con mayor intensidad en el pronóstico de

la enfermedad. Los factores más importantes son: el tamaño del tumor, la

afectación ganglionar axilar, el grado de atípia nuclear y los receptores

hormonales.

En las últimas décadas, la mortalidad ha disminuido. En 1940 la

supervivencia a los 5 años en pacientes diagnosticadas de cáncer de

mama localizado era del 72%, hoy en día es del 97%.  Según los estadíos, la

supervivencia a los 5 años es del 97% para el cáncer de mama localizado,

del 78% en el cáncer de mama regional, del 25% en el cáncer de mama

metastásico y del 85% para todos los estadíos (Jemal y cols. 2004). El

aumento en la supervivencia se debe al screening mediante la auto-

exploración y la mamografía, que detectan tumores en estadío localizado

y permite un tratamiento curativo.

El tratamiento del cáncer de mama normalmente es abordado

mediante cirugía, quimioterapia, radioterapia y hormonoterapia. La

correcta elección de un determinado tratamiento viene indicado por las

características tumorales y el estado del paciente. En general, para

tumores sin metástasis y localizados, se utiliza la cirugía, mediante

tumorectomía o mastectomía. En estos casos, la cirugía suele ir

acompañada de un tratamiento de quimioterapia, hormonoterapia o

radioterapia adyuvante para disminuir el riesgo de desarrollar recurrencias

locorregionales y a distancia. Cuando la enfermedad es metastásica, el

tratamiento de la enfermedad tiene fines paliativos. El tratamiento tiene

por objeto mejorar la calidad de vida y prolongarla. En este tipo de
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pacientes la media de supervivencia es baja, aunque algunas mujeres

pueden sobrevivir durante mucho tiempo. El tratamiento para el cáncer

metastásico suele comprender la quimioterapia, la hormonoterapia o

ambas. La radioterapia y/o la cirugía sólo se utiliza en casos muy concretos

dentro de este grupo de pacientes, por ejemplo ante una metástasis

dolorosa, o ante problemas locales de dolor o hemorragia en la mama. En

aquellas pacientes que tienen tumores que sobreexpresan HER2/neu el

tratamiento con Herceptin (anticuerpo monoclonal que se une al receptor

del HER2/neu) aumenta la supervivencia.

RELACIÓN CON EL CÁNCER DE OVARIO

En contraste con el cáncer de mama, el carcinoma epitelial de

ovario constituye sólo el 4% de los tumores de la mujer; sin embargo es la

quinta causa de muerte. La supervivencia al año es de 76% y a los 5 años

de 46%. Desafortunadamente, el cáncer de ovario en estadio inicial, no

suele dar síntomas, y debido a la ausencia de métodos efectivos de

screening, sólo el 24% del cáncer de ovario se detecta de forma

localizada.

Los factores de riesgo del cáncer de ovario son similares a los del

cáncer de mama. Igual que en el cáncer de mama, la edad es el factor

de riesgo más importante. El segundo factor de riesgo más importante es

la historia familiar de cáncer de ovario, de cáncer de mama o de cáncer

colorectal (HNPCC). Si se comprueba por un test genético mutación en

BRCA1, BRCA2 o en los genes del HNPCC, el riesgo de padecer cáncer de

ovario a lo largo de la vida es muy alto, del 40 al 60% (Easton y cols. 1995,

Ford y cols. 1995).
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I.2. CÁNCER DE MAMA HEREDITARIO

La mayor parte de los cánceres de mama son cánceres

esporádicos, es decir, no hay indicio de una susceptibilidad heredada a

padecer la enfermedad. Los cánceres esporádicos se generan por una

acumulación de eventos genéticos que provocan el crecimiento

descontrolado de un clon celular. Estas alteraciones genéticas implican,

sobre todo,  a genes relacionados con la proliferación y se producen a

nivel de las células somáticas, por tanto, no es hereditario. Pero existe una

baja proporción, estimada en torno al 5%-10%, donde aparece una

predisposición hereditaria al cáncer (Newman y cols. 1998, Claus  y cols.

1996). La alteración mutacional aparece a nivel de un gen que se hereda

de forma mendeliana y confiere un mayor riesgo de padecer la

enfermedad. Por tanto, la mutación, a diferencia del cáncer esporádico,

está presente en cada una de las células del paciente.

En general una de cada 8 mujeres desarrollará cáncer de mama a

lo largo de su vida, pero en algunas familias el número de afectados es

mayor. El síndrome de cáncer de mama/ovario hereditario se caracteriza

por un acúmulo de casos de cáncer de mama sólo, o casos de cáncer de

mama y ovario en una familia. Históricamente, el cáncer de mama/ovario

hereditario, se reconoció en familias con un modelo hereditario de

transmisión autosómica dominante, a principios de 1970.

Se conoce que BRCA1 y BRCA2 actúan como “genes supresores”, es

decir, suprimiendo un antioncogen; en estos casos se necesita la supresión

de dos alelos para que tenga lugar la aparición de la neoplasia. Este

concepto se deriva de las observaciones de Knudson a principios de los

años 70, ya que a partir del estudio del retinoblastoma familiar y

esporádico, y el análisis de la edad, le permitió proponer la “teoría de los

dos hitos” o eventos mutagénicos que son necesarios para el desarrollo del
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retinoblastoma. En individuos con la forma heredada, Knudson propuso

que el primer hito es la presencia de la mutación en la línea germinal, y

por  tanto, en todas las células del cuerpo. Sin embargo, la presencia de

esta mutación es insuficiente para la formación de un tumor, y una

segunda mutación  somática es necesaria para producir la formación de

un tumor. Esta teoría de Knudson sería aplicable al cáncer de

mama/ovario hereditario, y explicaría su aparición a edad más precoz

que el cáncer de mama esporádico.

Mediante estudios epidemiológicos se demostró la existencia de

genes de susceptibilidad al cáncer de mama. Pero fue en 1990 cuando

mediante análisis de ligamiento de familias con múltiples casos de cáncer

de mama se aisló el primer gen de susceptibilidad a esta enfermedad (Hall

y cols. 1990).

Este gen conocido como BRCA1 se localizó en el cromosoma 17q12-

q21 y fue clonado en 1994 (Miki y cols. 1994). BRCA1 parecía además estar

relacionado con el cáncer de ovario. BRCA1 no sólo no explicaba la

totalidad de los cánceres hereditarios (Easton y cols. 1993), ya que,

además, en un grupo de cánceres congénitos en los cuales aparecían

casos de varones afectos no parecía encontrarse un ligamiento a este loci

(Straton y cols. 1994). Parecía evidente que debía haber uno o más genes

que al igual que BRCA1 estuviesen relacionados con esta patología.

Usando familias que no presentaban ligamiento a BRCA1 y con

miembros varones con cáncer de mama, se localizó BRCA2 en el

cromosoma 13q12-q13 en 1994 (Wooster y cols. 1994) y fue identificado en

1995 (Wooster y cols. 1995, Tavtigian y cols. 1996). Aunque en un principio

estos dos genes explicaban la mayor parte de los casos de cáncer

hereditario (Easton y cols. 1995, Wooster y cols. 1994, Tonin y cols. 1995),

estudios posteriores demuestran que las probabilidades fueron

sobrestimadas ya que los estudios fueron realizados en familias con gran
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carga genética. Hoy en día se sabe que la contribución de estos dos

genes a este tipo de cáncer es más modesta, y que aún quedan muchos

casos que no pueden ser explicados por alteraciones a nivel de BRCA1 y

BRCA2 (Szabo y cols. 1997, Serova y cols. 1997, Schubert y cols. 1997,

Malone y cols. 1998). Se postula la existencia de un posible BRCA3 pero

hasta el momento no ha sido localizado (Thompson y cols. 2002).

Hay otros genes relacionados con el cáncer de mama (Tabla 1),

pero confieren un riesgo mucho menor, y en la mayoría de los casos están

implicados en enfermedades sindrómicas con alta tasa de incidencia de

cáncer de mama, es el caso del síndrome de Cowden (PTEN) (Liaw y cols.

1997), síndrome de Li-Fraumeni (p53) (Malkin y cols. 1990, Sidransky y cols.

1992, Borresen y cols. 1992), Muir-Torre (MSH2/MLH1), y Peutz-Jegher (SKT11).

Tabla 1. Causas de susceptibilidad hereditaria al cáncer de mama.

Genes Contribución al cáncer de mama
hereditario (%)

BRCA1 20-40
BRCA2 10-30
p53 <1
PTEN <1
Genes desconocidos 30-70

1. ESTRUCTURA, FUNCIÓN Y EXPRESIÓN DE BRCA1 Y BRCA2

BRCA1 es un gen de gran tamaño que posee 24 exones, 22 de los

cuales son codificantes, distribuidos a lo largo de unos 100 Kb de DNA

genómico (Miki y cols. 1994). Un gen llamado NBR-2 se encuentra

localizado muy cercano a la región 5´ de BRCA1 pero se transcribe en

dirección opuesta; aunque tal proximidad no implica una relación

funcional, se piensa que ambos genes podrían estar corregulados a partir

de un promotor común (Smith  y cols. 1996, Xu y cols 1997). BRCA1 codifica
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una proteína de unos 1863 aminoácidos con un peso molecular de 220 Kd

(Miki y cols. 1994). El exón 11 es comparativamente mucho más grande

que el resto de exones (3.5 Kb). BRCA1 posee 2 exones 1, denominados 1a

y 1b que generan 2 transcritos distintos a partir de 2 promotores.

Figura 1. Principales dominios de la proteína BRCA1

La mayor parte de la secuencia de BRCA1 no tiene una homología

muy fuerte con el resto de genes conocidos (Figura 1), sólo una secuencia

situada en la zona amino-terminal de BRCA1 (residuos: 20-68) guarda

homología con proteínas previamente descritas. Esta secuencia conocida

como “dominio de dedos de zinc”, es característica de muchos factores

de transcripción y parece estar implicada en la interacción de proteínas

con el DNA y en la unión proteína-proteína (Saurin y cols. 1996). Mediante

el sistema del doble híbrido se ha localizado una proteína que interactúa

con este dominio en dedos de zinc llamada BRAD1 (Wu y cols. 1996,

Jensen y cols. 1998). BRCA1 también posee una secuencia en la zona

carboxi-terminal de la proteína, conocida como dominio BRCT, que

aunque está poco conservada, mantiene una cierta homología con otras
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proteínas implicadas en la reparación del DNA (Koonin y cols. 1996, Bork y

cols. 1997, Callebaut 1997).

La función de BRCA1 parece estar relacionada con el

mantenimiento de la integridad del genoma. El hecho de que la

superexpresión de BRCA1 produzca una inhibición del crecimiento celular

(Holt y cols. 1996) junto a que en los cánceres provocados por mutaciones

en este gen se observe una pérdida del alelo sano (Smith y cols. 1992), se

sugiere que BRCA1 es un gen supresor de tumores. La inestabilidad

genómica que provoca una disfunción de BRCA1 (Crook y cols. 1997,

Gowen y cols. 1998, Xu y cols. 1999, Phillips y cols. 1999), la interacción con

otras proteínas relacionadas directamente con la reparación del genoma

(como RAD51) y con el ciclo celular (Scully y cols. 1997, Wang y cols. 1997,

Zhong y cols. 1999), la presencia del dominio BRCT localizado en alguna

proteínas reparadoras de DNA (Koonin y cols. 1996, Callebaut y cols. 1997),

así como la identificación de una secuencia de localización nuclear en el

interior del exón 11 (Chen y cols. 1996, Thakur y cols. 1997) llevan a pensar

que BRCA1 está implicado en el mantenimiento y reparación del genoma,

siendo capaz de regular el ciclo celular cuando el DNA está dañado.

Parece ser que la activación de la función de BRCA1 está muy

relacionada con su fosforilación. Algunos estudios muestran como BRCA1

se fosforila cuando se lesiona el ADN y se piensa que esta fosforilación es

capaz de activar algunas de las funciones que se le atribuyen a BRCA1

(Scully y cols. 1997, Cortez y cols. 1999).

BRCA1 es una proteína que posee además dominios capaces de

activar la transcripción, concretamente, es capaz de activar p21, que es

un potente supresor del ciclo celular en la fase G1/S (Somasundaram y

cols. 1997). También la relación con desacetilasas, helicasas, así como

proteínas reguladoras como la CtIP sugiere que BRCA1 tenga un papel

regulador de la transcripción y reparación del ADN (Scully y cols. 1997,

Anderson y cols. 1998, Li y cols. 1999, Yarden y cols. 1999). Algunos trabajos
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muestran como BRCA1 podría estar implicado en la degradación

dependiente de ubicuitina de ella misma o de otras proteínas (Jensen y

cols. 1998).

BRCA2 es estructuralmente parecido a BRCA1. También es un gen

de gran tamaño. Posee 27 exones que codifican una proteína de 3418

aminoácidos (casi el doble que BRCA1), con un peso molecular de unos

384 kD. El cDNA es de aproximadamente unas 12 KB. Como le ocurre a

BRCA1, BRCA2 posee un exón 11 mucho más grande (5 Kb) que el resto y

un exón 10 proporcionalmente mayor (Wooster y cols. 1995, Tavtigian y

cols. 1996). BRCA2 también posee una secuencia de señalización nuclear

pero esta localizada en el extremo C-terminal (Figura 2), mientras que en

BRCA1 tal secuencia está en el exón 11.

BRCA2 tampoco muestra una homología muy fuerte con ninguna

proteína. Sólo una región situada en el exón 11 que incluye ocho copias

de una repetición forman un dominio conocido como repeticiones BRC

(Tavtigian y cols. 1996, Bork y cols. 1996, Bignell y cols. 1997).

La función de BRCA2 es similar a la de BRCA1. La unión a RAD51

(Wong y cols. 1997), su señalización al núcleo (Yano y cols. 2000), así como

su patrón de expresión, indicarían que BRCA2 podría estar también

implicado en la reparación de ADN. Además, BRCA2 tiene un dominio en

el exón 3 capaz de activar la transcripción (Milner y cols. 1997). Algunos

casos en los cuales este dominio se ve comprometido, alterando su

capacidad transcripcional, aparecen en pacientes con cáncer de mama,

lo que podría indicar que la alteración de esta función puede estar

relacionada con el desarrollo tumoral (Milner y cols. 1997).  Últimamente se

ha descrito una posible actividad acetiltransferasa de BRCA2 (Xu y cols.

1998, Fuks y cols. 1998, Siddique  y cols. 1998) lo que sugiere que podía ser

un regulador de otros genes.
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Figura 2. Principales dominios de la proteína BRCA2.

En general, tanto BRCA1 como BRCA2 están relacionados con el

mantenimiento de la integridad del genoma; un fallo a nivel de BRCA1 o

BRCA2 provocaría un acúmulo de mutaciones en otros genes que podrían

suponer el desarrollo de un tumor (Kinzler  y cols. 1997). Por tanto, estos dos

genes estarían dentro de lo que se conoce como genes supresores de

tumores. Los genes supresores de tumores se caracterizan por tener un

modelo de actuación característico. Cuando se posee una alteración

BRCA1 o BRCA2 en línea germinal, cada una de las células del sujeto

portador posee la mutación. Un alelo sano es suficiente para mantener la

funcionalidad del gen. Es necesario, por tanto, la pérdida del alelo sano

para poder llegar a desarrollar una neoplasia (Kinzler  y cols. 1997). La

pérdida del alelo puede producirse por una deleción de la zona que

incluye el gen, aunque también puede producirse una hipermetilación

que silencia el gen.  La hipermetilación (Dobrovic y cols. 1997, Catteau y

cols. 1999), es un proceso mediante el cual se metilan posiciones

concretas de las islas CpG que existen tanto en la región promotora de

BRCA1 (Smith y cols. 1996) como de BRCA2 (Davis y cols. 1999). Esta

modificación del promotor impide la transcripción del gen, bien porque
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proteínas reguladoras necesarias para la transcripción ya no son capaces

de unirse al promotor o porque proteínas represoras que tienen afinidad

por las zonas metiladas se unen inactivando la transcripción.

Debido al gran tamaño y a la gran complejidad de BRCA1 y BRCA2,

no se descarta que nuevas funciones puedan ser atribuidas a estos genes,

que actuarían a distintos niveles mediante dominios diferentes.

Expresión de BRCA1 y BRCA2

BRCA1 y BRCA2 se expresan en gran variedad de tejidos y tipos

celulares. Este patrón de expresión  no se corresponde con las

manifestaciones fenotípicas de la enfermedad, que aparecen

fundamentalmente en el carcinoma de mama y ovario. La transcripción

de ambos genes es inducida durante la fase G1 del ciclo celular y

permanece alta durante la fase S (Wang y cols. 1997). BRCA1 y BRCA2 se

expresarían, por tanto, justo antes de la división, cuando es necesario

revisar el buen estado del ADN y reparar posibles daños, evitando la

transmisión de estas alteraciones a la nueva copia. La expresión de ambos

genes tiene una regulación hormonal (Rajan y cols. 1997). Los niveles de

RNA mensajero de estos dos genes aparecen elevados en células de

cáncer de mama mediante una estimulación por estrógenos (Spillman y

cols. 1996). Los patrones similares de expresión de ambos genes se

atribuyen a una corregulación de BRCA1 y BRCA2 (Rajan y cols.1996), lo

cual apoya la idea que ambos genes poseen una misma función que está

implicada con el mantenimiento y reparación del genoma.

BRCA1 posee dos regiones promotoras que generan 2 tránscritos

diferentes. Uno de los dos promotores parece que regula además a otro

gen en sentido contrario llamado NBR2 cuya función no se conoce. Esta

corregulación podría estar influyendo directamente en la expresión del
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RNA mensajero de BRCA1 a partir de este promotor (Xu y cols. 1995, Xu y

cols. 1997).

2. MUTACIONES EN LOS GENES BRCA1 Y BRCA2

Mutaciones en la línea germinal

Las alteraciones provocadas en estos dos genes confieren una alta

predisposición al cáncer de mama y un riesgo moderado  a otros tipos de

cáncer (Easton y cols. 1995, Tonin y cols. 1995).

Se han descrito más de 600 mutaciones y variantes alélicas en el gen

BRCA1 desde su identificación, mientras que BRCA2 cuenta hasta el

momento con unas 450 mutaciones pero su localización y clonación

fueron posteriores a BRCA1. No se han encontrado puntos calientes en

estos genes en los que se acumule un mayor número de mutaciones y sólo

unas pocas mutaciones aparecen más frecuentemente en determinadas

poblaciones debido a su carácter endogámico. En la población de judíos

Ashkenazi se han detectado tres mutaciones propias (dos en BRCA1:

185delAG y 5382insC; una en BRCA2: 6174delT) (Struewing y cols. 1995,

Oddoux y cols. 1996, Roa y cols. 1996). En Islandia también se ha

detectado la mutación 995delA en BRCA2 (Thorlacious y cols. 1997). El

gran tamaño de estos genes, así como la dispersión y variedad de

mutaciones que se registran en ellos, dificulta enormemente el cribado de

mutaciones en poblaciones no endogámicas.

La mayoría de las mutaciones descritas hasta el momento son

pequeñas deleciones, inserciones o mutaciones de pérdida de sentido

que provocan el truncamiento de la proteína y por tanto la pérdida de

función de ésta. Este dato puede estar, en parte, sesgado por la utilización

de sistemas de detección que únicamente detectan mutaciones que

generan una proteína truncada (como es el caso del PTT, Protein
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Truncation Test). Por otra parte, el significado biológico de la mayoría de

las mutaciones de sentido erróneo detectadas es muy discutido y sus

efectos funcionales van a depender mucho de la posición del

aminoácido que cambie, y de lo brusco que sea el cambio. Como

veremos más adelante, existen algunos indicios que pueden ayudar a

dilucidar el efecto patogénico de este tipo de mutaciones.

Podemos encontrar también mutaciones en los sitios de “splicing”

(ayuste) que alteran la secuencia consenso que la maquinaria necesaria

para el procesamiento del RNA mensajero primario ha de reconocer para

eliminar los intrones, generando una proteína truncada. Además de

mutaciones en la secuencia consenso, variaciones en otras zonas del gen

pueden generar nuevos sitios de “splicing” (ayuste) provocando de igual

manera la alteración en la maduración del RNA mensajero. Existe un

sistema celular que es capaz de degradar los RNA mensajeros que no son

completamente traducidos por contener secuencias de parada

generadas por mutaciones de diversa índole (Hentze y cols. 1999). Este

hecho dificulta la detección de mutaciones que están basadas en la

localización de mutaciones a partir del RNA mensajero, como el PTT o la

retrotranscripción ya que el RNA mensajero proveniente del alelo mutado

puede ser degradado mucho más rápido y sólo se analiza el sano (Den

Dunnen y cols. 1999). Por otra parte, se ha descrito una deleción de la

región promotora. La alteración de estas zonas puede tener

consecuencias graves en la transcripción (Swensen y cols. 1997, Brown y

cols. 2002) aunque hasta ahora no han sido estudiadas.  Por último, se han

detectado algunos casos de grandes reordenamientos en los genes

BRCA1 y BRCA2 (Petrij y cols. 1997, Swensen y cols. 1997). Estas alteraciones

incluyen deleciones o inserciones  que por su gran tamaño requieren

técnicas especiales para su detección, como el análisis Southern Blot.

Debido a que los sistemas de cribado de mutaciones que se utilizan

habitualmente tienen limitaciones y que la mayor parte de la búsqueda
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de mutaciones se centra en la región codificante del gen, algunas

mutaciones no son detectadas.

Mutaciones somáticas

Por las características que poseen BRCA1 y BRCA2 de genes

supresores de tumores, y el hecho de que se haya observado una pérdida

de heterozigosidad de las regiones pertenecientes a los genes BRCA1 y

BRCA2 en parte de los cánceres esporádicos, indica que pueden existir

mutaciones somáticas en el alelo no perdido en estos genes en tumores

esporádicos de mama (Futreal y cols. 1994, Lancaster y cols. 1996). Sin

embargo, en los tumores de mama esporádico, no se han encontrado

mutaciones en el gen BRCA1 y en muy pocos casos debidas a mutaciones

en el gen BRCA2 (Teng y cols. 1996, Rahman y cols. 1998, Kwiatkowska y

cols. 2002).

Existen otros mecanismos mediante los cuales se pueden inactivar

los genes BRCA1 y BRCA2. Se ha observado que muchos cánceres de

mama esporádicos muestran una reducción de los niveles de RNA

mensajero de BRCA1 y BRCA2 (Chan y cols. 2002, Yang y cols. 2002). Este

hecho implica que algún mecanismo debe estar alterando la expresión de

este gen. Se piensa que esta reducción de la expresión puede ser

provocada por una hipermetilación de la región promotora de estos

genes. Tanto BRCA1 como BRCA2 poseen islas CpG susceptibles de

metilación en las zonas promotoras, y se ha detectado hipermetilación de

BRCA1 y en BRCA2 en cánceres de mama esporádicos (Smith y cols. 1996,

Catteau y cols. 1999, Baldwing y cols. 2000, Rice y cols. 2000, Chan y cols.

2002).
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3. CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS. PRONÓSTICO

Correlaciones genotipo/fenotipo

Teniendo en cuenta la posible naturaleza multifuncional de BRCA1 y

BRCA2, es obvio que no todas las mutaciones en estos genes van a

contribuir de la misma manera a la enfermedad, y que algunas de estas

diferencias encontradas entre las portadoras de mutaciones, como la

diferente penetrancia, aparición o no de cáncer de ovario, así como

posiblemente algunas de las características propias del tumor, serán

debidas en parte al tipo de mutación (de cambio de aminoácido, de

pérdida de sentido, grandes reordenamientos...) y a su localización en el

gen. Aunque algunas de las diferencias clínicas entre portadores pueden

ser explicadas por la aparición de mutaciones que confieren diferentes

rasgos y características patológicas, portadores de una misma mutación

pueden desarrollar distintos tipos de cánceres, a edades muy distintas, o

no desarrollar ningún cáncer. Esta variabilidad puede ser debida a algunos

factores adicionales (genéticos y ambientales), que pueden modular el

fenotipo conferido por las mutaciones BRCA. Polimorfismos en otros genes

o en los mismos BRCA1 y BRCA2 pueden estar influyendo en las

características fenotípicas de una determinada mutación, bien porque

modulan el efecto de ésta directamente o bien porque confieren un

riesgo, o protección adicional al cáncer.

En cuanto a los factores no genéticos que serían susceptibles de

modular la expresión de mutaciones BRCA1 y BRCA2, serían los mismos que

incrementan el riesgo a cáncer en la población general: una historia

familiar, nuliparidad, menarquia prematura, edad avanzada, menopausia

tardía, dieta, obesidad, etc.

El cáncer de mama y el cáncer de ovario son los cánceres que más

habitualmente presentan estas portadoras, pero hay estudios en familias
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con mutaciones en BRCA donde se ha observado un aumento del riesgo

de cáncer de próstata y de cáncer de colon. Los otros tipos de cánceres

asociados a mutaciones en BRCA1 y BRCA2 (cáncer de páncreas,

vesícula biliar, conductos biliares, gástrico, melanoma) aparecen en una

baja proporción por lo que la estimación del riesgo de los mismos sería

muy imprecisa. (Ford y cols. 1998, Breast Cancer Linkage Consortium. 1999;

Thompson y cols. 2002).

Fenotipo relacionado con mutaciones BRCA1

Los portadores de mutaciones en BRCA1 presentan además de un

riesgo elevado de cáncer de mama, una mayor predisposición al cáncer

de ovario. Gayther y cols. (1995) observaron una asociación entre la

localización de la mutación en el gen BRCA1 y el riesgo de padecer

cáncer de mama u ovario. Mutaciones localizadas en el extremo 5´ de

BRCA1 están relacionadas con un mayor riesgo a cáncer de ovario que las

situadas en el extremo 3´, que confieren mayor susceptibilidad a cáncer

de mama. En el centro del gen aparece una zona entre los codones 145 y

1433 donde la predisposición al cáncer de mama y ovario es muy similar

(Gayther y cols. 1995). Se piensa que el motivo de esta posible distribución

puede ser debido a la existencia de un dominio localizado en la zona de

transición, que protege contra el cáncer de ovario. Por el contrario,

mutaciones situadas detrás de este dominio, lo dejarían intacto y el riesgo

de padecer cáncer de ovario disminuiría (Rahman y cols. 1998). Nuevos

estudios que trataban de confirmar estos datos han resultado

contradictorios (Struewing y cols. 1997, Thomson y cols. 2002).

También la mutación en el gen BRCA1 confiere un riesgo elevado a

padecer cáncer de colon y de próstata (Struewing y cols. 1997).

Thompson y cols.(2002), en un estudio del Breast Cancer Linkage

Consortium, analizaron a 11847 individuos de 699 familias. Los portadores
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de mutación BRCA1 presentaban un aumento del riesgo de varios

tumores, entre ellos de cáncer de páncreas (RR=2.26), carcinoma de

endometrio (RR=2.65), cáncer de cérvix (RR=3.72), y de cáncer de próstata

en menores de 65 años (RR=1.82).

Fenotipo relacionado con mutaciones BRCA2

Las mutaciones en BRCA2 están menos relacionadas con el cáncer

de ovario que BRCA1, aunque existe un dominio denominado OCCR

(Ovarian Cancer Cluster Region) donde las mutaciones parece que

confieren un riesgo más elevado a padecer cáncer de ovario (Ford y cols.

1998, Gayther y cols. 1997).

Además del riesgo de cáncer de mama y ovario asociado a las

mutaciones en BRCA2, también se ha documentado un aumento del

riesgo de otros tipos de tumores. Easton y cols. (1997) encontraron un

aumento del riesgo de cáncer de próstata y carcinoma laríngeo.

Struewing y cols. (1997) en su estudio de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 de

mujeres judías Ashkenazi, encontraron un aumento del cáncer de próstata

con un riesgo acumulado de 16% a los 70 años.

En uno de los estudios con más mujeres realizado (3728 individuos

con mutación, 681 de ellos con cáncer de mama/ovario, entre173 familias

con cáncer de mama/ovario y mutación en BRCA2), estudiaron la

frecuencia de otros cánceres en los familiares de 1° grado, encontrando

un aumento del riesgo estadísticamente significativo en el cáncer de

próstata (RR=4.65), cáncer de páncreas (RR=3.51), cáncer de vesícula

biliar y conductos biliares (RR=4.97), estómago (RR=2.59), y melanoma

maligno (RR=2.58). El riesgo de cáncer de próstata en hombres menores

de 65 años es de 7.33 (Breast Cancer Linkage Consortium, 1999).
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Por último, mutaciones en este gen aumentan la predisposición al

cáncer de mama en varones. Es frecuente que las familias de alto riesgo

con casos de cáncer de mama en varones posean mutaciones  en BRCA2

(Couch  y cols. 1996, Friedman y cols. 1997).

Características clínico-patológicas de los cánceres debidos a

mutaciones en BRCA1 y BRCA2

Tamaño tumoral y afectación ganglionar axilar

Muchos estudios han analizado estos factores pronósticos

fundamentales en el cáncer de mama  (Johannsson y cols. 1998, Marcus y

cols. 1996, Verhoog y cols. 1998, Ansquer y cols. 1998), y sólo en uno de

estos estudios (Marcus y cols. 1996) se ha encontrado una diferencia

significativa respecto al tamaño tumoral, con tamaños tumorales más

pequeños y menor número de ganglios infiltrados por el tumor, en las

pacientes que presentan mutación en BRCA.

Características histológicas

La mayor parte de los estudios realizados encuentran diferencias

respecto a las características patológicas en las pacientes con cáncer de

mama relacionado con mutación en BRCA1. Estos tumores suelen ser  de

alto grado histológico, y expresan con menor  frecuencia receptores de

estrógenos o de progesterona (Johannsson y cols. 1997, Ansquer y cols.

1998, Robson y cols. 1998, Armes y cols. 1998). Ambas características en los

tumores esporádicos se han relacionado con un peor pronóstico. Sin

embargo, en algunos estudios se ha encontrado una mayor frecuencia

del tipo histológico medular o medular atípico, (Johannsson y cols. 1997,

Marcus y cols. 1996, Armes y cols. 1998, Lakhani y cols. 1998) subtipo

histológico que en pacientes con cáncer de mama esporádico, se ha

relacionado con un mejor pronóstico. El aumento del infiltrado linfocitario
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típico de los tumores medulares, se ha pensado que podría reflejar una

respuesta agresiva por el sistema inmune, que podría influir

favorablemente en el pronóstico.

Respecto a BRCA2 se han realizado muchos menos estudios, y no se

han encontrado características patológicas que los distingan de los

tumores esporádicos de forma repetida y consistente. En algunos estudios

se describe un menor grado histológico comparado con los controles

(Lakhani y cols. 1998, Marcus y cols. 1997), y en otro se ha demostrado un

grado histológico mayor (Agnarson y cols. 1998). La distribución de los tipos

histológicos es semejante a los tumores de mama esporádicos. Sólo algún

estudio sugiere que estos tumores relacionados con BRCA2 presentan un

mayor número de cánceres lobulares y túbulo-lobulares (Armes y cols.

1998, Marcus y cols. 1997). Respecto a los niveles de estrógeno y

progesterona tampoco se ha encontrado diferencia de forma reiterada

en los diferentes estudios. En un estudio se ha descrito unos niveles

elevados de receptores de estrógenos y progesterona en las mujeres con

mutación en BRCA2 comparado con los controles (Agnarson y cols. 1998).

Sin embargo, otro estudio que examinó el estado de los receptores

hormonales no mostró diferencias entre las mujeres con mutación en

BRCA2 y los controles (Loman y cols. 1998).

Características moleculares

El inicio y la progresión del cáncer, se debe a una célula que

adquiere una alteración genética específica, la expansión clonal de ésta

célula y la aparición de sucesivas alteraciones genéticas. En el cáncer de

mama, se pueden encontrar dos de  las  alteraciones moleculares más

comunes: mutaciones en p53  y amplificación del gen erbB-2. Estudios

preclínicos sugieren que el gen p53 jugaría un papel importante en la

patogénesis de los tumores asociados a BRCA (Crook y cols. 1998, Phillips y

cols. 1999).
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Aunque existen unas características típicas de los tumores

hereditarios debidos a mutaciones en BRCA1 y BRCA2, estas evidencias no

son exclusivas de estos cánceres, y de momento no se puede determinar si

un tumor tendrá mutación en BRCA1 o BRCA2 exclusivamente por sus

características clinico-patológicas, aunque si ofrecen una base importante

para definir un grupo de riesgo.

Carcinoma de mama contralateral en pacientes con mutación en

BRCA1 y BRCA2

Las pacientes diagnosticadas de cáncer de mama tienen una

probabilidad del 10 al 13% de desarrollar cáncer de mama contralateral a

los 15 años del diagnóstico.

Se conoce que el presentar una mutación en el gen BRCA2

aumenta el riesgo de cáncer de mama contralateral, así como su

aparición más precoz. A los 2 y 5 años del seguimiento se diagnostican un

4% y un 12% respectivamente, de cáncer de mama contralateral en las

pacientes con mutación en BRCA2, versus 1% y 2% en las pacientes con

cáncer de mama esporádico (Verhoog y cols. 1999, Robson y cols. 1998).

En el análisis realizado de 173 familias portadoras de mutación en

BRCA2, por el Breast Cancer Linkage Consortium (1999), la probabilidad

acumulada de presentar cáncer de mama contralateral hasta los 70 años

es de 52.3%.

Carcinoma de ovario en pacientes con mutación en BRCA1 y BRCA2

La mayoría de las familias con cáncer de ovario tienen mutación en

BRCA1, y sólo una pequeña proporción se asocia a mutación en BRCA2.
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La probablidad de cáncer de ovario en familias con mutación en BRCA1

es del 28 al 44% y en BRCA2 del 27% (Easton y cols. 1995, Ford y cols. 1998).

El cáncer de ovario hereditario asociado a BRCA1 suele aparecer a

una edad más temprana  que el cáncer de ovario no hereditario, de 10 a

15 años antes. El cáncer de ovario asociado a BRCA2 se diagnostica en las

mismas edades que el cáncer de ovario esporádico.

Pronóstico del cáncer de mama y ovario en portadores de

mutaciones BRCA1 y BRCA2

Cáncer de mama

Se han realizado algunos estudios para valorar el pronóstico de las

mujeres con cáncer de mama y mutación en BRCA1 o BRCA2. Unos han

demostrado un aumento en la supervivencia de las pacientes con

mutación en BRCA1 comparado con los controles (Marcus y cols. 1996,

Porter y cols. 1994). En otro estudio de mujeres con mutación en BRCA1 se

encontró un pronóstico significativamente peor (Ansquer y cols. 1998). Sin

embargo, en la mayoria de estudios realizados no se encuentra una

diferencia en el pronóstico de las mujeres con mutación en BRCA1 o

BRCA2 respecto a los controles (Verhoog y cols. 1996, Robson y cols. 1998,

Johannsson y cols. 1998, Gaffney y cols. 1998).

Cáncer de ovario

Muchos estudios han investigado la supervivencia de los pacientes

con carcinoma de ovario hereditario, y los resultados son contradictorios.

En un estudio,  Rubin y cols. (1996), encuentran una supervivencia

mediana de 77 meses en 43 pacientes con mutación en BRCA1,

comparado con una supervivencia de 29 meses para el grupo control
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apareado por la edad y el estadío. Ningún otro estudio ha encontrado

diferencias significativas. Este estudio ha sido criticado por las posibles

diferencias existentes en los tratamientos administrados. Un estudio

reciente (Pharoah y cols. 1999) ha encontrado lo contrario, los casos de

cáncer de ovario con sospecha de ser hereditarios (no confirmados con la

existencia de mutación) tienen un pronóstico peor. En otro estudio

(Johannsson y cols. 1998), 38 pacientes con mutación en BRCA1 tienen un

pronóstico similar (aparedas por la edad y el estadío) durante los primeros

dos años y medio, pero después la supervivencia es peor.

Aunque en BRCA2 este aspecto está menos  estudiado, algunos

datos apuntan a un mejor pronóstico de los cánceres de ovario con

mutación en BRCA2 (Ben-David y cols. 2002).

4. PREVALENCIA Y PENETRANCIA DE LAS MUTACIONES BRCA1 Y BRCA2

Prevalencia

Se han realizado muchos estudios encaminados a analizar la

contribución de las mutaciones de los genes BRCA1 y BRCA2 al cáncer de

mama y ovario. Muchos de estos estudios se han realizado con familias

muy seleccionadas, familias que tenían una gran carga genética, con

casos de cáncer de ovario y aparición temprana del tumor, que no eran

representativas de las familias que habitualmente se encuentran en la

clínica (Easton y cols. 1995, Tonin y cols. 1995, Easton y cols. 1997, Ford y

cols. 1998).  La prevalencia de las mutaciones encontradas en los distintos

estudios varía mucho en función de la muestra seleccionada. Para familias

con una mayor carga genética la prevalencia de mutaciones localizada

es muy alta, llegando a más del 80%. Sin embargo, trabajos realizados en

familias con una historia familiar menos extensa encuentran tasas de

prevalencia mucho menores (Szabo y cols. 1997, Serova y cols. 1997,
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Schubert y cols. 1997, Ford y cols. 1998, Malone y cols. 1998, Papelard y

cols. 2000).

La contribución de ambos genes al cáncer de mama es similar en

los casos de familias con cáncer de mama sin cáncer de ovario ni casos

de varones con cáncer de mama en la familia; sin embargo en las familias

donde aparecen cánceres de ovario las mutaciones en BRCA1 son

superiores a BRCA2. La prevalencia de las mutaciones encontradas en el

gen BRCA1 en familias con cáncer de mama y ovario, también varía en

función del número de mujeres afectas en la familia. En la bibliografia

encontramos valores que van desde el 80% de familias con mutación en el

gen BRCA1, en aquellas con más miembros afectos (Easton y cols. 1993,

Narod y cols. 1995), hasta un 45% en familias con menor carga genética

(Serova y cols. 1997,Couch y cols. 1997, Shattuck-Eidens y cols. 1997). Estos

datos reflejan que una gran mayoría de las familias con cáncer de mama

y ovario se deben a mutaciones en BRCA1, siendo la contribución de

BRCA1 muy superior a BRCA2. Por otra parte, en núcleos familiares donde

además de una asociación al cáncer de mama se dan casos de cáncer

de mama en varones, la prevalencia de las mutaciones en el gen BRCA2

es superior a la de BRCA1 (Couch y cols. 1996, Friedman y cols. 1997).

Mutaciones en estos dos genes aparecen en una muy baja

proporción entre la población general y únicamente algunas mutaciones

de origen endogámico poseen una representación mayor en sus

poblaciones respectivas (Ford y cols. 1995, Roa y cols. 1996).

Como ya se ha mencionado, la aparición precoz del tumor es una

de las características clínicas de los cánceres producidos por estos genes.

Por ejemplo, en un estudio realizado en población inglesa con cáncer de

mama precoz (Peto y cols. 1999), un 6.3% de las mujeres menores de 36

años con cáncer de mama presentaban mutación en alguno de los dos

genes (3.9% en BRCA1 y 2.4% en BRCA2). Entre mujeres con cáncer de
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mama diagnosticadas entre los 35 y los 45 años, el 4.1% tenían mutaciones

(1.9% en BRCA1 y 2.2 % en BRCA2). Como se observa en estos datos la

contribución de los dos genes al cáncer de mama precoz es muy similar.

En otro trabajo publicado de la población del sur de Suecia, la frecuencia

de las mutaciones que truncaban la proteína, en mujeres con cáncer de

mama precoz no seleccionadas por la historia familiar era del 6.8% (Loman

y cols. 2001). Se han publicado trabajos similares en diferentes poblaciones

(Turquía, Italia, China...) examinando la asociación de mutaciones BRCA

con cáncer de mama (Tabla 2). Dependiendo de la población y de los

criterios de selección, la prevalencia de las mutaciones y la distribución de

éstas entre los dos genes es diferente.

Tabla 2. Trabajos más relevantes publicados en diferentes poblaciones con

cáncer de mama precoz.

Autor Población N° casos Edad (años) Mutaciones

BRCA1

Mutaciones

BRCA2

Fitzgrald Boston 30 < 30 13% -

Langston Washington 80 < 35 7.5% -

Abelovich Ashkenazis 43 < 40 23.3% 7%

Peto U.K. 254, 363 <36, 36-45 3.5, 1.9% 2.4, 2.2%

Southey Australia 91 < 40 3.8% -

Malone Washington 203 < 35 5.9% 3.4%

Pharoah U.K. 1435 < 55 0.7% 1.3%

Loman Suecia 234 < 41 6.8% 2.1%

Yacizi Turquía 52 < 50 3.8% 1.9%

Turchetti Italia 40 < 35 15% -

Sng China 76 < 40 8.6% -

Diez España 159 < 40 1.3% -

De la Hoya España 36 < 45 0% -

De Sanjose España 136 <46 0.7% 5.8%
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En población española apenas existen trabajos en relación con el

cáncer de mama precoz. Un análisis del gen BRCA1 en una muestra de

159 mujeres con cáncer de mama precoz, únicamente detectó dos

mutaciones, lo que constituye el 1.3% (Diez y cols. 1999). Por otra parte de

la Hoya y cols. (2001) no encontraron ninguna mutación en el gen BRCA1

en 36 mujeres diagnosticadas de cáncer de mama u ovario antes de los

45 años. En un trabajo sobre la prevalencia de BRCA1 y BRCA2 en mujeres

jóvenes (menores de 46 años) del área de Gerona y Tarragona, se

describe un 6.6% de mutaciones en BRCA (0.7% en BRCA1 y 5.8% en

BRCA2) (de Sanjose y cols. 2003).

En general, no existen mutaciones con una prevalencia muy superior

al resto, esto sólo se da en casos muy concretos de poblaciones

endogámicas debido a mutaciones con un efecto fundador.

Concretamente 3 mutaciones características de los Judíos Ashkenazis, dos

en BRCA1 (185delAG y 5382insC), y una en BRCA2 (6174delT), aparecen en

una proporción mayor del 2% entre esta población (Struewing y cols. 1995,

Oddoux y cols. 1996, Roa y cols. 1996). Se han descrito otros casos de

mutaciones recurrentes en otros paises del mundo, como en Alemania

(mutación 2080delAA en BRCA1) (Peelen y cols. 1997), Islandia (mutación

995delA en BRCA2) (Thorlacius y cols. 1997), Noruega (mutaciones

1675delA y 1135insA en el gen BRCA1) (Borg y cols. 1999) y España

(mutación 9254del5 en BRCA2 y R71G en BRCA1) (Diez y cols. 2003, Vega y

cols. 2002, Llort y cols. 2002).

Las mutaciones en BRCA 1 y BRCA2 aparecen en una muy baja

proporción entre la población general sin cáncer de mama (Armstrong y

cols. 2002).
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Penetrancia

En algunos de los estudios de mutaciones de BRCA1 y BRCA2, la

penetrancia de estas mutaciones fue sobrestimada ya que los cálculos se

hicieron a partir de familias de muy alto riesgo donde muy probablemente

otros factores estén jugando un papel importante. Estas estimaciones

calculaban que para portadoras de mutaciones en los genes BRCA1 y

BRCA2 el riesgo de padecer cáncer de mama a lo largo de la vida es del

85%, y el de padecer cáncer de ovario de un 40%-60% en portadoras de

BRCA1, y de un 10%-20% para portadoras BRCA2 (Easton  y cols. 1993, Ford

y cols. 1994, Easton y cols. 1995, Tonin y cols. 1995, Easton y cols. 1997, Ford

y cols. 1998). El riesgo de padecer cáncer de mama se incrementa con la

edad (Serova y cols. 1997, Struewing y cols. 1997).

Más conservadores aún son los datos que se han obtenido de

estudios de mujeres judías Ashkenazi no seleccionadas por su historia

familiar, donde se ha estimado una penetrancia del 36% para mutaciones

en BRCA1 y BRCA2 en mujeres menores de 30 años (Claus y cols. 1991) y

aproximadamente del 5-11% en mujeres menores de 40 años (Ford y cols.

1995). Este trabajo sugiere que la penetrancia de las mutaciones BRCA1 y

BRCA2 podría ser algo menor de lo calculado previamente en familias de

alto riesgo, aunque mutaciones diferentes a las de estas poblaciones

endogámicas pueden conferir un riesgo distinto a la enfermedad.

La frecuencia de mutaciones a medida que aumenta la edad

disminuye drásticamente, ya que la proporción de carcinoma de mama

en la población general debido a una herencia autosómica dominante es

de 2.2% entre los 40-49 años y 1.1% entre los 50-70 años (Ford y cols. 1998).

En conclusión, podríamos decir que en pacientes con mutación

BRCA, el riesgo de desarrollar cáncer de mama es del 50 al 70%, de 4-6

veces mayor que en la población general; y el de desarrollar cáncer de
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ovario del 20 al 40%, que es de 10-20 veces superior a la población general

(Brose y cols. 2002).

5. VALORACIÓN DE LA PROBABILIDAD DE DETECTAR MUTACIÓN BRCA.

DIAGNÓSTICO GENÉTICO

La proporción de cáncer de mama debido a alteraciones en los

genes BRCA1 y BRCA2 es muy baja, y el cribado de mutaciones muy

costoso, por lo que es necesario disponer de un buen criterio para una

correcta selección de las pacientes a las que se realizará el estudio. Son

fundamentales estudios que ayuden a establecer mejor los grupos de

riesgo para conseguir una óptima relación entre las ventajas que supone

el diagnóstico genético y las actuales limitaciones técnicas para su

elaboración.

Hoy en día, en las familias con un número importante de casos de

cáncer de mama, familias en las que aparece el cáncer de mama

combinado con casos de cáncer de ovario, familias con algún varón

afecto de cáncer de mama, o familias de origen judío, es en las que se

está realizando un cribado de mutaciones con un fin diagnóstico. Es en

este grupo en el que, se ha encontrado una prevalencia mayor de

mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2.

En las familias con un riesgo moderado, no parece haber una

asociación tan clara con BRCA1 y BRCA2 sino más bien, parece que la

enfermedad en estos casos es debida a la combinación de varios factores

genéticos de baja penetrancia actuando simultáneamente y/o factores

ambientales (Nathanson y Weber. 2001, Pharoah y cols. 2002).

Un seguimiento de estas pacientes con mutación en BRCA nos va ha

permitir la detección temprana del cáncer, lo cual es fundamental para
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aumentar la supervivencia. Por tanto, es importante el estudio de

familiares cuando se produce la detección de una alteración

presuntamente patogénica en una paciente de una familia, con el fin de

localizar los familiares portadores y descartar los no portadores.

Un problema importante que se plantea a la hora de realizar el

informe a los pacientes, es como tratar las variantes génicas que no

truncan la proteína pero provocan cambios en ésta con consecuencias

desconocidas. El hecho de que una determinada  mutación esté

localizada en un residuo conservado de la proteína, cosegrege con la

enfermedad en la familia, no se encuentre en población general, suponga

un cambio brusco de aminoácido y se encuentre pérdida de

heterozigosidad para el gen en el tumor, son algunos de los indicios que

pueden reflejar la importancia de una alteración de este tipo

(Deffenbaugh y cols. 2002).

Respecto a la interpretación de un resultado positivo (identificación

de una mutación) depende del tipo de mutación, si ha sido encontrada

en familias con cáncer de mama/ovario, y de si ha sido encontrada en la

población general no afecta de cáncer de mama. Si una paciente con

cáncer de mama/ovario es portadora de una mutación el riesgo de

desarrollar la enfermedad se incrementa según el número de familiares

que también son portadores de la mutación. La presencia de mutación

indica una probabilidad mayor (pero no cierta) de desarrollar cáncer de

mama u ovario. La ausencia de mutación en BRCA1 y BRCA2 no reduce el

riesgo de desarrollar cáncer de mama o de ovario esporádico a lo largo

de su vida.

En familias donde una mutación todavía no ha sido identificada, un

resultado negativo puede significar que el cáncer no es hereditario, las

técnicas del laboratorio no son las adecuadas, o que el gen mutado es

diferente a BRCA1 o BRCA2.
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Respecto a las estrategias y métodos para llevar a cabo el cribado

de mutaciones: Single Strand Conformation Polimorphims (SSCP), Denature

Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), Protein trucation test (PTT),

secuenciación directa, Southern Blot… Todas ellas tienen sus ventajas e

inconvenientes, pero ninguna es efectiva al 100%. El uso de cualquiera de

estas técnicas ya sea en solitario o combinadas, no asegura la detección

de todas las mutaciones. Hay mutaciones que se localizan en regiones no

codificantes y debido a que estas zonas intrónicas no son normalmente

analizadas en su totalidad, estas mutaciones escapan del cribado. Por

otra parte, para la detección de grandes reordenamientos debe utilizarse

una estrategia basada en Southern Blot o PCR largo, técnicas que

también tienen sus limitaciones. En conclusión, un resultado negativo en la

búsqueda de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 no asegura la

ausencia de mutaciones, y este dato es importante que sea conocido por

la paciente a la que se realiza el estudio.

Las mujeres suelen sobreestimar su riesgo de padecer cáncer de

mama o cáncer de ovario, por lo que se debe realizar una valoración

correcta del riesgo en las familias con varios miembros afectos. Hoy en día,

cada mujer presenta un riesgo del 12.5% de padecer cáncer de mama a

lo largo de su vida, y un 1.5% de riesgo de padecer cáncer de ovario

(Jemal y cols. 2004).

Los dos factores de riesgo más importantes para desarrollar un

cáncer de mama/ovario son la edad y la historia familiar. Tener un familiar

de primer o segundo grado con cáncer de mama, puede significar un

aumento en el riesgo de desarrollar cáncer de mama (Hoskins y cols.

1995).
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Existen dos modelos muy conocidos para estimar el riesgo de

padecer cáncer de mama. Son los modelos de Gail y de Claus. Ambos se

utilizan para calcular el riesgo de desarrollar cáncer de mama.

El modelo de Gail utiliza cinco variables para calcular el riesgo: la

edad al diagnóstico, edad del primer embarazo, edad de la menarquia,

número de familiares de primer grado con cáncer de mama, y número de

biopsias de mama realizadas. Con estas variables se calcula el riesgo

específico por edad. El modelo de Gail no valora bien el riesgo en todos

los casos ya que no considera la presencia de cáncer de mama en los

familiares de segundo grado, y tampoco tiene en cuenta la presencia de

cáncer de ovario en la familia (Gail y cols. 1989).

El modelo de Claus se podría aplicar mejor a las mujeres con cáncer

de mama hereditario porque se basa en la historia familiar de cáncer de

mama, teniendo en cuenta la edad al diagnóstico. También considera la

edad en que los familiares son diagnosticados de cáncer. Tampoco tiene

en cuenta la historia familiar de cáncer de ovario (Claus y cols. 1991).

Ambos modelos infraestiman el riesgo individual de cáncer de

mama en familias portadoras de mutación BRCA, mientras sobreestiman el

riesgo en no portadoras. Sin embargo, otros modelos han sido estudiados

para estimar la probabilidad de que una mujer concreta sea portadora de

mutación en BRCA1 o en BRCA2, los más utilizados son los modelos de

Couch, Frank y el BRCAPRO. En España se ha desarrollado un modelo

probabilístico en el Hospital Clínico San Carlos de Madrid.

El modelo de Couch

El modelo de Couch se basa en la edad media del cáncer de

mama en la familia de la probando (Couch y cols. 1997). Otros factores

que se introducen son la historia familiar de cáncer de mama sólo o de
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cáncer de mama y ovario. El problema respecto a este modelo es que se

realizó con una media de casos en las familias de 3.5, la muestra

seleccionada se basa en un número relativamente pequeño de familias

(164 mujeres diagnosticadas de cáncer de mama), sólo se escogieron

mujeres caucasianas (se excluyen por tanto las mujeres de origen

Ashkenazi), y sólo predicen las mutaciones en BRCA1. Detecta mutación

en BRCA1 sólo en el 16% de las mujeres con historia familiar de cáncer de

mama, y en el 7% de las familias con historia de cáncer de mama. La

mutación en BRCA1 no se asocia con la presencia de cáncer de mama

bilateral ni con el número de familiares afectos. Este modelo estima la

probabilidad de encontrar una mutación  en una familia  con al menos

dos casos de cáncer de mama.

El modelo de Frank

El modelo de Frank, coordinado por Myriad Genetics, estima la

probabilidad de que una mujer con cáncer de mama diagnosticado

antes de los 50 años, sea portadora de mutación en BRCA1 o en BRCA2

basándose exclusivamente en la historia familiar. Este modelo se desarrolló

a partir de una muestra de 238 mujeres con cáncer de mama

diagnosticado antes de los 50 años, o con cáncer de ovario, y al menos un

familiar de 1° o 2° grado. Es útil para predecir la probabilidad de encontrar

una mutación en una familia, determinando el grado de relación con la

probando. Así, los familiares de primer grado no afectos tienen la mitad de

probabilidad de padecer cáncer de mama, respecto al familiar afecto;

los familiares de segundo grado tienen un 25% de probabilidad, etc (Frank

y cols. 1998). Este modelo es más aplicable a familias con varias mujeres

diagnosticadas de cáncer de mama antes de los 50 años o con cáncer

de ovario a cualquier edad, excluyendo a las mujeres con cáncer de

mama diagnosticadas después de los 50 años.
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El modelo BRCAPRO

Este modelo se desarrolló por Berry y Parmigiani (Berry y cols. 1997,

Euthus y cols. 2002). Utiliza un método matemático probabilístico basado

en la herencia mendeliana y aplica las bases del teorema de Bayes.

Estima la probabilidad individual de ser portador de una mutación en

BRCA1 o BRCA2, según la historia familiar. Este modelo se basa en la edad

y la incidencia acumulada de cáncer de mama y ovario en pacientes

portadoras de mutación BRCA, comparado con la incidencia en las

pacientes no portadoras. El cálculo de la probabilidad final incorpora la

edad y la información de la historia familiar de cáncer de los familiares de

1° y 2° orden, según la herencia Mendeliana de los genes autosómicos

dominantes. La limitación de este estudio se debe a la que muestra

seleccionada se compone de mujeres con una importante historia familiar

de cáncer de mama y de ovario. Por tanto, este modelo predice de forma

correcta cuando cuando la familia estudiada tiene un alto riesgo de

presenta mutación en BRCA1 o BRCA2.

El modelo de la Hoya (Hospital Clínico San Carlos de Madrid)

Estima la probabilidad de presentar mutación en BRCA1 o BRCA2

mediante el desarrollo de una regresión logística.  Se seleccionaron 102

familias españolas con al menos 3 casos de cáncer de mama y/o cáncer

de  ovario (con al menos uno diagnosticado antes de los 50 años). Este

modelo tiene en cuenta el número de casos de cáncer de ovario, la

existencia de cáncer de mama y ovario en una misma persona, la

presencia de cáncer de mama bilateral, el cáncer de mama en varones y

la edad media del diagnóstico de cáncer de mama. Los autores estiman

que su valor predictivo positivo es de 77.4% y el valor predictivo negativo

de 79% (de la Hoya y cols. 2002).
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Ningún modelo matemático, ha sido convenientemente validado.

Por tanto, muchos especialistas en cáncer familiar optan por definir

criterios de riesgo para la recomendación del análisis genético.  A este

respecto la literatura de estos últimos años demuestra que no existe

consenso para definir criterios de riesgo de cáncer de mama hereditario.

6. MEDIDAS PROFILÁCTICAS Y TERAPEÚTICAS EN PACIENTES CON

MUTACIÓN EN LOS GENES BRCA

La mastectomía bilateral profiláctica disminuye claramente el riesgo

de cáncer de mama en portadoras de mutación BRCA1 o BRCA2. En una

revisión del hospital  “ Clínica Mayo”  (Hartmann y cols. 1999), estudiaron

214 mujeres con historia familiar de alto riesgo de cáncer de mama; con

una mediana de seguimiento de 14 años, encontraron un 90% de

reducción del riesgo de cáncer de mama en las mujeres que se realizaron

mastectomía, respecto a sus hermanas que no se realizaron mastectomía.

Estos datos han sido confirmados en mujeres con mutación BRCA.

Hartmann y cols (2001) realizaron el análisis genético en 176 muestras de

las 214 pacientes de alto riesgo. 26 mujeres presentaban mutación  en

BRCA. Ninguna de las 26 mujeres desarrollaron cáncer de mama después

de la mastectomía bilateral profiláctica, con una disminución del riesgo

entre el 89.5% y el 100%. En el estudio  realizado por Meijers-Heijboer y cols

(2001), prospectivo, de 139 mujeres con mutación patológica en BRCA1 o

BRCA2, se analizaron dos grupos: de 76 mujeres a las que se realizó

mastectomía profiláctica, ninguna presentó cáncer de mama; sin

embargo, entre 63 mujeres a las que se realizó seguimiento, se detectaron

8 tumores de mama.

A pesar del beneficio obtenido con la mastectomía y la disminución

en la preocupación de desarrollar cáncer de mama, la decisión debe

realizarse cuidadosamente y de forma individualizada, considerando la
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esperanza de vida y los efectos psicológicos en cada paciente (Frost y

cols. 2000, Levine y Gemignani. 2003). Otra opción en determinadas

pacientes puede ser el seguimiento intensivo (exámen físico, mamografía,

ecografía, resonancia magnética), aunque esto no ha sido comparado

con la mastectomía profiláctica en ensayos randomizados.

Respecto a la ooforectomía profiláctica, se han realizado dos

estudio que han validado la recomendación de la ooforectomía, en las

pacientes que presentan mutación BRCA1 o BRCA2. Rebbeck y cols,

(2002) siguieron a 259 mujeres con mutación BRCA en las que se realizó

ooforectomía profiláctica. En el momento del procedimiento se

detectaron 6 (2.3%) casos de cáncer de ovario estadío I, y durante el

seguimiento se detectaron dos casos de cáncer peritoneal primario a los

3.8 y 8.6 años. En el grupo control se diagnosticaron 58 mujeres con cáncer

de ovario con una mediana de seguimiento de 9 años. La reducción del

riesgo de cáncer de ovario  entre las mujeres en las que se realizó

ooforectomía fue de 96% y el riesgo de cáncer de mama se redujo un 53%.

En el otro estudio, Kauff y cols (2002), siguieron a 98 pacientes en las que se

realizó una salpingo-ooforectomía bilateral profiláctica. Tras 24.2 meses de

seguimiento mediano se diagnosticó un cancer peritoneal primario,

mientras que en el grupo control se detectaron 5 casos de cáncer de

ovario o peritoneal, resultando una reducción del riesgo del 85% para el

cáncer de ovario y del 70% en el desarrollo de cáncer de mama.

La incidencia de cáncer ginecológico oculto entre las mujeres que

eligieron ooforectomía profiláctica, fue entre 2-4% de cáncer de ovario en

estadío precoz (Colgan y cols. 2001, Agoff y cols. 2002).

La ooforectomía (vía laparoscópica) es una opción para reducir el

riesgo de cáncer de mama en las mujeres que no desean mastectomía

profiláctica.
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Respecto a los agentes quimiopreventivos, el tamoxifeno ha

demostrado disminución del riesgo de cáncer de mama contralateral.

Narod y cols. (2000) comprobaron que el tamoxifeno disminuye un 50% el

riesgo de cáncer de mama contralateral en pacientes diagnosticadas de

cáncer de mama y mutación BRCA1 o BRCA2. El efecto protector del

tamoxifeno no persiste más de 10 años, a diferencia de la ooforectomía

que persiste durante toda la vida.

Hoy en día, no se recomienda una terapéutica diferente en las

pacientes que tienen cáncer de mama con mutación BRCA respecto al

cáncer de mama esporádico.

Por tanto, en las pacientes con mutación BRCA se debe realizar un

screening de cáncer de mama y cáncer de ovario, de forma más precoz

e intensivo que en el resto de las mujeres, y valorar las medidas

profilácticas (mastectomía/ooforectomía) aconsejables en cada caso de

forma individualizada.
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II. HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Las mutaciones de BRCA1 y BRCA2 suelen aparecer en familias con

antecedentes de cáncer de mama o cáncer de ovario, pero existen otros

factores como la aparición de cáncer de mama en mujeres jóvenes, que

también se ha relacionado con mutaciones en estos genes. Los estudios

realizados en diferentes poblaciones han demostrado una baja incidencia

de cáncer de mama familiar asociado a estos genes, y la proporción es

diferente en cada una de las poblaciones del mundo.

Para que un gen supresor desarrolle un tumor se tienen que producir

mutaciones en los dos alelos heredados. Según la teoría de los dos hitos de

Knudson, la edad precoz explicaría la aparición de cáncer hereditario de

mama/ovario, ya que el primer hito sería la mutación heredada a nivel de

la línea germinal, y la segunda mutación sería adquirida a lo largo de los

años.

La hipótesis de este trabajo es, que la prevalencia de mutaciones en

BRCA1 y BRCA2 puede ser mayor en pacientes jóvenes con cáncer de

mama, porque según la teoría de Knudson, el desarrollo del segundo hito

sería de forma precoz, ya que la primera mutación ha sido heredada.

La estimación de la prevalencia de mutaciones en estos genes en

pacientes jóvenes, distribuidas en diferentes grupos según su historia

familiar, permitirá establecer mejor los criterios de riesgo en nuestra

población.

Este tipo de análisis permitirá conocer como se distribuyen las

mutaciones en estos dos genes, y dentro de cada gen, identificar las

mutaciones prevalentes en nuestra población, por lo que se facilitirá el

análisis posterior.
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La asociación de las mutaciones con las características clínico-

patológicas del tumor podría ayudar a reconocer los tumores debidos a

estas mutaciones, y así indicar a qué pacientes se debería realizar el

análisis de estos genes.

Objetivos concretos:

1. Determinar la prevalencia de mutaciones BRCA1 y BRCA2 en las

mujeres menores de 41 años diagnosticadas de cáncer de mama en el

Hospital Clínico Universitario de Valencia.

2. Estimar la frecuencia de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2

en mujeres menores de 41 años con cáncer de mama, estratificadas en

función de sus antecedentes familiares de cáncer de mama u ovario.

3. Estudiar si existen otros tumores (excluidos el cáncer de mama y

de ovario) más frecuentes en los familiares de las pacientes con

mutaciones en BRCA1 y BRCA2, en relación con los casos de cáncer de

mama esporádicos.

4. Estudiar las características clínico-patológicas del cáncer de

mama en pacientes menores de 41 años, comparando los casos

esporádicos y los debidos a mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2.

5. Conocer la utilidad en nuestra población de los modelos, ya

conocidos, capaces de predecir la probabilidad de mutación en BRCA1 y

BRCA2 (el modelo de Couch, el modelo de Frank, el modelo BRCAPRO y el

modelo de la Hoya).
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III. MATERIAL Y MÉTODOS

III.1.DESARROLLO DE UN NUEVO SISTEMA PARA LA

IDENTIFICACIÓN DE MUTACIONES: TT-SSCP

El método TT-SSCP (Gradiente temporal de temperatura en

polimorfismo de conformación de cadena sencilla) está basado en la

utilización de diferentes temperaturas en cada electroforesis. La

temperatura se va variando a medida que avanzan los fragmentos de

simple cadena en la electroforesis y a cada temperatura distinta pueden

aparecer nuevas conformaciones, con lo que será más fácil diferenciar

dos cadenas distintas.

La optimización del sistema TT-SSCP para el cribado de mutaciones

requería de mutaciones ya identificadas que pudiesen testarse mediante

este método, comprobando la eficacia y rapidez del mismo. Cuarenta y

dos variantes en el gen del receptor de la LDL previamente detectadas en

el laboratorio del  Instituto de Investigaciones Citológicas, en pacientes

con hipercolesterolemia familiar (Chaves y cols. 2001; García-García y cols.

2001) fueron utilizadas con este fin. El ADN del resto de probandos con

hipercolesterolemia familiar, en los cuales no habían sido previamente

identificadas variaciones en el gen del receptor de la LDL mediante los

SSCP tradicionales, fue testado mediante TT-SSCP con el fin de verificar si

este sistema era capaz de detectar nuevas mutaciones que hubiesen

escapado a los SSCP tradicionales.

El ADN de las muestras con variantes génicas fue amplificado

mediante multiplexes de la misma manera que se procedía en el análisis

mediante los SSCP tradicionales. Las condiciones de electroforesis, cubetas

utilizadas, sistemas de tinción, fotografía y secado de geles son los mismos
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que los descritos en el apartado de estudio de los genes BRCA1 y BRCA2.

Las condiciones de amplificación aparecen resumidas en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de amplificación para las reacciones multiplex.

* El volumen de cada uno de los cebadores para las reacciones multiplexes varía

entre 1 y 3 µl. Con el fin de favorecer las amplificaciones de mayor tamaño en una

reacción de PCR conjunta, se incrementaba el volumen de cebadores que amplificaban

los fragmentos mayores. Para el resto de reacciones se utilizó un volumen de 2.5 µl.

Los oligonucleótidos usados así como la distribución de los diferentes

exones en los distintos multiplexes aparecen reflejados en la tabla 4.

REACCIÓN PARA 50µ l

OLIGONUCLEÓTIDO 3 µl (10µM)*

dNTPs 1.5 µl (25µM)

Cl2Mg 1.5 µl (2.5µM)

TAMPÓN 5 (10X)

H2O Hasta 50

Enzima Taq Polimerasa 1 unidad

Se alicuota en volúmenes de 12.5 µl y se

añade unos 20ng de ADN.

Temp. Tiempo Ciclos

94º 120 Seg. 1

94º 30 Seg.

TH+ 30 Seg.

72º 45 Seg.

40

72º 300 Seg. 1

+TH Tem peratura de hibridación del cebador
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Tabla 4. Oligonucleótidos usados para la amplificación de los diferentes

multiplexes.

FRAGMENTO NOMBRE tamaño MULTIPLEX OLIGONUCLEÓTIDOS

Prom-E1 FH-39 338 A GAGTGGGAATCAGAGCCTTCACGGG

I-E1-3' CTGGCGCCTGGAGCAAGC

E2 I-E2-5' 215 B CGTGGTCAGTTTCTGATTCTGGCG

FH-24 AAAATAAATGCATATCATGCCCAAA

E3 I-E3-5' 227 B TGCGCCTCAGTGGGTCTTTC

I-E3-3' ACTCCCCAGGACTCAGATAGGC

E4A I-E4A-5' 256 A ACTGCGGCAGCGTCCCCGGC

I-E4A-3' GGATGCAGGTGGAGCTGTTGC

E4B IE4B-5 304 C ACCTGTGGTCCCGCCAGC

I-E4B-3' CCAGGGACAGGTGATAGGACG

E5 I-E5-5' 241 C GGCCCTGCTTGTTTTTCTCTGG

I-E5-3' AGCAGCAAGGCACAGAGAATGG

E6 I-E6-5' 232 A ACGAAACTGAGGCTCAGACACACC

I-E6-3' GCTCCCCACAAACTCTGCAAGC

E7 I-E7-5' 212 C AGAGTGACCAGTCTGCATCCCTGG

I-E7-3' TTGGTTGCCATGTCAGGAAGC

E8 I-E8-5' 204 D TCCCCACCAAGCCTCTTTCTCTC

I-E8-3' CCACCCGCCGCCTTCC

E9 FH-43 222 E CCTGACCTCGCTCCCCGGACC

FH-44 GGCTGCAGGCAGGGGCGACG

E10 I-E10-5' 303 E GCAGTGAGATGAGGGCTCCTCG

FH-38 AGCCCTCAGCGTCGTGGATACG

E11 I-E11-5B' 188 F GCCCTCCAGCCTCACAGCTATTCTC

FH-46 TGGCTGGGACGGCTGTCCTG

E12 I-E12-5' 295 G GGCCCTCAGGCCCTCTGG

I-E12-3' CCGAGTTTTCTGCGTTCATCTT

E13 I-E13-5' 212 H GTCATCTTCCTTGCTGCCTG

I-E13-3' CACAAGGAGGTTTCAAGGTTGG

E14 I-E14-5' 223 G TCTCGTTCCTGCCCTGACTCC

I-E14-3' GACACAGGACGCAGAAACAAGG

E15 I-E15-5' 321 E GGCACGTGGCACTCAGAAGACG

I-E15-3C' AGTGAGGACGACACCTGGACTCC

E16 I-E16-5' 188 H CTCCATTTCTTGGTGGCCTTCC

I-E16-3' CATAGCGGGAGGCTGTGACCTGG

E17 I-E17-5' 228 D GGGCAGCTGTGTGACAGAGCG

I-E17-3' CATGGCTCTGGCTTTCTAGAGAGG

E18 I-E18-5' 293 F CCTGAGTGCTGGACTGATAGTTTC

I-E18-3' CAAGCCATTGCATGGGCACTGTC
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El sistema TT-SSCP también fue optimizado para realizarse con el

sistema semiautomático PhastSystem de Pharmacia, utilizando minigeles

de poliacrilamida no desnaturalizantes de tamaño 5cm x 5cm (PhastGeles

T20 % de APB).

Las condiciones electroforéticas utilizadas en este caso fueron las

siguientes.

Voltaje Temperatura Vh*
400 5ºC 40
25 5ºC 8
400 5ºC 120
400 8ºC 110
400 11ºC 100
400 14ºC 90
400 17ºC 80
400 20ºC 70

* Vh: Voltios/hora

La intensidad y los vatios fueron constantes a 5 mA y 1 W. En el

primer paso, a 40 Vh la muestra aún no se ha aplicado, esto permite correr

un tiempo el tampón y limpiar el gel, el segundo paso (8Vh) permite que

las muestras entren muy lentamente mejorando el resultado final.

III.2.ESTUDIO DE LOS GENES BRCA1 Y BRCA2

SELECCIÓN DE PACIENTES

Se ha realizado un estudio retrospectivo de pacientes con cáncer

de mama del Servicio de Oncología Médica y Hematología del Hospital

Clínico Universitario de Valencia con el fin de identificar posibles

candidatas para el presente estudio. El proyecto requería mujeres que

hubieran manifestado cáncer de mama a edad temprana. Se reclutaron

posibles candidatas con cáncer de mama, menores de 41 años, no
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seleccionadas por su historia familiar, aunque tener familiares con cáncer

de mama no era un criterio excluyente para este estudio.

Las pacientes fueron regularmente citadas para informarles del

estudio y pedirles su colaboración y participación. Si la paciente accedía

a participar en el estudio se le realizaba una encuesta sobre los

antecedentes personales y familiares de cáncer, que complementaba a

las características patológicas y al seguimiento a la que es sometida cada

paciente en Consultas Externas del Hospital.

La construcción de una base de datos con las características

clínicas, patológicas y epidemiológicas de cada paciente, permitió

realizar estudios comparativos entre las pacientes a las que se detectó la

mutación y las no portadoras de mutación.

En la base de datos de pacientes con cáncer de mama menores de

41 años, diagnosticadas entre los años 1989 y 1999 se obtuvieron 245

pacientes. Se realizó el estudio de mutaciones de BRCA1 y BRCA2 en 124

pacientes. Se excluyeron a 47 pacientes que habían fallecido previo a la

realización de este estudio; 22 pacientes con progresión de enfermedad y

dada su situación, no disponibles para realizar el estudio genético; 10

pacientes no localizadas, por realizar el seguimiento en hospitales más

cercanos a su domicilio; 12 pacientes que no dieron su consentimiento,

una vez informadas del estudio a realizar; 30 pacientes a las que se

informó sobre el estudio y realizaron la entrevista sobre antecedentes

familiares, pero posteriormente no acudieron a la extracción de sangre, al

cambiar de opinión a participar en el estudio.

Las mujeres en el momento de la entrevista eran citadas para una

extracción de sangre periférica con el fin de obtener su ADN y ARN a

través de los linfocitos.
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Con la intención de buscar en nuestra muestra, qué mujeres tienen

un riesgo aumentado de presentar mutación en BRCA1/BRCA2 se

analizaron varios grupos:

- grupo de mujeres denominado “alto riesgo” frente al grupo de mujeres

que no cumplen este criterio

- mujeres que presentan antecedentes de cáncer de mama/ovario en

familiares de 1° grado respecto al resto del grupo de pacientes

seleccionadas

- mujeres que presentan antecedentes de cáncer de mama/ovario en

familiares de 1 y 2° grado respecto al resto del grupo de pacientes

seleccionadas

- mujeres con antecedentes familiares de cáncer de mama/ovario

(cualquier grado) frente al grupo de mujeres sin antecedentes

familiares de cáncer de mama

- mujeres con dos o más familiares afectos de cáncer de mama/ovario

- mujeres con tres o más familiares afectos de cáncer de mama/ovario

- mujeres que presentan antecedentes de cáncer de ovario en la familia

(independientemente del grado) respecto al resto del grupo de

pacientes seleccionadas

Los criterios para incluir a una paciente en el subgrupo “alto riesgo”

fueron los siguientes:

- 2 cánceres de mama en familiares de primer grado, uno diagnosticado

antes de los 41 años

- 1 cáncer de mama antes de los 41 años y un cáncer de ovario en un

familiar de 1° grado

- 1 cáncer de mama antes de los 41 años y un cáncer de mama en

varón (independientemente del grado)

De entre las 124 mujeres seleccionadas 26 (21%) pertenecen a

familias de alto riesgo; 47 (38%) tienen algún familiar afecto de cáncer de

mama u ovario (aunque no cumplen los requisitos para considerarlas
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como alto riesgo); 49 (39.5%) mujeres no tienen familiares afectos

conocidos de cáncer de mama u ovario; y 2 (1.6%) mujeres no tienen

historia familiar conocida ya que son adoptadas.

El grupo de mujeres con antecedentes de 1° grado, está constituido

por aquellas que su madre/padre o hermanas/hermanos habían

presentado cáncer de mama/ovario. El 20.6% de las pacientes tienen

antecedentes de 1° grado con cáncer de mama/ovario.

Las mujeres con antecedentes de 1° y 2° grado, está constituido por

aquellas que tienen antecedentes en padres/hermanos de cáncer de

mama/ovario, y además, en 2° grado (abuelos/tíos). El 8.8% de las

pacientes tienen antecedentes de 1° y 2° grado.

Otro grupo es el constituido por las mujeres con antecedentes

familiares de cáncer de mama/ovario, independientemente del grado. El

58.9% de las pacientes cumplen este criterio.

El 47.5% de las pacientes tiene antecedentes de dos o más familiares

(de cualquier grado) con cáncer de mama. El 13% presentan tres o más

familiares con cáncer de mama.

El 6.4% de las pacientes tienen antecedentes de cáncer de ovario

en la familia (independientemente del grado).

Los familiares de las pacientes en las que fueron detectadas

mutaciones en los genes BRCA1y BRCA2 fueron requeridos para el análisis

genético de la alteración.

Se utilizó una colección de ADNs de cordones umbilicales para

buscar algunas de las variantes encontradas en los genes BRCA en

población general.
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MÉTODOS

Extracción del material genético

Se extrajo una muestra de sangre periférica a las pacientes que

fueron seleccionadas para el estudio con el fin de extraer ADN y ARN.

Debido a que algunas de las pacientes estaban sometidas a

quimioterapia el rendimiento de estas extracciones fue bajo. Tanto el ADN

como el ARN se extrajo a partir de linfocitos de la muestra de sangre, para

lo cual se lisaron los eritrocitos mediante choque osmótico en un tampón

de lisis hipotónico (Tris-HCl pH 7.5 10 mM, NaCl 10mM, MgCl  3mM ) capaz

de lisar los eritrocitos pero no el resto de componentes celulares. Tras una

centrifugación a 10.000 rpm, la operación se repitió hasta obtener un

pellet de linfocitos. Este pellet de linfocitos se cuantificó y se utilizaron en

torno a 5 x 10 6 células para la extracción del ARN y el resto de las células

para la extracción del ADN. Se estimó necesario este recuento de

linfocitos con el fin de mantener una homogeneidad en las extracciones y

evitar en parte el problema originado por la quimioterapia a la que eran

sometidas algunas pacientes.

La extracción del ADN a partir de los linfocitos se realizó por el

método de “salting out” (Miller SA y cols. 1988). Una vez extraído el ADN,

fue cuantificado en un espectrofotómetro (Ultrospec III de LKB-Pharmacia)

realizándose varias diluciones y cargado en un gel de agarosa al 0.6% (1µl

de muestra junto con 2µl de tampón de carga y 4µl de H2O bidestilada)

con el fin de verificar su estado de degradación. Se diluyeron todas las

muestras hasta llevarlas a una concentración de 50 ng/µl. De cada

muestra se realizaron al menos 2 alicuotas, una de pequeño volumen para

su uso que se almacenó a 4ºC y varias que servían de stock y fueron

congeladas a –70ºC. Todas las muestras permanecen almacenadas en

tubos estériles y en congeladores y neveras específicos para este uso.
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Parte de los linfocitos se utilizaron para la extracción de ARN

mediante el Kit RNeasy de QUIAGEN. Con este kit obtuvimos

aproximadamente 100µg de ARN total partiendo de unas 5 x 106 células. El

ARN fue inmediatamente congelado a –70ºC.

Detección de mutaciones BRCA1 y BRCA2

El análisis de estos genes se realizó mediante TT-SSCP. El TT-SSCP está

basado en un gradiente de temperatura al que es sometida la

electroforesis durante su migración, sometiendo las muestras a diferentes

temperaturas mientras migran. Mediante este método conseguimos testar

varias temperaturas en una sola electroforesis, incrementando

considerablemente la eficacia para la detección de mutaciones.

Las amplificaciones de PCR se realizaron: 1- mediante fragmentos de

tamaño estandar (pequeño); 2- mediante fragmentos de gran tamaño en

exones grandes o donde varios exones se podían amplificar en un solo

fragmento dada su cercana localización en el gen; 3- multiplexes de

varios fragmentos simultáneamente.

Después de las amplificaciones, se procedió de la siguiente manera:

- los fragmentos de gran tamaño se digirieron con restrictasas que

resuelven los amplificados en pequeños fragmentos de unos 300 a 400

pares de bases y cargados en la electroforesis (Barros y cols. 1997)

- los multiplexes se cargaron directamente en el gel de TT-SSCP

- los fragmentos de pequeño tamaño no incluidos en multiplexes se

distribuyeron en distintos grupos y fueron cargados simultáneamente

Todos los fragmentos cargados en los geles se analizaron mediante

TT-SSCP. Cuando se localizaba un patrón de migración anómalo, se

caracterizaba la alteración mediante secuenciación directa. Los
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fragmentos de gran tamaño eran secuenciados en su totalidad, sin

embargo en los otros casos había que identificar primero a que fragmento

correspondía la alteración amplificando y cargando cada fragmento del

grupo por separado. Una vez localizada la mutación en un fragmento

concreto se caracterizaba mediante secuenciación.

A los probandos con alteraciones localizadas en la secuencia

consenso de “splicing” (ayuste) se les realizaba una RT-PCR con el fin de

identificar si el procesado del ARN mensajero era anómalo. En el caso de

que se encontrara una banda de tamaño no esperado ésta era

secuenciada para caracterizar la alteración. La verificación de que cada

uno de los alelos están siendo amplificados es importante en el caso en

que una única banda del tamaño esperado apareciera en el RT-PCR. Un

resumen de la estrategia seguida está representado en la figura 3.

Figura 3. Estrategia utilizada en el cribado de mutaciones de los genes

BRCA1 y BRCA2.
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Amplificaciones de PCR

Las amplificaciones por PCR fueron realizadas a partir de ADN

genómico  utilizando los siguientes reactivos:

Cebadores diseñados mediante el programa PC-GENE y sintetizados

por GibcoBRL Life Techologies y Roche (Boehringer Manheim). Los dNTPs

utilizados en la síntesis fueron servidos por GibcoBRL Life Techologies. Se

utilizó la Netzime, de Need S.L., como enzima polimerasa termoestable.

Todos los PCRs fueron realizados mediante tres posibles termocicladores:

Progene de Techne, PTC-100 y PTC 150 de MJ Research. El volumen de

reacción final para cada amplificación fue 12 µl al que se le añadían unos

25 ng de ADN genómico.

La mayor parte de los exones de BRCA1 fueron amplificados de

forma individual en fragmentos de pequeño tamaño.  El exón 11 fue

amplificado en 4 fragmentos solapantes de entre 1000 y 1900 pares de

bases. En el último fragmento del exón 11 se incluyó además el exón 12 ya

que la región intrónica que los separa es de pequeño tamaño. En todos los

casos, además del exón, se amplificaron unas 50 pares de bases de región

intrónica a cada lado. Los oligonucleótidos utilizados para llevar a cabo

las reacciones de PCR se describen en la tabla 5.

En el gen BRCA2, la mayor parte de los exones de menor tamaño

fueron agrupados en 6 reacciones multiplex donde se distribuyeron los

exones de la siguiente manera:

Multiplex A B C D E F

Exones 1+3+18 2+9 15+21 8+13+19 20+12+4+17 25+14
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Los criterios para el diseño de los diferentes grupos de multiplex se

realizaron teniendo en cuenta la compatibilidad entre los distintos

oligonucleótidos (temperaturas de hibridación similares y que no

hibridasen entre ellos) y los tamaños de los amplificados (tamaños

suficientemente parecidos para amplificarlos en un mismo programa pero

suficientemente distintos para luego poder  verificar la amplificación en un

gel de agarosa).
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Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en el análisis del gen BRCA1 (F:forward,

R:reverse; TH: Temperatura de hibridación)

E X O N SE C U E N C IA T H
1A F CGT A T T CT GA GA GGCT GCT G

1A R T CT GT CA GCT T CGGA A A T CC

1BF GGA T T T CCGA A GCT GA CA GA

1BR GCA T CT GT T A CT A CT GA CGC

2F GA A A A T GA A GT T GT CA T

2R GT CT T T T CT T CCCT A GT A T GT

3F A A CGA A CT T GA GGCCT T A T G

3R T T GGA T T T T CGT T CT CA CT T

5F GGCT CT T A A GGGCA GT T GT GA

5R A T GGT T T T A T A GGA A CGCT A T G

6F T T T CT A CT GT T GCT GCA T CT

6R T A A T GT GCA A A CT T CCT GA G

7F CA CA A CA A A GA GCA T A CA T A GGG

7R CA T GGT GT CA A GT T T CT CT T CA GG

8F CA T GGT GT CA A GT T T CT CT T CA GG

8R A A T CCA GCA A T T A T T A T T A A A T A C

9F T GT CA A T CT T CCT GT GCT C

9R CT GA A T GA A T A T CT CT GGT T A G

10F T GGT CA GCT T T CT GT A A

10R GT A A A GGT CCCA A A T GGT CT T CA G

11A F CCA A T CT GCT T T T A A T T CA CT CT T A GA GC

11A R GT T GGGGA GGCT T GCCT T CT T CCG

11BF A CT CA CA T GA T GGGGA GT CT GA T C

11BR GT T GT A GGT T T CT GCT GT GCCT GA C

11CF A GCA GCA GT A T A A GCA A T A T GGA A CT CG

11CR A T CT A A GCA T A GCA T T CA A T T T T GGCCCT C

11D 12F CT GGA CT CCA T T A CT CCA A A T A A A CA T GGA C

11D 12R GT GT A GGCT GT GT GT GCGC

13F A A T GGA A A GCT T CT CA A A GT A

13R T GT T GGA GCT A GGT CCT T A C

14F CT A A CCT GA A T T A T CA CT A T CA

14R GT GT A T A A A T GCCT GT A T GCA

15F CA GA CT T CT A GGCT GT CT T GC

15R GT GT T T GT T CCA A T A CA GCA G

16F A A T T CT T A A CA GA GA CCA GA A C

16R A A A A CT CT T T CCA GA A T GT T GT

17F GT GT A GA A CGT GCA GGA T T G

17R T CGCCT CA T GT GGT T T T A

18F GGCT CT T T A GCT T CT T A GGA C

18R CT CA GA CT CA A GCA T GA GC

19F CT GT CA A T CT T CCT GT GCT C

19R CT GA A T GA A T A T CT CT GGT T A G

20F A T A T GA CGT CT GT CCT CCA C

20R A GT CT T A CA A A A T GA A GCGG

21F GCA GCA GA A A T CA T CA GGT GGT G

21R GT A GA GA A A T A GA A T A GCCT CT

22F T CCCA T T GA GA GT CT T GCT

22R GA GA A GA CT T CT GA GGCT A C

23F CA GA GCA A GA CCCT GT CT C

23R A CT GT GCT A CT CA A GCA CCA GGT

24F GA A CT CA T A CA A CCA GGA C

24R GA GT GA GA GGA GCT CCCA
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Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados en el análisis del gen BRCA2.

EXON SECUENCIA TH
1F TTCG CCA CA CTG A G A A A A TA CCCG
1R CA G A G A CA A A A G G G CA A G A A G CCG
2F A A TCA G G A A G TCA G TTTG A A TTTA
2R TTG CTCCG TTTTA G TA G CA G TTA A
3F G A TCTTTA A CTG TTCTG G G TCA CA
3R A A A CG CA G TA CA CA A TTA A TG A
4F A G A A TG CA A A TTTA TA A CCA G
4R A A TCA G A TTCA TCTTTA TA G A A CA A A

5, 6, 7 F TG TG TTG G CA TTTTA A A CA TCA
5, 6, 7 R CA A CCTCA TCTG CTCTTTCTTG

8F G CCA TA TCTTA CCA CCTTG TG A
8R A G G TTTA G A G A CTTTCTA A A G G C
9F A TA A CTG A A A TCA CCA A A A G TG
9R CTG TA G TTCA A CTA A A CA G A G G

10F A A CA G G A G A A G G G G TG A CTG A CC
10R A TTTTCTCCA TCTG G G CTCCA TTTA G A CC

10B F CA A A TCA G A A G CCCTTTG A G A G TG G
10B R A TG TA CCCCG G A A CTTA A A A TA A A A CTG TC
11A F G A G A TTA CA G G CA TG A G CCA CTG TG CCC
11A R CTTTTG A TTA TCTA A TG CCA A G G TA
11B F CCA A TTTCA A A TCA CA G TTTTG G A G G T
11B R CG G G TTG TCCCTG G A A G G TCA C
11CF G TTA A A CA CA A A A TA CTG A A A G A A A G TG TCC
11CR TTCA A TA CTG G CTCA A TA CCA G A A TCCA A G
11DF CTA A CA G CTA TTCCTA CCA TTCTG A TG A G G
11DR CTCTG G G TTTCTCTTA TCA A CA CG A G G
11E F TCTG G A TTTA G TA CA G CA A G TG GA A A G C
11E R G A TTG G CA A CA CG A A A G G TA A A A A TG A A CA C
12F G TTTA A CA TTTA A A G A G TCA A TA CTTTA G C
12R CCA CCTG A G G TCA G A A TA TTA TA TA
13F G CA TCCG TTA CA TTCA CTG A A A
13R A CG G G A A G TG TTA A CTTCTTA A C
14F G TTA CCA G A A TA G TA TCA CCA TG TA G C
14R TTTA A CA A CG A A A TA TCTA A CTG A A G G C
15F CCTG G CCA G G G G TTG TG C
15R CA CTCTG TCA TA A A A G CCA TCA G TA TTG TA
16F TG G A A A A G G TA CA G CA G A CTG TG G
16R A G TTA A G A G A A G A A A G A G G G A TG A G G G
17F G A A A TTA TA TTG TA G A TCA TA TG A A CTC
17R CG TA TA TG A TTA CG TA A TG TA A TG C
18F CA G TTA TTCA G TG A CTTG TTTA A A CA G TG G
18R G A A TCA A CG A CTG A TTTTTA CCA A G A G TG C
19F CTCTTA TG A TA TCTG TA A TA G A
19R A G A A A G A A A TA TA TG G TA A G TTTCA A G
20F G TG CCTG G CCTG A TA CA A TTA A C
20R G TTCTCA TA TTA G A A A TA A CA A TG TG TA C
21F CCCTTCTTTG G G TG TTTTA TG CTTG G
21R CTTCTCA CCTTG A A TA A TCA TCA A G CCTC

22, 23, 24F A A A G CCA TCTA G TTA CA A TA G A TG G A A CTT
22, 23, 24R A TTTG CA A CTG G TA G CTCC

25F CCTG A G CTTTCG CCA A A TTCA G
25R A A TA CCA A A A TG TG TG G TG A TG CTG
26F G TCCCA A A CTTTTCA TTTCTG C
26R G A CCCA CA TA A CA A CCA CA
27F TTA G G G G A G G G A G A CTG TG TG
27R A A G G TTA A G CG TCA A TA A TTTA TTG TCG CC
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Tanto los exones 5, 6 y 7  como los exones  22, 23 y 24 se encuentran

muy cercanos entre sí, debido a que están separados por una región

intrónica muy pequeña, y se amplificaron simultáneamente en un único

fragmento de PCR cada uno de los dos grupos de exones. Los restantes

exones de pequeño tamaño se amplificaron individualmente. El exón 11 y

el exón 10 tuvieron que ser amplificados en 5 y 2 fragmentos de PCR

solapantes respectivamente, de entre 700 y 1500 pares de bases. Los

oligonucleótidos utilizados para llevar a cabo las reacciones de PCR se

describen en la tabla 6.

Las condiciones de amplificación  tanto para los fragmentos de gran

tamaño como para los menores aparecen resumidas en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de amplificación para BRCA1 y BRCA2.

REACCIÓN PARA 50µl        (Concentración Final)

OLIGONUCLEÓTIDOs 1-4 µl (10µM)*

DNTPs 1.5 µl (25µM)

Cl2Mg 1.5 µl (2.5µM)

TAMPÓN 5 (10X)

H2O Hasta 50

Enzima Taq Polimerasa 1 unidad

Se alicuota en volúmenes de 12.5 µl y se añade unos 20ng de ADN.

* El volumen de cada uno de los cebadores para las reacciones multiplex

varían entre 1 y 4 µl. Con el fin de favorecer las amplificaciones de mayor tamaño

en una reacción de PCR conjunta, se incrementaba el volumen de cebadores

que amplificaban los fragmentos mayores. Para el resto de reacciones se utilizó

un volumen de 2.5 µl.



III. Material y métodos

58

PCR Temp. Tiempo Ciclos PCR Temp Tiempo Ciclos

94º C 120 Seg. 1 94º C 20 Seg. 1

94º C 30 Seg. 94º C 30 Seg

TH+ 30 Seg. TH+ C 30 Seg.

72º C 45 Seg.

40

70º C 120 Seg.

40

PCR de

pequeño

tamaño y

multiplexes
72º C 300 Seg. 1

PCR de

gran

tamaño

70º C 300 Seg. 1

+ TH: Temperatura de hibridación de cada oligonucleotido. Las TH para cada una

de las parejas de cebadores están reflejadas en las tablas 5 y 6.

La verificación de los productos de PCR de mayor tamaño se realizó

en agarosa al 1% (Sigma- Aldrich Química S.A., Need S.L.). Los fragmentos

menores se verificaron en 1.5-2% de agarosa y en la verificacón de los

multiplex se añadió agarosa de alta resolución (FMC). A  3 µl de muestra se

le añadia 2µl de tampón de carga (20/00 Azul de bromofenol, 20/00 azul de

xilencianol, 60% glicerol, 60 mM EDTA) y 5µl de H2O. Los 10µl de muestra se

cargaban en el gel y se corrían a un voltaje constante de 50 V.  Los geles

eran teñidos en tampón que contenía BrET y visualizados en un

transiluminador de U.V. Las fotografías se realizaron con un sistema

integrado de captación de imágenes Gel Printer Plus de TDI.

Digestión con restrictasas de los fragmentos de gran tamaño

Todos los fragmentos de PCR con un tamaño superior a 550 pb

fueron digeridos con endonucleasas en fragmentos de entre 500 y 100

pares de bases. En algún caso se necesitó más de una enzima de

restricción para conseguir que los productos de digestión tuviesen el

tamaño buscado.

Las digestiones se realizaron en un volumen de 5 µl,  de los cuales

2.5µl correspondían a los productos de PCR y la otra mitad a los reactivos
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de la reacción. Dependiendo de la eficacia de cada enzima de

restricción se utilizaban entre 1 y 2 unidades de enzima que se

completaban con su tampón correspondiente y H2O hasta 5 µl. Dado el

pequeño volumen en que se realizan las digestiones es necesario añadir

aceite mineral estéril que cubra el volumen de la reacción y evitar  así la

evaporación. Las digestiones se realizaron en un baño durante toda la

noche a 37ºC excepto para la enzima ApoI que trabaja a 50ºC.

Análisis de SSCCPs en gradiente de temperatura: TT-SSCP

Un Microlitro de cada amplificado se diluía en 9 µl de tampón de

desnaturalización (formamida 95%, 20mM EDTA, 0.05% azul bromofenol,

0.05% azul xilencianol). Algunos de los fragmentos amplificados

individualmente se cargaron de forma conjunta guardando la proporción

1:9 con el tampón de desnaturalización. En las digestiones, donde la

muestra ya aparecía diluida en la reacción de digestión, se guardó una

proporción de 1:1 con el tampón de desnaturalización.

Los fragmentos que fueron amplificados de forma separada pero

cargados en un mismo pocillo en la electroforesis fueron los siguientes:

BRCA1 : exones  2+10, 3+15+16, 5+13+14, 6+22, 8+24, 9+23,

17+18+19,20+21

BRCA2 : exones (27 digerido con EcoRI) + 26

Una vez llevada a cabo la mezcla con el tampón de

desnaturalización, las muestras eran desnaturalizadas durante

aproximadamente 1 minuto  y rápidamente enfriadas en agua-hielo. Entre

0.8 µl y 1µl de la muestra eran cargadas en el gel. Los TT-SSCP se llevaron a

cabo en geles verticales de poliacrilamida (29:1 acrilamida:bisacrilamida,

Amresco) de dimensiones 10x10 cm2. Los geles se prepararon a una

concentración final de 12% de poliacrilamida, 10% de glicerol o 14% de
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poliacrilamida sin glicerol y, en ambos casos, 1x TBE (Tris Borato EDTA). Las

electroforesis se desarrollaron a 400 voltios durante 3.5-4 horas en cubetas

refrigeradas  y a una temperatura variable durante la electroforesis.

Las variaciones de temperatura durante la electroforesis se

realizaron con un baño termostatizado de Selecta (Frigiterm 6000382). La

electroforesis se iniciaba a una temperatura de 2ºC y ésta se

incrementaba 4ºC cada media hora hasta una temperatura final de 24ºC.

En amplificados donde algún fragmento es de mayor tamaño (400-500 pb)

la electroforesis se prolonga 30 minutos a la última temperatura. Los

cambios de temperatura se resumen en la tabla 8.

Tabla 8. Tiempos y temperaturas utilizadas en el protocolo de TT-SSCP

TIEMPO 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

TEMPERATURA 2ºC 4ºC 8ºC 12ºC 16ºC 20ºC 24ºC

TIEMPO 210 min 240 min

TEMPERATURA 24ºC

Fin

Electroforesis 1

24ºC

Fin

Electroforesis 2

El revelado de los geles se hizo mediante tinción con nitrato de

plata, siguiendo el protocolo descrito por Beidler con pequeñas

modificaciones.

Todos los geles fueron fotografiados situando el gel sobre papel

fotográfico y realizando un flash de luz concentrada situada a unos 50cm.

La duración del flash de luz depende de la intensidad de tinción del gel.

Éstos son secados mediante  el GelAir Dryer de BIORAD que permite la
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conservación de los mismos.  Los geles y fotos fueron debidamente

identificados y archivados.

Cuando una banda anómala es identificada en una carrera donde

varios fragmentos se han analizado simultáneamente, cada uno de éstos

se carga a continuación por separado con el fin de identificar a qué

fragmento corresponde la alteración. Si los fragmentos provienen de un

multiplex cada uno ha de ser amplificado de forma individual, si provienen

de fragmentos amplificados de forma individual sólo es necesario

cargarlos por separado. Una vez identificado el fragmento donde se

encuentra la alteración, ésta es caracterizada mediante secuenciación

directa. En el caso de que los fragmentos provengan de la digestión de un

amplificado de mayor tamaño, éste es secuenciado completamente para

caracterizar la variación.

Secuenciación de los patrones anómalos

Los fragmentos con un patrón de migración anómalo en cada gel

de TT-SSCP son identificados mediante secuenciación. Los patrones

anómalos que se repiten en al menos 2 de las 20 muestras de cada gel,

son considerados como polimorfismos frecuentes y no son secuenciados.

Debido al sistema de identificación empleado es posible que

polimorfismos relativamente frecuentes sean secuenciados si, por azar

aparecen una única vez en un gel. Para llevar a cabo la caracterización

de los fragmentos donde ha sido identificado un patrón anómalo, son

reamplificados con el fin de tener suficiente material genético para llevar

a cabo la secuenciación.

Las condiciones, oligonucleótidos y reactivos para llevar a cabo las

reamplificaciones son las mismas que las utilizadas para amplificar los

fragmentos en el análisis por TT-SSCP, pero se incrementan los volumenes
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proporcionalmente con el fin de conseguir un volumen final de 100µl ya

que necesitamos más material de partida.

Cuando la banda correspondiente al patrón anómalo está lo

suficientemente separada del resto de bandas se procedió a reamplificar

el fragmento a partir de esta banda procediendo de la siguiente manera:

1- Se aisló la banda  cortándola con un escalpelo

2- Se introdujo en unos 30µl de H2O bidestilada estéril

3- Se homogeneizó con un émbolo estéril

4- Se dejó incubar a unos 42ºC toda la noche para facilitar la disolución

del ADN

5- Se utilizaron unos 5µl para reamplificar

En el caso que las bandas estuvieran muy juntas se amplificó el

fragmento nuevamente a partir de ADN genómico. Cuando el patrón

anómalo apareció en un producto de digestión la amplificación también

se realizó de ADN genómico. En este caso, aunque sea posible aislar una

banda anómala, los dos cebadores utilizados para amplificar el fragmento

de gran tamaño no hibridan con los productos de digestión no siendo

posible reamplificar la banda en estos casos. Estos fragmentos de gran

tamaño son secuenciados íntegramente con varios oligonucleótidos.

Una vez reamplificados, los fragmentos han de ser purificados para

eliminar las sales, dNTPs, oligonucleótidos y productos inespecíficos de

pequeño tamaño presentes en la reacción de PCR que pudieran influir en

la secuenciación.

La purificación se realizó con columnas ”High Pyre PCR Product

Purification Kit” de Roche o con “concert rapid PCR purification system” de

Gibco BRL, en ambos casos se conseguían en torno a 50µl de volumen con
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una buena pureza de ADN para llevar a cabo la secuenciación. En ambos

casos se siguió el protocolo recomendado por el fabricante.

La muestra debía tener una concentración entre 5-100 ng/µl

(dependiendo del tamaño) para llevar a cabo la secuenciación por lo

que la concentración a la que se encontraba el amplificado también

debía ser calculada mediante un espectrofotómetro. Si la concentración

era muy alta se diluía la muestra en H2O bidestilada estéril, si por el

contrario era baja se concentraba con un concentrador a vacío

(Concentrator 5301 de Eppendorf).

Las secuenciaciones se realizaron en los secuenciadores A.L.F

(Pharmacia Biotech) y A.B.I PRISM TM 310 (Aplied Biosystems). En ambos

casos se llevó a cabo una reacción cíclica de secuenciación. Entre 5 y

100ng de ADN amplificado y purificado se mezclaron en las proporciones

adecuadas con el oligonucleótido, los dNTPs, ddNTPs y la Taq polimerasa.

Dos protocolos de secuenciación distintos fueron utilizados según el

secuenciador usado.

1- Secuenciación realizada con el secuenciador automático A.L.F.

de Pharmacia Biotech:

La reacción de secuenciación se realizó con marcaje interno de la

cadena de ADN sintetizada, en forma de dUTP-Fluoresceína. En un

volumen total de 18µl se preparó una mezcla con unos 5-100ng de ADN,

17,78 µM de cada uno de los deoxinucleótidos (dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-

GTP), 30 pmoles de cebador, 1.11µM dUTP-fluoresceina, 22% DMSO v/v, 1.5

mM MgCl2 y 67.5 mM Tris-HCl, pH 9. A esta mezcla se añadió 2.5 unidades

de Taq polimerasa y ésta se repartió en cuatro tubos nombrados A, C, G, T

en donde se depositaron 2 µl de ddATP 750 µM, ddCTP 250 µM,  ddGTP 35
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µM, ddTTP 1000 µM, respectivamente. Las muestras se cubrieron con aceite

mineral y se colocaron en el termociclador.

La reacción de secuenciación se realizó mediante un ciclo de 2.5

minutos a 94ºC, entre 25 y 30 ciclos de 25 segundos a 94ºC, 30 segundos a

una temperatura entre 58ºC y 64ºC dependiendo de la TM del

oligonucleótido y 60 segundos a 70ºC. Finalmente se realiza una  extensión

adicional de unos 3 min. La reacción, una vez acabado el proceso de

amplificación, se detuvo añadiendo 4 µl de disolución de parada.

La mitad de la mezcla es cargada en un gel de poliacrilamida al 6%

(acrilamida:bisacrilamida 19:1), 7 M de urea y 1,2 x TEB. Las condiciones

electroforéticas eran las siguientes: 1500 V, 45 mA, 38 W, 50ºC de

temperatura y un tiempo de electroforesis de unos 240 minutos. La

secuencia fue finalmente leída por el secuenciador automático A.L.F.

2- Secuenciación realizada con el secuenciador automático ABI

PRISM 310 (APPLIED BIOSYSTEMS):

Los distintos clones se secuenciaron siguiendo el método de los

dideoxinucleótidos (terminadores) marcados con compuestos

fluorescentes (Prober y cosl, 1987). Los productos marcados se resolvieron

en un equipo de secuenciación automática  ABI 377 (Applied Biosystems ).

Los oligonucleótidos utilizados para las secuenciaciones fueron los

mismos que los utilizados en las amplificaciones. En el caso de algún

fragmento de gran tamaño fue necesario diseñar un oligonucleótido

interno para secuenciar la totalidad del fragmento.
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RT-PCR

Cuando se identificó una mutación que altera la secuencia

consenso de “splicing” (ayuste), se realizó una RT-PCR del ARN del

probando, con el fin de caracterizar el efecto que la mutación provoca a

nivel del procesamiento del ARN mensajero.

La secuencia consenso descrita por Mount (1982) es la siguiente:

Las zonas que flanquean el final de un exón y el comienzo del

siguiente contienen las secuencias que junto a una intrónica son

requeridas para llevar a cabo el proceso de “splicing” (ayuste), aunque las

bases en rojo corresponden a las zonas más conservadas.

Las reacciones de retrotranscripción realizadas se llevaron a cabo

con el sistema “Enhanced Avian RT-PCR Kit” (Sigma). Todos los reactivos y

el material de plástico fueron preparados libres de RNAsas. Se utilizó

fundamentalmente el DEPC para tratar la mayor parte del material. Las

reacciones de retrotranscripción se realizaron con oligonucleptidos poli-T.

PROTOCOLO:

En un tubo libre de Rnasas se mezclan:

3.0 µl de RNA total

1µl de oligonucleótido poli-T (70µM)

1µl de dNTP (10 mM cada uno)

NNNNN     A G   GT     AGT  -----//-----       N          A      -----//-----        N     AG   GTNN
 C                 A                              T     CTA     C                     T       C   

A                G                              C     TCG      T                   C  10    T

EXÓN                                                    INTRÓN                                           EXÓN

   10-10000 PB                                   <20 PB

Numeración       -3     -1   +1  +3   -3    -1    +1  +3
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Se cubre con dos gotas de aceite y se incuba a 85ºC durante unos

10 min. A continuación se pone el tubo en hielo. Añadir:

1 µl de Tampon 10 X de la enzima

0.5 µl de Enzima (Enhancer  AMV Reverse  Transcriptasa)

0.5 µl de inhibidor Rnasa

3 µl de H2O bidestilada estéril y libre de Rnasas

Se incuba unos 15 minutos a 25ºC para permitir la unión de los

oligonucleótidos poli-T al RNA y después se incuba durante 90-120 minutos

a unos 45ºC para que la enzima sintetice el DNA complemetario.

Una vez sintetizado el cDNA se procede a amplificar la zona de

interés para nuestro estudio. Debido a que una mutación de “splicing”

(ayuste) puede provocar la pérdida de varios exones fue necesario

alejarse lo suficiente de la zona alterada para asegurarnos que la

amplificación por PCR se llevará a cabo. Por este motivo, se realizó una

PCR larga mediante el Kit “Expand Long Template PCR System” de Roche,

cuyo protocolo se desarrollará en el apartado siguiente.

Tanto BRCA1 como BRCA2 presentan una expresión muy baja en

células sanguíneas, por lo cual es muy difícil el análisis del ARN mensajero.

El hecho de que se requiriera, además, hacer amplificaciones de gran

tamaño dificulta aún más el análisis, por lo que es necesario realizar una

RT-PCR anidada o semianidada para obtener un buen rendimiento en la

amplificación. Así, cuando el primer PCR largo es realizado a partir de la

síntesis de cDNA, el producto de este PCR se utiliza como molde de una

segunda PCR donde al menos un oligonucleótido es interno con respecto

al fragmento amplificado. Con esto se consigue un aumento considerable

de la producción del amplificado y una alta especificidad, dado que el

cebador interno sólo hibridará en el amplificado correcto y no en

amplificados inespecíficos del primer PCR.
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El proceso de retrotranscripción y posterior amplificación queda

resumido en la Figura 4. Los ologonucleótidos utilizados se decriben en la

Tabla 9.

Figura 4. Estrategia seguida en el proceso de la retrotranscripción.

Tabla 9. Oligonucleótidos empleados en la amplificación de los productos

de la retrotranscripción.

MUTACIÓN CDNA PCR 1 (5´-3´) SEMIANIDADO (5´-3´)
ctgggccacacgatttgacgg ctgggccacacgatttgacgg

D117Y
Síntesis

Poli-T ggggatctggggtatcaggtagg cacaggtgcctcacacatcttgcc

ctcgggtgtcttttgcggcggtg ctcgggtgtcttttgcggcggtg
295+2 (t-c)

Síntesis

Poli-T catttctagaacatttcctcagaattgtcc Attttctccatctgggctccatttagacc

Una vez realizada la RT-PCR, ésta se verifica en un gel de agarosa

con el fin de identificar bandas de un tamaño anormal que correspondan

a posibles errores en la maduración del RNA mensajero. El sistema de

verificación en gel de agarosa es similar a los casos ya citados.

AAAA
TTTTTTTSintesis de cDNA

ARN mensajero

cDNA

PCR

PCR 

Semianidado
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En el caso en el cual una banda de tamaño anormal estuviese

presente en el mutante y no en los controles, el experimento se repetía

para descartar la posibilidad de que la banda sea un artefacto. La banda

fue secuenciada para identificar la alteración que se produce en el ARN

mensajero maduro. La banda fue aislada del gel de agarosa con un

escalpelo y el ADN fue extraído mediante el sistema Quiaquick Gel

Straction Kit de Quiagen. Posteriormente, el ADN fue llevado a la

concentración óptima y secuenciado según el protocolo anteriormente

citado.

Es conocido que en muchos casos un ARN mensajero anómalo es

rápidamente degradado por la maquinaria celular, por lo que en el caso

en el que no se obtuviese una banda de tamaño irregular, se descartaba

la pérdida del alelo anómal mediante la secuenciación del producto de

la RT-PCR con el fin de identificar polimorfismos que diferencien ambos

alelos. Este sistema de discriminación alélica sólo es posible en el caso de

que existan variaciones polimórficas entre los dos alelos amplificados.

PCR LARGO

Como se ha citado en el apartado anterior, fue necesario, en

algunos casos, el uso de una PCR larga para alejarse lo suficiente de la

zona que presentaba una alteración en el “splicing” (ayuste).

Se usó el Kit  “Expand Long Template PCR System” de Roche. Éste kit

está compuesto de una mezcla de 2 enzimas, una con actividad

exonucleasa 3´a 5´ que le permite la corrección de errores y otra de alta

procesividad. Es el trabajo conjunto de estas dos enzimas lo que va a

permitir la amplificación de fragmentos de gran tamaño.

El protocolo consta de 20 ciclos donde el tiempo de extensión es

incrementado en 20 segundos en cada ciclo ya que la enzima va
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perdiendo actividad y cada ciclo necesita más tiempo para amplificar un

fragmento del mismo tamaño.

Para llevar a cabo el PCR largo se usó el siguiente protocolo:

Tabla 10. Condiciones de amplificación del PCR largo.

Alineamientos de secuencias

Los alineamientos de secuencias para los genes BRCA1 y BRCA2 de

diferentes especies (humana, perro, rata y ratón) se realizaron  mediante

clustalW alignment program (www.ch.embnet.org/cgibin/clustalw parser).

Las secuencias utilizadas para llevar a cabo las comparaciones

fueron las que aparecen en la Tabla11.

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS

94ºC 3´ 1

94ºC 20´´

TH* 30´´

70ºC TE*

10

94ºC 20´´

TH* 30´´

70ºC TE*+20´´

20

70ºC 15´ 1

* TH: Temperatura de Hibridación según las caracteristicas
 del oligonucleotido.
   TE:  Tiempo de extensión según el tamaño del fragmento.

38.5 µl H2O
3 µl dNTPs(2.5mM cada uno)
1.5 µl Oligonucleotido 5´(10µM)
1.5 µl Oligonucleotido 3´(10 µ M)
5 µl Tampón1 (5X) (con Cl2Mg)
0.5 µl Mezcla de taq ADN polimerasas

REACTIVOS

Se divide en 4 reacciones de 12 µl 
y se le añade unos 20 ng de ADN
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Tabla 11. Secuencias utilizadas en los alineamientos.

BRCA1(GeneBank ccesion no.) BRCA2(GeneBank ccesion no.)

Humano U14680 U43746

Ratón U68174 U89652

Rata AFO36760 T42207

Perro U50709 Ochiai y cols, 2002

III.3. MÉTODOS ESTADISTICOS

Los análisis estadísticos fueron realizados mediante el test de χ2 y el

test exacto de Fisher dependiendo del tamaño de la muestra, utilizando el

programa SSPS 11.0 para Windows.

En todos los casos  las diferencias fueron consideradas significativas

dentro de un intervalo de confianza del 95% (p<0.05).

Para el cálculo de la probabilidad de presentar mutación BRCA1 y

BRCA2, se utilizó un programa computerizado desarrollado por David Eulus

en la Universidad de Texas, llamado CAGene, que incluye los modelos de

Couch, Myriad y BRCAPRO (www.utsouthwestern.edu/cancergene/).
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IV. RESULTADOS

IV.1. PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES EN LOS GENES BRCA1 Y

BRCA2 EN MUJERES CON CÁNCER DE MAMA MENORES DE 41

AÑOS

Con el objetivo de determinar la prevalencia de las mutaciones en

los genes BRCA1 y BRCA2 en mujeres españolas menores de 41 años, no

seleccionadas por su historia familiar, se reclutaron 124 pacientes no

emparentadas entre sí. El análisis de las mutaciones se realizó mediante TT-

SSCP utilizando fragmentos amplificados mediante multiplex o fragmentos

de gran tamaño (800-1500 pb) digeridos con endonucleasas. Los patrones

anómalos fueron posteriormente identificados mediante secuenciación

directa.

Un estudio de este tipo además de permitir establecer la

prevalencia de estas mutaciones en nuestra población puede facilitar el

estudio de las relaciones fenotipo-genotipo. La identificación de posibles

mutaciones propias de nuestra población, podría orientar al cribado de

mutaciones de nuevas pacientes.

La búsqueda de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en esta

muestra ha permitido obtener los siguientes resultados:

En la tabla 12 se resumen todas las alteraciones localizadas en

nuestra muestra, tanto las definitivas o patogénicas como las de cambio

de aminoácido o sentido erróneo.
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Tabla 12. Resumen de todas las alteraciones encontradas

Paciente Gen Exón Mutación Tipo de  mutación Alto riesgo Historia familiar
2080del-A Cambio de pauta15 BRCA1 11 P871L Sentido erróneo + Madre: ovario(45)

131 BRCA1 15 S1512I Sentido erróneo Madre: útero (78)

119 BRCA1 7 Y105C Sentido erróneo

Madre: hepatocarcinoma
(79);

Prima de la abuela: mama
(70)

11 R841W Sentido erróneo23 BRCA1 18 G1706A Sentido erróneo
Tía (M): ovario;

Abuela (P): mama

128 BRCA1 23 P1812A Sentido erróneo +

Madre: mama (52) y ovario
(63); tía (M)(46) y abuela

(M)(40): mama; tía abuela
(M)(50): mama; prima

segunda (M): ovario (50); tío
(M): pulmón (60); primo (M):

próstata (70)

13 BRCA1 11 Q356R Sentido erróneo +
Madre, abuela(M), tía abuela

(M): mama (62, 42, 50);
abuelo (M): sarcoma

75 BRCA1 5 D67Y Sentido erróneo Prima (P): mama (56); padre:
pulmón

120 BRCA2 23 Y3006X Sin sentido Tía (M): ovario (70)
Q1994X Sin sentido70 BRCA2 11 G2044A Sentido erróneo Prima (P): linfoma (40)

78 BRCA2 23 9204 del 14 Cambio de pauta +
Madre: mama (40); tía (M):

mama bilareral (36, 46); prima
de la madre (M): mama (59)

127 BRCA2 23 9254 del 5 Cambio de pauta
Abuela (P): mama (47), tía

(M): mama;
abuelo (M): pulmón

145 BRCA2 23 9254 del 5 Cambio de pauta +
Abuelo (P): mama; padre:
estómago (54); abuela (P):

estómago; abuelo (M): colon
1 BRCA2 2 295+2 T/C Ayuste + Madre: ovario (61)

54 BRCA2 3 A75P Sentido erróneo
Abuelo (P): mama; padre:

hepatocarcinoma; hermana,
hermano, tía (M): ORL

123 BRCA2 11 G2044A Sentido erróneo Abuela (M): mama (70);
abuelo (P): estómago

57 BRCA2 18 V2728I Sentido erróneo

Prima de la madre y su hija:
mama (60,38); prima (M):
leucemia (38); abuelo (P):
esófago (76); tío (P): colon

134 * BRCA2 18 V2728L Sentido erróneo +

Madre: mama bilateral (72,
77); 2 hermanas **: mama (43

y 46);
abuela (M): mama; tía (M):

páncreas; prima (M)
leucemia; abuelo (P): próstata

122 BRCA2 11 R2108H Sentido erróneo

Madre: endometrio (71);
abuela (M):

hepatocarcinoma; prima
(M):hepatocarcinoma (57);

primo (P): pulmón
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Las mutaciones patogénicas aparecen en negrita.

Criterios de “alto riesgo” definido como mujeres con antecedentes familiares de 1° grado

de cáncer de mama /ovario, o un varón en la familia diagnosticado de cáncer de mama.

Abreviaturas: (P): paterno; (M): materno.

Las edades al diagnóstico aparecen entre paréntesis.

* Paciente con cáncer de mama contralateral a los 43 años

** Una de las hermanas es hermanastra materna

1. MUTACIONES PATOGÉNICAS

Se localizaron siete mutaciones truncantes (5.6%) entre los dos

genes, aunque la mayor parte (6 de 7) fueron localizadas en BRCA2 (4.8%).

La diferencia en la cantidad de mutaciones localizadas en los dos genes

es estadísticamente significativa (p=0.03) lo que indica que la prevalencia

de mutaciones en nuestra muestra es mayor en el gen BRCA2.

En el gen BRCA1 sólo se localizó la mutación definitiva 2080delA

(paciente n° 15). Esta mutación rompe la pauta de lectura y genera un

codón de parada. Esta mutación localizada en el exón 11, ha sido descrita

15 veces en la base de datos del BIC (Breast Cancer Information:

www.nhgri.nih.gov/Intramural_research/Lab_transfer/Bic). Esta mutación

no se pudo estudiar en la madre de la paciente (diagnosticada de cáncer

de ovario a los 45 años),  ya que había fallecido.

En el gen BRCA2 se localizaron cinco mutaciones definitivas

diferentes en 6 mujeres (Tabla 12), representando el 4.8% (95% IC: 1.8-10.2)

del total de la muestra de mujeres con cáncer de mama menores de 41

años. Dos mutaciones (Q1994X y 9254del5) han sido previamente descritas

y aparecen en la base de datos del BIC. Mientras que las otras tres

mutaciones (9204del 14, Y3006X y 295+2 T/C) han sido identificadas por

primera vez en nuestra muestra.
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La deleción 9254del5, que rompe la pauta normal de lectura

generando un codón de parada y truncando la proteína a ese nivel, fue

encontrada en dos pacientes distintas no emparentadas (pacientes n° 127

y 145). Esta mutación ha sido descrita  varias veces en la población

española y, fundamentalmente, en la población del área mediterránea

(BIC, Osorio y cols. 2001, Llort y cols. 2002, Díez y cols. 2003). La paciente n°

127 tiene antecedentes de cáncer de mama en su abuela paterna a los

47 años y en su tía materna. La otra paciente (n° 145) portadora de la

mutación 9254del5  pertenece a una  familia con un caso de varón afecto

de cáncer de mama (abuelo paterno), lo cual es muy característico de

mutaciones en BRCA2.

La mutación Q1994X, se localizó en la paciente n° 70. Esta paciente

es la única que no tiene antecedentes de cáncer de mama ni ovario en

su familia.

La deleción 9204del 14, localizada en el exón 23 de la  paciente n°

78, genera un desplazamiento en la pauta de lectura que trunca la

proteína en la misma posición que en el caso de la mutación 9254del5.

Esta paciente tiene antecedentes familiares de cáncer de mama y ha sido

incluida en el grupo de “alto riesgo” (madre diagnosticada de cáncer de

mama a los 40 años, tía materna con cáncer de mama bilateral a los 36 y

46 años, y una prima de la madre diagnosticada  también de cáncer de

mama a los 59 años).

La mutación Y3006X, fue detectada en la paciente n° 120 con

antecedentes de cáncer de ovario en la familia (tía materna a los 70

años), pero sin otros antecedentes de cáncer en la familia. Esta mutación

también ha sido localizada por nuestro grupo en una familia de “alto

riesgo” no incluida en este estudio por no cumplir los criterios de edad

menor de 41 años. Esta mutación fue detectada en tres miembros de la

familia diagnosticadas de cáncer de mama (dos hermanas y la madre). El
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hecho de encontrar una mutación nueva en dos pacientes

aparentemente no emparentados de una misma área sugiere que la

mutación puede ser también característica de nuestra zona.

Finalmente detectamos una mutación en la secuencia de consenso

de ayuste (Mount y cols. 1982) correspondiente al exón 2 (295+2 T/C). La

mutación se encontró en la paciente n°1, afecta de cáncer de mama a

los 35 años; su madre había sido diagnosticada de cáncer de ovario a los

61 años y se encontró la misma mutación.

En 4 de las 6 mujeres con cáncer de mama menores de 41 años con

mutación en BRCA2, ésta aparece en el exón 23, lo que supone que un

66.7% de las mutaciones truncantes localizadas en este gen se han

encontrado en dicho exón.

2. MUTACIONES DE SIGNIFICADO INCIERTO: MUTACIONES DE SENTIDO

ERRÓNEO

La detección de mutaciones de cambio de sentido es importante

ya que se ha relacionado con la enfermedad en alguna de ellas (Vallo-

Christersson y cols. 2001, Morris y cols. 2002). La falta de funcionalidad en

los genes BRCA1 y BRCA2, no permite discernir las mutaciones variantes

que no alteran la funcionalidad de la proteína. Únicamente para la región

perteneciente al dominio BRCT de BRCA1 se ha desarrollado un test

funcional que permite detectar las mutaciones patogénicas basándose

en la actividad transcripcional de este dominio (Vallo-Christersson y cols.

2001), pero dado que la región abarca sólo unos 300 pares de bases, el

test no es útil para la mayor parte de las mutaciones.

Un total de 14 variantes de sentido erróneo (11.3%) en los genes

BRCA1 y BRCA2, fueron encontradas en la muestra de mujeres con cáncer
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de mama diagnosticadas antes de los 41 años, de las cuales 8 fueron

encontradas en el gen BRCA1 (5.6%) y 6 en BRCA2 (4.8%) (Tabla 12).

Nueve de estas 14 alteraciones (S1512I, Y105C, R841W, G1706A y

D67Y en BRCA1 y A75P, V2728I, V2728L y R2108H en BRCA2) han sido

previamente descritas en pacientes con cáncer de mama, apareciendo

reflejadas en la base de datos del BIC como variantes de significado

incierto. Una de ellas, BRCA2 V2728I, ha sido identificada únicamente en

población española (en dos ocasiones), a diferencia del resto que

aparecen descritas en distintas poblaciones. Tres alteraciones encontradas

en el gen BRCA1 (P871L, Q356R y R841W) han sido caracterizadas

previamente en población general y han sido clasificadas como

polimorfismos (Durocher y cols. 1996, Dunning y cols. 1997, Dong y cols.

1998, Dunning y cols. 1999).

Las dos únicas nuevas mutaciones de sentido erróneo que han sido

identificadas en nuestro laboratorio son la variante P1812A encontrada en

BRCA1 y la variante G2044A en el gen BRCA2. La variante P1812A en

BRCA1 se encontró en la paciente n°128. Esta paciente pertenece a una

familia de “alto riesgo” ya que cinco miembros de su familia presentaron

cáncer de mama y/u ovario, tres de ellas antes de los 50 años (su madre

se diagnosticó de cáncer de mama a los 52 años y de ovario a los 63 años,

una tía materna se diagnosticó de cáncer de mama a los 46 años, la

abuela materna de cáncer de mama a los 50 años, la tía abuela materna

cáncer de mama a los 50 años y la hija de ésta cáncer de ovario a los 50

años). La otra mutación variante es G2044A en el gen BRCA2, localizada

en las pacientes n°70 y n°123. De estas dos pacientes, únicamente la

paciente n°123 tiene antecedentes de cáncer de mama en la familia, sin

cumplir criterios de “alto riesgo”.  Estas dos alteraciones se buscaron en 100

muestras que provenían de cordones umbilicales con resultado negativo.
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En algunas pacientes encontramos más de una alteración. Las

variantes de BRCA1 R841W y G1706A fueron detectadas en la misma mujer

(paciente n° 23). Esta paciente pertenece a una familia de “alto riesgo”,

ya que su abuela paterna se diagnosticó de cáncer de mama, y su tía

materna de cáncer de ovario. La alteración en BRCA1 P871L fue

detectada en la paciente n°1, que también presentaba la mutación

BRCA1 2080delA, y cumplía criterios de “alto riesgo” por haber sido su

madre diagnosticada de cáncer de ovario. El cambio BRCA2 G2044A se

identificó en la paciente n°70, en la que la mutación BRCA2 Q1994X había

sido detectada; esta mujer no presenta antecedentes familiares

conocidos de cáncer de mama ni de ovario.

La mutación variante en BRCA2 V2728L, localizada en la paciente

n°134, presente en la única mujer que ha padecido carcinoma de mama

contralateral, no ha sido localizada en sus dos hermanas que también se

diagnosticaron de carcinoma de mama.

Algunas de las variantes descritas más frecuentes de los genes

BRCA1 y BRCA2, no fueron detectadas en el estudio, ya que únicamente

se secuenciaron los patrones anómalos encontrados en cada gel (20

muestras por gel).

IV.2. FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES BRCA1 Y BRCA2 SEGÚN

LA HISTORIA FAMILIAR DE CÁNCER DE MAMA/OVARIO

Se recogieron las historias familiares oncológicas de las mujeres

incluidas en el estudio, con el fin de analizar la asociación entre la

detección de mutaciones en BRCA y los antecedentes familiares de

cáncer de mama o de ovario (Tabla 12).



IV. Resultados

78

Las mutaciones definitivas 2080delA (paciente n°15) en BRCA1 y

9204del14 (paciente n°78), 9254 del5 (pacientes n°127 y n°145), Y3006X

(paciente n°120) y 295+2 T/C (paciente n°1) en el gen BRCA2, aparecen

en familias con antecedentes de cáncer de mama u ovario de las cuales

las pacientes n°15, 78, 145 y 1 se encuentran en el grupo que cumplen los

criterios de “alto riesgo” (definido como mujeres con antecedentes

familiares de 1° grado de cáncer de mama /ovario, o un varón en la

familia diagnosticado de cáncer de mama). La mutación Q1994X

(paciente n°70), fue la única alteración que se localizó en una paciente sin

antecedentes familiares de cáncer de mama u ovario.

Las alteraciones de sentido erróneo Y105C (paciente n°119), R841W

y G1706A (paciente n°23), D67Y (paciente n°75), P871L (paciente n°15),

P1812A (paciente n°128) y Q356R (paciente n°13) en el gen BRCA1 y

G2044A (pacientes n°70 y n°123), A75P (pacienten° 54), V2728I (paciente

n°57), V2728L (paciente n°134) y R2108H (paciente n°122) en BRCA2 se

encontraron en mujeres con antecedentes de cáncer de mama u ovario,

aunque únicamente cuatro de ellas tenían familiares de primer grado

afectos y fueron incluidas en el grupo de “alto riesgo”: tres en el gen

BRCA1 (pacientes n°13, 15 y 128) y una (paciente n°134) en el gen BRCA2.

En la tabla 13, podemos ver la distribución de las mujeres portadoras

de mutaciones patogénicas en BRCA1/BRCA2 respecto a las no

portadoras, según sus antecedentes familiares, teniendo en cuenta el

grado del familiar afecto de cáncer de mama/ovario.
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Tabla 13. Distribución de las pacientes portadoras de mutaciones

patogénicas según el grado del familiar afecto de cáncer de mama/ovario.

Familiares
1° grado

(1)

Familiares
2° grado

(2)

Familiares
3° grado

(3)

Otros
familiares (≥
4° grado) (4)

No antec.
Familiar (5)

Total

BRCA1 1 (4 %) 0 0 0 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 2 (8%) 3 (8.8%) 0 0 1 6 (4.8%)

TOTAL 3 (12%) 3 (8.8%) 0 0 1 (1.9%) 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
22 (88%) 31(91.2%) 10 4 (100%) 50 (98.1%) 117

(94.4%)
TOTAL 25 34 10 4 51 124

(1)Familiares de 1° grado: padres, hermanos e hijos.

(2)Familaires de 2° grado: abuelos y tíos.

(3)Familiares de 3° grado: tíos abuelos y primos.

(4)Resto de familiares: ≥ 4° grado.

(5)No antecedentes familiares de cáncer de mama ni ovario.

Con la intención de buscar en nuestro grupo, qué mujeres tienen un

riesgo aumentado de presentar mutación en BRCA1/BRCA2 respecto al

resto, hemos analizado varios grupos:

- grupo de mujeres denominado “alto riesgo” frente al grupo de mujeres

que no cumplen este criterio

- mujeres que presentan antecedentes de cáncer de mama/ovario en

familiares de 1° grado respecto al resto del grupo de pacientes

seleccionadas

- mujeres que presentan antecedentes de cáncer de mama/ovario en

familiares de 1 y 2° grado respecto al resto del grupo de pacientes

seleccionadas

- mujeres con antecedentes familiares de cáncer de mama/ovario

(cualquier grado) frente al grupo de mujeres sin antecedentes

familiares de cáncer de mama

- mujeres con dos o más familiares afectos de cáncer de mama/ovario

- mujeres con tres o más familiares afectos de cáncer de mama/ovario
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- mujeres que presentan antecedentes de cáncer de ovario en la familia

(independientemente del grado) respecto al resto del grupo de

pacientes seleccionadas

Para analizar el grupo de mujeres de “alto riesgo”, las mujeres se

distribuyeron en cuatro subgrupos en función de los antecedentes

familiares. El grupo de “alto riesgo” lo formaban las mujeres con al menos

un familiar de primer grado afecto de cáncer de mama u ovario, o un

varón en la familia diagnosticado de cáncer de mama. En el segundo

grupo se agruparon las pacientes con familiares afectos de cáncer de

mama u ovario, que no cumplían los criterios de “alto riesgo”. El tercer

grupo está constituido por las mujeres sin antecedentes conocidos de

cáncer de mama u ovario, y el último grupo por dos mujeres adoptadas y

por tanto con antecedentes familiares desconocidos.

En la tabla 14 se resume como se distribuyen las portadoras y no

portadoras en función de los antecedentes familiares.

Tabla 14. Distribución de las pacientes portadoras de mutaciones

patogénicas según antecedentes familiares.

Alto riesgo
(1)

Familia afecta
no alto riesgo

(2)

Sin
antecedentes
conocidos (3)

Familia
desconocida

(4)

T
Total

BRCA1 1 (0.3 %) 0 0 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 3 (11.6%) 2 (4.3%) 1 (2%) 0 6 (4.8%)

TOTAL 4 (15.4%) 2 (4.3%) 1 (2%) 0 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
22 (84.6%) 45 (95.7%) 48(98%) 2 (100%) 117

(94.4%)
TOTAL 26 47 49 2 124

(1)Criterios de “alto riesgo” definido como mujeres con antecedentes familiares de 1° grado

de cáncer de mama /ovario, o un varón en la familia diagnosticado de cáncer de mama.

(2)Antecedentes familiares de cáncer de mama/ovario pero que no cumplen los criterios

de “alto riesgo”.

(3)No antecedentes familiares conocidos de cáncer de mama/ovario.

(4)Pacientes adoptadas que no conocían sus antecedentes familiares.
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En 4 de las 26 mujeres de “alto riesgo” (15.4%) se localizaron

mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 de las cuales 3 (11.6%)

corresponden a mutaciones en BRCA2 y una (3.8%) a BRCA1. De las 47

mujeres con algún caso de cáncer de mama u ovario (sin cumplir criterios

de “alto riesgo”) aparecen dos mutaciones en BRCA2 que truncan la

proteína (4.3%). Mientras que entre las 49 mujeres sin antecedentes de

cáncer de mama u ovario, sólo aparece una mutación truncante en el

gen BRCA2 (Q1994X) que constituye el 2% de las mutaciones (Tabla 14).

Podemos observar que hay una proporción mayor de mutaciones

definitivas entre el grupo de mujeres de “alto riesgo” de cáncer de mama,

15.4% (95% IC: 4.4-34.9) mientras que en el resto de las pacientes es de

3.1% (95% IC: 0.6-8), siendo estas diferencias estadísticamente significativas

(p=0.037). Solamente una de las 49 mujeres sin antecedentes familiares de

cáncer de mama u ovario es portadora de una mutación definitiva, lo

cual indica que padecer cáncer de mama antes de los 41 años no es en sí

mismo, un buen indicador de la presencia de mutaciones en los genes

BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, el porcentaje de mutaciones encontrado

en el subgrupo que hemos denominado “alto riesgo” es de 15.4%, lo que

implica que las mujeres diagnosticadas de cáncer de mama menores de

41 años con familiares de 1° grado afectos de cáncer de mama u ovario,

o mujeres con cáncer de mama menores de 41 años con antecedentes

familiares de cáncer de mama en el varón, tienen un riesgo mucho mayor.

El riesgo relativo (RR) de ser portadoras de mutaciones en los genes BRCA1

y BRCA2 es 4.92, por lo que en este subgrupo podría ser intereresante

realizar el estudio genético.

Respecto al subgrupo de mujeres que presentan familiares de primer

grado afectos de cáncer de mama/ovario (Tabla 15), el 12% de las

mujeres con cáncer de mama menores de 41 años con al menos un

familiar de 1° grado afecto de cáncer de mama/ovario, presentan

mutación en BRCA; mientras que el 4.1% de las mujeres con mutaciones en
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BRCA no tienen familiares de 1° grado afectos de cáncer de

mama/ovario. Esta diferencia no tiene significación estadística (p=0.131),

por tanto, considerar únicamente la presencia de familiares de 1° orden

afectos de cáncer de mama/ovario no es por sí mismo un buen indicador

de la presencia de mutaciones BRCA1 o BRCA2.

Tabla 15. Distribución de las pacientes portadoras de mutaciones

patogénicas según los antecedentes familiares de 1° grado.

Antecedentes de
1° grado (1)

Sin antecedentes
de 1° grado (2)

Familia
desconocida (3)

Total

BRCA1 1 (4 %) 0 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 2 (8%) 4 (4.1%) 0 6 (4.8%)

TOTAL 3 (12%) 4 (4.1%) 0 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
22 (88%) 93 (95.9%) 2 (100%) 117 (94.4%)

TOTAL 25 97 2 124

(1)Familiares de 1° grado: padres, hermanos e hijos.

(2)No antecedentes de cáncer de mama/ovario en familiares de 1° grado.

(3)Pacientes adoptadas que no conocían sus antecedentes familiares.

Hemos estudiado, así mismo, el subgrupo de mujeres que presentan

antecedentes familiares de 1° y 2° grado afectos de cáncer de

mama/ovario, en comparación con las pacientes que no los presentan

(Tabla 16). El 0.9% de las mujeres con cáncer de mama menores de 41

años con familiares de 1° y 2° grado afectos de cáncer de mama/ovario,

presentan mutación en BRCA; mientras que el 5.5% de las mujeres con

mutaciones en BRCA no tienen antecedentes familiares de 1° y 2° grado

afectos de cáncer de mama/ovario. Esta diferencia no alcanza

significación estadística (p=0.6161), por tanto, presentar antecedentes

familiares de 1° y 2° grado no son un buen indicador de la presencia de

mutación en BRCA1 o BRCA2 (Tabla 16).
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Tabla 16. Distribución de las pacientes portadoras de mutaciones

patogénicas según los antecedentes familiares de 1° y/o 2°  grado.

Antecedentes de
1°y 2° grado (1)

Sin antecedentes de
1°y 2° grado (2)

Familia
desconocida (3)

Total

BRCA1 0 1 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 1 (0.9%) 5 (4.5%) 0 6 (4.8%)

TOTAL 1 (0.9%) 6 (5.5%) 0 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
10 (90.9%) 105 (94.5%) 2 (100%) 117

(94.4%)
TOTAL 11 111 2 124

(1)Familiares de 1° grado (padres, hermanos e hijos) y 2° grado(abuelos y tíos) afectos de

cáncer de mama/ovario.

(2)No existen antecedentes familiares conocido de 1° y 2° grado.

(3)Pacientes adoptadas que no conocían sus antecedentes familiares.

También hemos analizado si el presentar un familiar afecto de

cáncer de mama/ovario (independientemente del grado), aumenta la

probabilidad de presentar mutación en el gen BRCA1 o BRCA2 (Tabla 17).

El 8.2% de las mujeres con familiares afectos de cáncer de mama/ovario

presentan mutación en el gen BRCA, respecto al 2% de las mujeres que no

tienen ningún familiar afecto de cáncer de mama ni ovario. Esta

diferencia no alcanza significación estadística (p=0.115). Por tanto,

presentar un solo familiar (independientemente del grado) diagnosticado

de cáncer de mama/ovario, no basta para realizar un estudio genético en

las mujeres con cáncer de mama menores de 41 años.

Tabla 17. Distribución de las portadoras de mutaciones patogénicas según

los antecedentes familiares de cáncer de mama/ovario.

Antecedentes de
cualquier grado (1)

Sin antecedentes
(2)

Familia
desconocida (3)

Total

BRCA1 1 (1.4 %) 0 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 5 (6.8%) 1 (2%) 0 6 (4.8%)

TOTAL 6 (8.2%) 1 (2%) 0 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
67 (91.8%) 48 (98%) 2 (100%) 117 (94.35%)

TOTAL 73 49 2 124
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(1)Al menos un familiar afecto de cáncer de mama/ovario, independientemente del grado

familiar.

(2)Ningún antecedente conocido de cáncer de mama/ovario.

(3)Pacientes adoptadas que no conocían sus antecedentes familiares.

Por tanto, podríamos considerar que las mujeres que presentan

aumento de la probabilidad de mutación en BRCA serán aquellas

menores de 41 años que forman parte del grupo que hemos denominado

de “alto riesgo”.

Respecto al número de familiares afectos de cáncer de

mama/ovario y su relación con la presencia de mutación BRCA, lo hemos

analizado formando dos grupos distintos. Por una parte, hemos analizado si

presentar dos o más familiares con cáncer de mama/ovario es suficiente

para realizar un estudio de mutaciones en BRCA, y por otra parte si lo es,

presentando tres o más familiares con cáncer de mama/ovario

El 47.5% de las 124 mujeres de nuestra muestra al menos tienen dos

familiares diagnosticados de cáncer de mama/ovario. Si analizamos las

mujeres que presentan mutación, el 5.1% tienen dos familiares afectos,

respecto al 6.3% de mujeres que no presentan estos antecedentes. Si

analizamos las diferencias entre estos dos grupos, no se encuentra

significación estadística (p=0.292), es decir, en nuestra muestra presentar

dos o más familiares afectos de cáncer de mama/ovario no predice la

presencia de mutación en BRCA (Tabla 18).
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Tabla 18. Distribución de las pacientes portadoras de mutaciones

patogénicas según los antecedentes familiares con ≥ 2 familiares afectos de

cáncer de mama/ovario.

≥ 2 familiares (1) Si estos
antecedentes (2)

Familia
desconocida (3)

Total

BRCA1 0 0 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 3 (5.1%) 4 (6.1%) 0 6 (4.8%)

TOTAL 3 (5.1%) 4 (6.3%) 0 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
56 (94.9%) 59 (93.6%) 2 (100%) 117

(94.4%)
TOTAL 59 63 2 24

(1)Dos o más familiares con cáncer de mama/ovario, independientemente del grado

familiar.

(2)Pacientes que no presentan dos o más familiares con cáncer de mama/ovario.

(3)Pacientes adoptadas que no conocían sus antecedentes familiares.

Un 13 % de las pacientes tienen tres o más familiares afectos de

cáncer de mama/ovario (incluyendo a la paciente). Las pacientes que

presentan mutación dentro de este grupo son el 12.5% comparado con el

4.7% de las mujeres con tres o más familiares de cáncer de mama que no

presentan mutación. Estas diferencias no alcanzan significación estadística

(p=0.2121) (Tabla 19). Por tanto, en nuestra muestra, presentar tres o más

familiares con cáncer de mama (independientemente del grado) no es

suficiente para realizar el estudio genético.

Tabla19. Distribución de las pacientes portadoras de mutaciones

patogénicas según los antecedentes familiares con ≥ 3 familiares afectos de

cáncer de mama/ovario.

≥ 3 familiares (1) Sin estos
antecedentes (2)

Familia
desconocida (3)

Total

BRCA1 0 0 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 2 (12.5%) 5 (4.6%) 0 6 (4.8%)

TOTAL 2 (12.5%) 5 (4.7%) 0 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
14 (87.5%) 101 (95.3%) 2 (100%) 117

(94.4%)
TOTAL 16 106 2 124

(1)Tres o más familiares con cáncer de mama/ovario, independientemente del grado

familiar.

(2)Pacientes que no presentan tres o más familiares con cáncer de mama/ovario.
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(3)Pacientes adoptadas que no conocían sus antecedentes familiares.

Una consideración especial merece el cáncer de ovario.

Únicamente ocho del total de las 124 pacientes con cáncer de mama

diagnosticadas antes de los 41 años, tienen antecedentes de cáncer de

ovario en la familia, de las cuales tres son portadoras de mutaciones

definitivas (1 en BRCA1 y 2 en BRCA2) (Tabla 20). Por tanto, tres de las ocho

mujeres con antecedentes de cáncer de ovario presentan mutaciones en

alguno de estos dos genes (37.5%, 95%IC: 8.5-75.5)), mientras que

únicamente 4 de las 114 restantes (3.5%) presentan mutación sin tener

algún familiar afecto de cáncer de ovario. Estas diferencias son

estadísticamente significativas (p=0.005). El riesgo relativo es de 10.71. Este

dato indica que la presencia de cáncer de ovario en las familias de

mujeres afectas de cáncer de mama menores de 41 años, es un buen

marcador de riesgo de la presencia de mutaciones en los genes BRCA.

Tabla 20. Distribución de las pacientes portadoras de mutaciones

patogénicas según antecedentes familiares de cáncer de ovario

(independientemente del grado familiar).

Familiares con c.
Ovario (1)

No antecedentes
de c. Ovario (2)

Familia
desconocida (3)

Total

BRCA1 1 0 0 1 (0.8%)
PORTADORAS BRCA2 2 (25%) 4 (3.5%) 0 6 (4.8%)

TOTAL 3 (37.5%) 4 (3.5%) 0 7 (5.6%)
NO

PORTADORAS
5 (62.5%) 110 (96.5%) 2 (100%) 117

(94.4%)
TOTAL 8 114 2 124

(1)Pacientes con familiares diagnosticadas de cáncer de ovario, independientemente del

grado familiar.

(2)Pacientes que no tienen antecedentes de cáncer de ovario.

(3)Pacientes adoptadas que no conocían sus antecedentes familiares.

Respecto a la presencia de cáncer de mama bilateral al

diagnóstico, en varios trabajos se ha relacionado con la presencia de

mutaciones en BRCA1 y BRCA2. En el grupo de 124 pacientes que hemos
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estudiado, sólo dos pacientes en las que no se ha detectado mutación,

presentaban cáncer de mama bilateral.

Durante el tiempo de seguimiento de las 124 pacientes, que alcanza

una mediana de 80 meses, sólo se ha detectado cáncer de mama

contralateral en una mujer (apareció a los 10 años del diagnóstico).

En nuestro grupo de pacientes, sólo una mujer presentaba

antecedentes de cáncer de mama en el varón (el abuelo paterno), sin

otros antecedentes de cáncer de mama/ovario en la familia. En esta

mujer se detectó una mutación patogénica.

IV.3. HISTORIA FAMILIAR DE OTROS TIPOS DE TUMORES Y SU

RELACIÓN CON LAS MUTACIONES BRCA1 Y BRCA2

El 65.3% de las familias de mujeres con cáncer de mama menores de

41 años de nuestra muestra, tienen tumores distintos al cáncer de

mama/ovario. En tres de las siete mujeres en las que se localizaron

mutaciones patogénicas aparecen casos de otros tipos de cánceres en la

familia (Tabla 21).
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Tabla 21. Número de familiares con tumores distintos al cáncer de

mama/ovario, según la presencia o no de mutación en BRCA.

Tumor Mutación

BRCA

no mutación Total

Colon 1 17 18

Gástrico 2 16 17

Hepatocarcinoma 0 13 16

Pulmón 1 13 14

Próstata 0 13 13

ORL 0 12 12

LAM/LAL 1 7 8

Endometrio 0 6 6

Vejiga 0 5 5

SNC 0 5 5

Esófago 0 4 4

Renal 0 3 3

Testículo 0 3 3

Páncreas 0 2 2

Sarcoma 0 1 1

Melanoma 0 1 1

Tiroides 0 1 1

1° desconocido 0 1 1

Tumor de Wilms 0 1 1

TOTAL 5 124 129

Como vemos en la tabla anterior, en nuestra muestra se han

localizado más tumores diferentes al cáncer de mama/ovario, entre las

pacientes que no presentan mutación que entre las que se ha detectado

mutación en BRCA. Sin embargo, para realizar este estudio, se debería

disponer del número de total de familiares de 1°, 2° y 3° grado de todas las

pacientes, dato que no disponemos.
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En nuestra muestra, sólo hemos encontrado una paciente con

mutación en BRCA1, por lo que no se puede realizar ningún estudio

comparativo, debido al número tan bajo de mutaciones en BRCA1

detectadas. Esta paciente tenía como antecedente el diagnóstico de

cáncer de ovario en su madre y no tenía más familiares afectos con otros

tipos de tumor.

Por otra parte, hemos analizado la presencia de tumores diferentes

al cáncer de mama/ovario, entre sólo los familiares de 1° grado de las

mujeres con mutación en BRCA2, ya que en la literatura, como se ha

comentado en la Introducción, existen varios estudios semejantes (Tabla

22).

Entre las 6 pacientes con mutación en BRCA2, tres tienen

antecedentes familares (de cualquier grado) de otros tumores, lo que

supone el 50% (Tabla 21) ; y sólo 1 de ellas tiene familiares de 1° grado, por

tanto el 16.7% (Tabla 22). Estos tumores son un linfoma en la pacientes n°

70 en un familiar de 3° grado (prima paterna); en la paciente n° 127, un

familiar de 2° grado (abuelo materno) con cáncer de pulmón; y la

paciente n° 145 con un familiar de 1° grado (su padre) diagnosticado de

cáncer gástrico, y dos familiares de 2° grado (su abuela paterna y su

abuelo materno) diagnosticados de carcinoma gástrico y de cáncer de

colon respectivamente.

De las 117 pacientes en las que no se ha detectado mutación en

BRCA2, 78 (66.7%) tienen antecedentes de otros tumores en la familia; y 30

(25.6%) tienen familiares de 1° grado. Trece mujeres (11.1%) tienen

antecedentes de cáncer de próstata en la familia, de ellas 3 (2.6%)tienen

antecedentes familares de 1° grado de cáncer de próstata, 7 tienen

familiares de 2° grado con cáncer de próstata y 3 con familiares de 3 ó 4°

grado. Los tumores más frecuentes que hemos observado en los familiares
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de 1° grado son tumores gástricos (6/117), colon (5/117) y

hepatocarcinoma (5/117).

Tabla 22. Número de familiares de 1° grado con tumores distintos al cáncer

de mama/ovario, según la presencia o no de mutación en BRCA2.

Tumor Mutación

BRCA2

no mutación Total familiares 1°

grado

Colon 0 5 5

Gástrico 1 5 6

Hepatocarcinoma 0 5 5

Pulmón 0 2 2

Próstata 0 3 3

ORL 0 1 1

LAM/LAL 0 2 2

Endometrio 0 1 1

Vejiga 0 1 1

SNC 0 1 1

Esófago 0 1 1

Renal 0 1 1

Testículo 0 0 0

Páncreas 0 0 0

Sarcoma 0 0 0

Melanoma 0 1 1

Tiroides 0 1 1

1° desconocido 0 1 1

Tumor de Wilms 0 0 0

TOTAL 1 31 32

Con los datos disponibles, debido a la baja frecuencia de

mutaciones detectada en BRCA2, no es posible establecer en nuestra

muestra, una conclusión respecto a la relación de otros tumores diferentes

al cáncer de mama/ovario con la presencia de mutaciones en BRCA2.
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IV.4. CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS Y EVOLUTIVAS DE

LAS PACIENTES. DIFERENCIAS ENTRE LOS CASOS ESPORÁDICOS Y

LOS RELACIONADOS CON MUTACIÓN BRCA

En una base de datos se recogieron las principales características

clínicas e histopatológicas de los tumores de las diferentes mujeres

incluidas en el estudio y se compararon las de las mujeres portadoras de

mutaciones patogénicas con las del resto.

Como se ha comentado en la Introducción (Correlaciones

genotipo/fenotipo), los tumores de mama asociados a mutaciones en

BRCA1 y BRCA2 no tienen un fenotipo propio, aunque existen

características del tumor que aparecen con mayor frecuencia en los

cánceres asociados a BRCA1 y BRCA2. Los tumores asociados a

mutaciones en BRCA2 tienen un fenotipo más heterogeneo que los

relacionados con BRCA1, y por tanto es más difícil establecer una

correlación entre las características del tumor y las mutaciones en este

gen. El hecho de que la mayor parte de los tumores de las portadoras de

mutaciones sea causado por mutaciones en el gen BRCA2 (donde las

características clínico-patológicas son más confusas que en BRCA1), y

debido a que el número de portadoras es bajo, el análisis comparativo de

la muestra tiene limitaciones.

En la tabla 23 se comparan las características tumorales de las

mujeres  portadoras y  no portadoras de mutaciones definitivas. Como

podemos ver, no existen diferencias en la edad de diagnóstico del tumor

entre los dos grupos (portadoras y no portadoras),  aunque debido a que

la muestra, ya ha sido seleccionada por padecer cáncer de mama en

menores de 41 años, parece lógico que no haya diferencias entre los dos

grupos, y más aún, si tenemos en cuenta que la muestra no es lo

suficientemente grande para permitir una distribución por edades.
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Tabla 23. Características clínico-patológicas de las pacientes.

CARACTERÍSTICAS PORTADORAS NO
PORTADORAS p

N° % N° %

Pacientes 7 117

Edad mediana  (rango) 36 (31-38) 36 (21-40)

Estadío 0.0005

     I 0 42 35.6%

     II 5 71.4% 60 51.3%

     III 2 28.6% 13 11.1%

     IV 0 2 1.7%

Tamaño tumoral 0.097

     Menos o igual a 2cm 1 14% 53 45.3%

     Más de 2 cm 6 86% 61 52.1%

     Desconocido 0 3 2.5%

Afectación ganglionar 0.077

     Negativo 1 14% 55 47%

     Positivo 6 86% 58 49.5%

     Desconocido 0 4 3.4%

Tipo histológico 0.821

     Carcinoma ductal 6 85.7% 97 83%

     Carcinoma medular 0 5 4.3%

     Otros 1 14.3% 12 10.2%

     Desconocido 0 3 2.5%

Grado histológico 0.822

     I 2 28% 20 17%

     II-III 3 43% 41 35%

     Desconocido 2 28% 56 47.8%

Receptor hormonal 0.648

     Positivo (> 10 fmol/mg) 4 57% 61 52.1%

     Negativo (< 10 fmol/mg) 1 14% 34 29%

     Desconocido 2 28% 22 18.8%

Cáncer contralateral 0 1 0.8% 0.808

Cáncer bilateral 0 2 1.7% 0.731



IV. Resultados

93

Hemos encontrada diferencias según el estadío, ya que ninguna de

las pacientes con mutación fue diagnosticada en estadío I, versus el 35.6%

de las mujeres que no presentaban mutación. Tampoco se diagnosticó

ningún tumor en estadío IV, respecto al 1.7% de las mujeres sin mutación.

El 86% de los tumores de las pacientes portadoras de mutación

presentan un tamaño mayor de 2 cm, versus el 52.1% en las no portadoras

(p=0.097). El 86% de las pacientes portadoras tienen infiltración ganglionar

axilar versus el 49.5% de las no portadoras (p=0.077). El tipo histológico más

frecuente es el carcinoma ductal infiltrante, que está presente en el 85.7%

de las portadoras, versus el 83% de las no portadoras. Ninguna de las

pacientes portadoras de mutación presenta carcinoma medular, versus el

4.3% de las no portadoras. Respecto al grado histológico, ninguna de las

pacientes con mutación presentaban grado histológico III. El 14% de las

pacientes portadoras de mutación presentaban receptores hormonales

negativos, versus el 29% de las no portadoras.

Respecto a la supervivencia, ha fallecido una de las siete mujeres

(14.3%) que presentan mutación en BRCA, versus 13 de 117 (11.11%) de las

pacientes sin mutación. Esta diferencia no alcanza significación estadística

(p= 0.7966). La paciente con mutación falleció a los 67 meses y la

mediana de supervivencia de las pacientes con mutación es de 95 meses.

IV.5. UTILIDAD DE LOS MODELOS DE PREDICCIÓN DE

PROBABILIDAD DE MUTACIÓN EN BRCA

En el apartado de Introducción, se han descrito los modelos más

utilizados, que estiman la probabilidad de que una mujer tenga una

mutación en los genes BRCA1/BRCA2. Hemos analizado cual es la

probabilidad de presentar mutación en BRCA1/BRCA2 en nuestra muestra

de 124 mujeres, según cada uno de los métodos, y la sensibilidad y
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especificidad de cada uno de ellos en nuestra muestra. Hemos asumido

que se debe realizar el test genético si la probabilidad es mayor o igual al

10%, ya que es lo recomendado por la mayor parte de los centros para

esta población.

En la Tabla 24 podemos ver el resultado de la aplicación de cada

uno de los modelos predictivos de mutación BRCA1/2. El modelo de

Couch (sólo para BRCA1), el modelo Myriad II para la detección de

probabilidad de mutación BRCA1/2 y el modelo BRCAPRO para la

detección de la probabilidad de mutación BRCA1/2.

Tabla 24. Resultado de la aplicación del modelo de Couch, MyriadII y

BRCAPRO para la detección de mutación BRCA1/2.

nº COUCH MYRIAD II BRCAPRO
1 .435 .204 .187
9 .077 .383 .958
12 .174 .199 .614
13 .050 .199 .359
15 .550 .204 .387
16 .174 .199 .615
17 .077 .105 .930
18 .032 .105 .105
21 .032 .105 .356
22 .077 .105 .136
23 .435 .204 .139
24 .550 .204 .505
26 .021 .105 .035
27 .174 .105 .053
28 .174 .105 .058
29 .174 .105 .051
30 .077 .105 .028
31 .174 .105 .067
32 .117 .105 .038
33 .174 .105 .056
34 .117 .105 .044
35 .174 .105 .142
36 .032 .105 .074
38 .077 .105 .030
40 .117 .105 .040
41 .050 .105 .060
43 .117 .105 .037
44 .174 .105 .037
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45 .032 .105 .043
46 .117 .105 .046
47 .117 .105 .033
52 .117 .105 .030
53 .174 .105 .047
54 .032 .105 .039
55 .117 .105 .033
56 .117 .105 .036
57 .117 .105 .037
58 .077 .105 .149
59 .174 .105 .040
60 .117 .199 .243
61 .174 .105 .052
62 .077 .105 .029
63 .174 .105 .063
67 .032 .105 .046
68 .174 .105 .057
70 .117 .105 .041
71 .032 .105 .041
72 .077 .105 .122
73 .117 .105 .037
74 .032 .105 .063
75 .117 .105 .044
76 .050 .105 .066
77 .117 .105 .034
78 .571 .511 .964
79 .050 .105 .053
80 .032 .105 .051
81 .032 .105 .040
82 .021 .105 .061
83 .174 .105 .040
84 .117 .105 .031
85 .174 .105 .068
86 .117 .105 .036
87 .174 .199 .384
88 .117 .105 .033
89 .050 .105 .157
90 .032 .105 .043
91 .117 .383 .624
92 .117 .105 .034
93 .050 .105 .068
94 .117 .383 .826
95 .174 .105 .050
96 .050 .105 .068
97 .032 .105 .054
98 .174 .105 .052
99 .050 .105 .066
100 .174 .105 .053
101 .117 .105 .037
102 .174 .105 .039
104 .117 .105 .038
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105 .174 .105 .051
106 .021 .105 .136
107 .077 .105 .031
108 .117 .105 .035
109 .077 .105 .105
110 .117 .105 .040
111 .174 .105 .051
112 .117 .105 .044
113 .117 .105 .043
114 .117 .105 .049
115 .550 .204 .270
116 .032 .105 .058
117 .021 .105 .036
118 .077 .105 .034
119 .077 .105 .027
120 .435 .204 .050
121 .050 .105 .055
122 .117 .105 .043
123 .174 .105 .054
124 .174 .105 .045
126 .117 .105 .034
127 .077 .199 .191
128 .545 .511 .973
129 .117 .199 .961
130 .117 .199 .929
131 .174 .105 .043
132 .117 .105 .030
134 .050 .383 .990
136 .077 .105 .031
137 .174 .105 .057
138 .117 .105 .044
140 .250 .204 .943
141 .050 .105 .051
142 .117 .199 .144
143 .077 .105 .020
144 .032 .105 .133
145 .117 .105 .132
146 .117 .105 .040
147 .077 .105 .031
148 .174 .105 .051
149 .117 .105 .032
150 .077 .105 .031
151 .174 .105 .057
154 .050 .199 .357
155 .117 .105 .044

Los valores están expresados como probabilidad, no como porcentaje.
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Con el fin de comprobar la utilidad de cada uno de los métodos

predictivos en nuestra muestra, hemos estudiado la sensibilidad y la

especificidad de cada uno de ellos, así como del grupo de “alto riesgo”

de nuestra muestra de 124 pacientes.

Según el modelo de Couch, en el que se tiene en cuenta para

calcular la probabilidad de mutación en BRCA1, la edad media del

cáncer de mama en la familia, y la presencia de cáncer de mama sólo, o

cáncer de mama y de ovario en la familia; la sensibilidad de éste método

en nuestra muestra es del 100% (en nuestra muestra únicamente hemos

localizado una mutación en BRCA1) y la especificidad del 38%, asumiendo

que se realice el test genético si la probabilidad de detectar mutación es

mayor del 10% (Tabla 25).

Tabla 25. Número de pacientes que detecta el modelo de Couch en

nuestra muestra, según la detección o no de mutación, considerando una

probabilidad mayor o igual al 10%.

Probabilidad ≥10% Probabilidad <10%

Mutación BRCA1 1 0

No mutación BRCA1 76 47

TOTAL 77 47

El modelo de Frank (Myriad II) para la detección de BRCA1/BRCA2,

tiene en cuenta la presencia de cáncer de mama en la familia en

menores de 50 años, la presencia de cáncer de ovario en algún familiar, la

presencia en la paciente de cáncer de mama bilateral o cáncer de

mama y de ovario, y la presencia en la paciente de cáncer de mama y

edad menor de 50 años; si consideramos realizar el test si la probabilidad

es mayor del 10%, la sensibilidad es del 71% y la especificidad del 84%

(Tabla 26).
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Tabla 26. Número de pacientes que detecta el modelo de Frank (MyriadII)

en nuestra muestra, según la detección o no de mutación, considerando una

probabilidad mayor al 10%.

Probabilidad >10% Probabilidad ≤10%

Mutación BRCA1/2 5 2

No mutación BRCA1/2 18 99

TOTAL 23 101

El modelo desarrollado por Parmigiani, BRCAPRO, en el que se tiene

en cuenta la edad del desarrollo del cáncer en la paciente, la incidencia

acumulada de cáncer de mama y ovario en las pacientes portadoras de

mutación en BRCA1/BRCA2, y la presencia de cáncer de mama/ovario en

familiares de 1° y 2° orden; la sensibilidad es del 71% y la especificidad del

75%, considerando la realización del test si la probabilidad es ≥ 10% (Tabla

27).

Tabla 27. Número de pacientes que detecta el modelo BRCAPRO en

nuestra muestra, según la detección o no de mutación, considerando una

probabilidad mayor o igual al 10%.

Probabilidad ≥10% Probabilidad <10%

Mutación BRCA1/2 5 2

No mutación BRCA1/2 29 88

TOTAL 34 90

En nuestra muestra, según el grupo de “alto riesgo” de presentar

cáncer de mama/ovario debido mutación en BRCA1/BRCA2, la

sensibilidad es del 57% y la especificidad del 81% (Tabla 28).
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Tabla 28. Número de pacientes según el grupo de “alto riesgo” en nuestra

muestra, según la detección o no de mutación.

Alto riesgo (*) No alto riesgo

Mutación BRCA1/2 4 3

No mutación BRCA1/2 22 95

TOTAL 26 98

(*)Criterios de “alto riesgo” definido como mujeres con antecedentes familiares de

1° grado de cáncer de mama /ovario, o un varón en la familia diagnosticado de

cáncer de mama.

En la Tabla 29 se resume la sensibilidad y especificidad de cada uno

de los métodos aplicada a nuestra muestra de 124 pacientes, según la

probabilidad de detectar mutación BRCA.

Tabla 29. Sensibilidad y especificidad de cada uno de los métodos

aplicados en nuestra muestra, según la detección o no de mutación.

Couch Myriad II BRCAPRO “Alto riesgo”

Sensibilidad 100% 71% 71% 57%

Especificidad 38% 84% 75% 81%
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V. DISCUSIÓN

Hemos analizado la prevalencia de mutaciones BRCA1 y BRCA2 en

una muestra hospitalaria de 124 pacientes con cáncer de mama

diagnosticado antes de 41 años. La muestra no fue seleccionada por la

historia familiar de cáncer e incluye a mujeres con cáncer de mama

infiltrante, diagnosticadas y tratadas en el Hospital Clínico Universitario de

Valencia desde Enero-89 a Diciembre-99.

V.1.PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES EN LOS GENES BRCA1 Y

BRCA2 EN MUJERES CON CÁNCER DE MAMA MENORES DE 41

AÑOS

Hemos localizado siete mujeres portadoras de mutaciones definitivas

en los genes BRCA entre las 124 mujeres seleccionadas, lo que representa

el 5.6%. Esta frecuencia global es muy similar  a la encontrada tanto por

Peto y cols. (1999) en población inglesa, que detectaron 15 portadoras de

mutación en los genes BRCA en una muestra de 254 mujeres

diagnosticadas de cáncer de mama antes de los 36 años, como por

Loman y cols. (2001) en mujeres del sur de Suecia, quienes encontraron

que un 6.8% de las 234 mujeres con cáncer de mama menores de 41 años

eran portadoras de mutaciones patogénicas en los genes BRCA. Otros

estudios similares realizados en población estadounidense y turca han

encontrado unas frecuencias que varían entre 5 y 10% (Malone y cols.

2000, Yazici y cols. 2000). Todos estos estudios incluyendo el aquí

presentado, indican que la frecuencia de mutaciones en los genes BRCA1

y BRCA2 es baja entre las mujeres seleccionadas únicamente por la edad.
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Características de la muestra

Se seleccionaron 124 pacientes, de una muestra de 245 pacientes

diagnosticadas de cáncer de mama antes de los 41 años, incluidas en la

base de datos de cáncer de mama del Servicio de Oncología Médica y

Hematología del Hospital Clínico Universitario de Valencia. El análisis de

mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 se realizó por tanto, en el 50.6%

de las mujeres. La razón más importante para no obtener más muestras fue

que las pacientes habían muerto, estaban muy enfermas o rehusaron a

dar sangre para la realización del estudio.

En el estudio de Loman y cols. (2001), incluyeron a 262 pacientes y el

estudio de mutaciones se realizó en 234, lo que constituye el 89%; este es el

estudio con el índice de inclusión más alto. Peto y cols. (1999), incluyeron a

1399 pacientes menores de 46 años (los divide en dos grupos: menores de

36 años y de 36 a 45 años), el estudio mutacional se realizó sólo en 617

pacientes (44%). Como en nuestro estudio, la razón fundamental de esta

baja inclusión era que las pacientes habían fallecido o estaban muy

enfermas para poder obtener la muestra necesaria para realizar el estudio.

En el estudio de Southey y cols. (1999), de 640 mujeres australianas

diagnosticadas de cáncer de mama antes de los 41 años, se

seleccionaron 91, por lo que el índice de inclusión fue del 14%. Malone y

cols. (1998), han publicado resultados de un estudio poblacional en el que

el análisis de BRCA1 y BRCA2 se determinó en mujeres con cáncer de

mama menores de 35 años. En 203 pacientes (66%) de 306 se realizó el

estudio mutacional. El estudio publicado por el Anglian Breast Cancer

Study Group (2000), es el estudio con más pacientes incluido hasta el

momento; en este estudio un total de 1435 casos (51%) de 2805 se

seleccionaron para realizar el estudio mutacional de BRCA1 y BRCA2. En la

Tabla 30 se resumen los principales estudios con el porcentaje de

pacientes incluido.
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Tabla 30. Principales estudios y porcentaje de pacientes sobre las que se

ha realizado el análisis mutacional.

Estudios N°total de pacientes N°pacientes con estudio

genético

%

Loman (2001) 262 234 89

Peto (1999) 1399 617 44

Southey (1999) 640 91 14

Malone(1998) 306 203 66

Anglian Breast

Cancer (2000)

2805 1435 51

Nuestra muestra 245 124 50.6

Por tanto, podemos ver que en la mayoría de los estudios el

porcentaje de mujeres sobre el que se puede realizar el análisis genético

es entre el 44 y el 66%, esta selección puede enmascarar la verdadera

distribución de la supervivencia, así como la historia familiar entre mujeres

en las que se ha realizado el análisis mutacional y entre las que no se ha

realizado.

Análisis mutacional e inclusión en los estudios de mutaciones

patogénicas y mutaciones de significado incierto

En nuestro estudio de 124 pacientes diagnosticadas de cáncer de

mama antes de los 41 años, se identificaron un total de 7 (5.6%)

mutaciones patogénicas: 1 mutación en BRCA1 y 5 mutaciones en BRCA2

(dos pacientes presentaban la misma mutación); y 14 variantes de sentido

erróneo:  8 en BRCA1 y 6 en BRCA2 (Tabla 12).

El estudio mutacional se realizó sobre toda la región codificante de

BRCA1 y BRCA2, como en los principales estudios (Peto y cols. 1999, Loman

y cols. 2001), en contraste con otros estudios en los que el análisis
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mutacional se restringió a mutaciones fundadoras (Wagner y cols. 1996,

Neuhausen y cols. 1998, Thorlacius y cols. 1997, Abeliovich y cols. 1997).

Hemos analizado, por tanto, la totalidad de la región codificante de

ambos genes, así como las zonas flanqueantes de los exones, mediante el

sistema TT-SSCP. Esta estrategia permite la detección de mutaciones

puntuales independientemente de su efecto (sin sentido o sentido

erróneo), así como de pequeñas deleciones e inserciones. Hay mutaciones

que no pueden ser detectadas mediante esta estrategia utilizada u otras

similares, como las mutaciones localizadas en el interior de los intrones

capaces de alterar la estabilidad del ARN, así como los grandes

reordenamientos genómicos que incluyen los genes diana. Además, las

regiones promotoras de los genes BRCA1 y BRCA2 no se han incluido.

En este estudio, se ha considerado únicamente como mutación

significativa a aquellas que truncan la proteína, ya que estas alteraciones

son patogénicas. Las variantes de significado incierto o sentido erróneo no

se han considerado mutaciones patogénicas, ya que hoy en día no hay

ningún test funcional en los genes BRCA1 y BRCA2, que permita discernir

las mutaciones que truncan la proteína, de las mutaciones variantes que

no alteran la funcionalidad de la proteína, a excepción de la región

perteneciente al dominio BRCT de BRCA1.

En el trabajo de Loman (2001), también se ha realizado el estudio de

la región codificante de ambos genes, sin embargo se han incluido las

variantes de sentido erróneo con alta probabilidad de estar asociada a la

enfermedad.  Tres de estas mutaciones se encontraban en la región

perteneciente al dominio BRCT de BRCA1, en donde existe, como ya se ha

comentado, un test funcional que permite detectar las mutaciones

patogénicas basándose en la actividad transcripcional de este dominio.

También se ha considerado mutación patogénica cuando su localización

en los residuos conservados  de la proteína están en los dominios
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funcionales importantes; y si existe cosegregación con familiares enfermos

de cáncer de mama u ovario. Si las mutaciones de sentido erróneo no se

hubiesen incluido, la probabilidad de ser portador de una mutación en

BRCA1 sería de 4.75% (11 mutaciones en 234 pacientes) y 6.8% (16 en 234)

para el análisis de ambos genes de BRCA. Si se incluyen las mutaciones

que truncan la proteína y las de sentido erróneo probablemente

patogénicas, asciende a  8.9%.

Por tanto, en nuestro estudio hemos realizado el análisis de toda la

región codificante, como en los principales estudios y hemos tenido en

cuenta solamente las mutaciones que truncan la proteína.

Diferencias en la distribución de las mutaciones BRCA1 y BRCA2

En nuestra población las mutaciones en el gen BRCA2 tienen una

proporción mayor que en el gen BRCA1 (4.8% versus 0.8%), siendo las

diferencias entre la cantidad de mutaciones localizadas en ambos genes

estadísticamente significativa (p=0.03), lo cual indica que la prevalencia

de mutaciones en nuestra muestra es mayor en el gen BRCA2, aunque hay

que tener en cuenta que las mutaciones encontradas son pocas para

obtener una potencia estadística suficiente.

En estudios realizados en población estadounidense (Malone y cols.

2000), sueca (Loman y cols. 2001) y turca (Yazici y cols. 2002) se ha

encontrado una mayor contribución del gen BRCA1 respecto a BRCA2. Sin

embargo, en  dos trabajos publicados en la población inglesa, la

frecuencia de mutaciones es similar en los dos genes (Peto y cols. 1999,

Pharoah y cols. 2000). En la Tabla 31 se puede ver la diferencia entre

BRCA1 y BRCA2 en los principales estudios.
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Tabla 31. Principales estudios de prevalencia de BRCA1 y BRCA2.

Estudios %mutaciones BRCA1 %mutaciones BRCA2 N° pacientes

Malone (2000) 5.9 3.4 203

Loman (2001) 6.8 2.1 234

Peto (1999) 3.5 2.4 617

Pharoah (2000) 0.7 * 1435

Díez (1999) 1.3 * 159

De la Hoya (2001) 0 * 36

De San José (2003) 0.7 5.8 136

Gomendio (1999) * 0 93

Nuestro estudio 0.8 4.8 124

* no se realizó estudio de este gen

En el trabajo de Malone y cols. (2000), las mutaciones en el gen

BRCA1 son más frecuentes que en BRCA2, tanto en las pacientes menores

de 35 años no seleccionadas por su historia familiar, como en el grupo de

mujeres menores de 45 años con familiares de 1°grado afectos de cáncer

de mama; pero parece que la frecuencia de mutaciones en BRCA1

aumenta a medida que disminuye la edad al diagnóstico, la presencia de

más de 3 familiares afectos, y la presencia de carcinoma de ovario en la

familia.

En la población sueca (Loman y cols. 2001) las mutaciones en el gen

BRCA1 tienen una proporción mayor que las mutaciones en el gen BRCA2

(6.8% versus 2.1%). Esta diferencia de proporción la explican debido a la

inclusión de las mutaciones de sentido erróneo causantes de enfermedad,

pero sobre todo debido a la existencia de las mutaciones fundadoras en

BRCA1.

En el estudio británico (Peto y cols. 1999) la frecuencia de las

mutaciones observada fue de 3.5% y 2.4% para BRCA1 y BRCA2
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respectivamente, incluyendo únicamente las mutaciones que truncan la

proteína; por  tanto, la contribución es similar en ambos genes.

En nuestro estudio, llama la atención la detección de una sola

mutación patogénica en el gen BRCA1 (0.8% de la muestra). La mutación

encontrada en BRCA1 (2080delA) ha sido descrita 14 veces en la base de

datos del BIC, pero no se había descrito previamente en la población

española.

Un resultado similar al nuestro ha sido descrito por Pharoah y cols

(2000), ya que en 1435 mujeres inglesas menores de 55 años, el 0.7% de las

pacientes eran portadoras de mutación en BRCA1.

En otros estudios realizados en población española, la contribución

de mutaciones en el gen BRCA1 es muy baja. Díez y cols (1999) analizaron

10 fragmentos del gen BRCA1 en 159 mujeres con cáncer de mama

menores de 41 años, encontrando que sólo dos pacientes (1.3%)

presentaban mutaciones en este gen. Por otra parte, de la Hoya y cols

(2001), no encontraron mutaciones en BRCA1 en un grupo de 36 mujeres

diagnosticadas de cáncer de mama u ovario antes de los 45 años. En un

trabajo publicado recientemente (De Sanjose y cols. 2003), en el que se

analizan ambos genes en una población de 136 mujeres con cáncer de

mama menores de 46 años, de las areas de Gerona y Tarragona, se

localizó una mutación en BRCA1, lo que constituye en 0.7%.  Estos trabajos,

junto a nuestros resultados, sugieren que BRCA1 sólo explica una pequeña

proporción del cáncer de mama en mujeres jóvenes españolas. Aunque

se necesitan estudios con muestras más amplias para probar esta idea.

Respecto a las mutaciones encontradas en BRCA2, en nuestra

muestra han sido 6 de las 7 mutaciones patogénicas en un total de 124

pacientes (4.8%). Este porcentaje es aproximadamente el doble del
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encontrado en población inglesa (2.4%), sueca (2.1%) y americana (2.7%)

(Peto y cols. 1999, Loman y cols. 2001, Krainer y cols. 1997).

En población española, en el trabajo comentado anteriormente (De

Sanjose y cols. 2003), en el que se analizan ambos genes en 136 mujeres

con cáncer de mama menores de 46 años, se localizaron 8 mutaciones en

BRCA2 (5.8%). En otro estudio, Gomendio y cols. (1999) han realizado un

cribaje del gen BRCA2 entre 93 mujeres españolas con cáncer de mama

sin antecedentes familiares de 1° grado y no encontraron mutaciones. La

mediana de edad entre las mujeres de esta muestra es de 54 años.

Nosotros hemos encontrado 4 mutaciones (4.1%) entre las 97 mujeres sin

antecedentes familares de 1° grado. La diferencia principal entre ambos

estudios es el criterio de selección de las mujeres; en el trabajo de

Gomendio y cols. (1999), las pacientes fueron selecionadas

consecutivamente sin límite de edad, mientras que las mujeres incluidas en

nuestro estudio son todas menores de 41 años. La diferencia en el

porcentaje de mutaciones detectadas puede deberse a una mayor

penetrancia de BRCA2 a edad temprana, o a una menor supervivencia

de los portadores de mutaciones BRCA2, aunque serán necesarios estudios

más amplios para clarificar los resultados.

Mutaciones prevalentes del área mediterranea

En BRCA2 hemos encontrado 2 mutaciones (9254del5 e Y3006X) que

podrían ser características de nuestra área geográfica y podrían estar

incrementado la proporción de mutaciones BRCA2 respecto a las

mutaciones BRCA1. Aunque esto podría explicar la mayor proporción de

mutaciones encontradas en BRCA2, no explicaría sin embargo, la baja

prevalencia de mutaciones encontradas en BRCA1.

La mutación 9254del5 aparece en dos mujeres de la muestra

aparentemente no relacionadas (Tabla 12), lo que indica que puede ser
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más prevalente en nuestra área. En un estudio poblacional previo se

describió esta alteración como una posible mutación fundadora, al

encontrarla en dos familias no emparentadas (Neuhausen y cols. 1998).

Estas dos familias aunque fueron detectadas en Francia tenían un origen

español. La mutación ha sido localizada repetidas veces en España (BIC,

Osorio y cols. 2000, Llort y cols. 2002, Díez y cols. 2003)). Todos estos hechos

apuntan a que la mutación 9254del5 sea una mutación fundadora

característica de nuestra área geográfica. La mayor parte de las mujeres

en las que ha sido encontrada la mutación 9254del5 pertenecen al área

mediterránea española, donde muy probablemente tenga su origen y la

prevalencia sea mayor.

Con el fin de verificar si se trata de una mutación fundadora, se ha

llevado a cabo un estudio cooperativo entre varios grupos españoles (Díez

y cols. 2003), en el cual se ha buscado específicamente la mutación en

una amplia muestra de 180 mujeres con cáncer de mama familiar y en 300

mujeres con cáncer de mama diagnosticado antes de los 41 años. Los

datos obtenidos apoyan la idea de un origen único relativamente antiguo.

La mutación Y3006X, localizada en el exón 23 de BRCA2 (Tabla 12),

fue también encontrada en otra paciente, estudiada por nosotros, que al

no cumplir los criterios de diagnóstico a edad temprana, no fue incluida

en el estudio de esta tesis. Esta paciente pertenece a un grupo de familias

de “alto riesgo” que está reclutandose en el Hospital Clínico Universitario

de Valencia. La variante Y3006X no se ha descrito previamente en la

bibliografía pero podría tratarse también de una mutación frecuente en

nuestra área.

En cuatro pacientes de las seis (66.7%) en las que fueron

identificadas mutaciones en el gen BRCA2, las mutaciones fueron

localizadas en el exón 23. La acumulación de mutaciones en el exón 23

que detectamos en nuestra muestra no ha sido previamente descrita en la
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bibliografía, lo que parece indicar que es un hecho aislado que se debe

más a las características de nuestra población que a la presencia de un

punto caliente en esta zona. Muy probablemente la causa de esta mayor

proporción de mutaciones en el exón 23 sea la aparición de las 2

mutaciones (9254del5 e Y3006X) que, podrían estar de forma más

frecuente representadas en nuestra población.  La identificación de

mutaciones BRCA más prevalentes en la población del área mediterránea

permite diseñar estrategias de cribado, que faciliten el estudio molecular

de los genes BRCA en los grupos de riesgo.

V.2. FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES BRCA1 Y BRCA2 SEGÚN LA

HISTORIA FAMILIAR DE CÁNCER DE MAMA/OVARIO

Se recogió información de los antecedentes familiares de cáncer

(mama, ovario y otros tipos de tumores) de las 124 mujeres incluidas en el

estudio, así como su edad al diagnóstico. Se identificaron los familiares de

1° grado (madre/padre y hermanos), los de 2° grado (abuelos y tíos), los

de 3° grado (tíos abuelos y primos) y los de mayor de 3° grado (primos

segundos, primos de los padres...). Cada mujer se clasificó de acuerdo a

su historia familiar de cáncer de mama u ovario, según los criterios

descritos en el apartado de Métodos .

La necesidad de establecer un grupo de pacientes sobre las que

realizar un estudio genético deriva de las ventajas que supone (pronóstico

individual y familiar, medidas profilácticas aconsejadas), así como al

elevado coste y limitaciones técnicas actuales.

Entre los grupos analizados, únicamente el grupo que hemos

denominado “alto riesgo”, constituido por las mujeres que tienen al menos

un familiar de 1° grado con cáncer de mama u ovario, junto con aquellas
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que tienen algún familiar varón con cáncer de mama, el análisis de BRCA

tiene significación estadística (p=0.037) (Tabla 32).

En el grupo de “alto riesgo”, en 4 de las 26 mujeres (15.4%) se

localizaron mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. De las 47 mujeres con

antecedentes de cáncer de mama/ovario en la familia, pero que no

cumplían criterios de “alto riesgo”, aparecen dos mutaciones en BRCA 2

(4.3%). Entre las 49 mujeres sin antecedentes de cáncer de mama u ovario,

sólo aparece una mutación en el gen BRCA2 (Tabla 14).

Podemos observar, por tanto, que hay una proporción mayor de

mutaciones patogénicas entre el grupo de mujeres de “alto riesgo” de

cáncer de mama, 15.4% (95% IC: 4.4-34.9) mientras que en el resto de las

pacientes es de 3.1% (95% IC: 0.6-8), siendo estas diferencias

estadísticamente significativas (p=0.037). Solamente una de las 49 mujeres

sin antecedentes familiares de cáncer de mama/ovario es portadora de

una mutación patogénica. El riesgo relativo de ser portadora de

mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2 es 4.92, por lo que en este

subgrupo sería intereresante realizar el estudio genético.

En el resto de subgrupos estudiados, el análisis estadístico no alcanza

significación (Tabla 32).

Respecto al grupo de mujeres con al menos un familiar de primer

grado afecto de cáncer de mama u ovario, el 12% presentan mutación en

BRCA, respecto al 4.1% de las mujeres con mutaciones en BRCA sin

antecedentes familiares de primer grado. Esta comparación no tiene

significación estadística (p=0.131), aunque probablemente sea debido al

bajo número de la muestra y a las pocas mutaciones detectadas, ya que

cuando a este grupo le sumamos las familias con antecedentes de cáncer

de mama en el varón (grupo denominado “alto riesgo”), sí se alcanza la

significación estadística.
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Tabla 32. Comparación de cada uno de los grupos analizados y el

porcentaje de pacientes con mutaciones.

Grupos analizados % de pacientes con

mutaciónBRCA

p

Alto riesgo (*) 15.4 0.037

No alto riesgo (*) 3.1

Familiares de 1°grado con c. M/O 12 0.131

No antec de 1° grado 4.1

Familiares de 1° y 2° grado con c. M/O 0.9 0.6161

No antec familiares de 1° y 2° grado 5.5

Cualquier familiar afecto de c. M/O 8.2 0.115

No familiares con c. mama 2

≥2 familiares con C. M/O 5.1 0.292

1 familiar o ninguno  con c. mama 6.3

≥3 familiares con c. M/O 12.5 0.2121

2 o menos familiares con c. mama 4.7

(*) “Alto riesgo”: mujeres menores de 41 años con antecedentes familiares de 1°

grado de cáncer de mama/ovario, o un varón en la familia con cáncer de mama

(independientemente del grado).

El 0.9% de las mujeres con cáncer de mama menores de 41 años

con familiares de 1 y 2° grado afecto de cáncer de mama u ovario,

presentan mutación en BRCA; mientras que el 5.5% de las mujeres con

mutaciones en BRCA no tienen familiares de 1 y 2° grado afectos de

cáncer de mama u ovario (p=0.6161).

En el grupo con al menos un familiar afecto de cáncer de mama u

ovario (independientemente del grado), el 8.2% de las mujeres presentan

mutación en el gen BRCA, versus el 2% de las mujeres que no tienen ningún

familiar (p=0.115).
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El 47.5% de las pacientes tienen al menos dos familiares

diagnosticados de cáncer de mama. Las mujeres que presentan mutación

son el 5.1% versus el 6.3% de las pacientes que no presentan mutación. Si

analizamos las diferencias entre el número de familiares afectos y la

presencia de mutación en BRCA, no tiene significación estadística

(p=0.292).

Respecto al número de familiares afectos de cáncer de

mama/ovario, un 13 % de las pacientes tienen más de tres familiares

afectos de cáncer de mama/ovario (incluyendo a la paciente). Las

pacientes que presentan mutación dentro de este grupo son el 12.5%

comparado con el 4.7% de las mujeres con tres o más familiares de cáncer

de mama que no presentan mutación (p=0.2121).

Podemos concluir, que padecer cáncer de mama antes de los 41

años, en sí mismo, no es un buen indicador de la presencia de mutaciones

en los genes BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, el porcentaje de mutaciones

encontrado en el subgrupo que hemos denominado “alto riesgo” es de

15.4%, lo que implica que las mujeres diagnosticadas de cáncer de mama

menores de 41 años con familiares de 1° grado afectos de cáncer de

mama u ovario, o con antecedentes familiares de cáncer de mama en el

varón, tienen un riesgo mucho mayor de presentar mutación BRCA

(RR=4.92), y es en este subgrupo en el que se debería recomendar realizar

un análisis genético.

Por el contrario, presentar familiares de segundo grado, o de

cualquier grado en la familia (excepto primer grado), o presentar dos o

más familiares afectos, no siendo ninguno de primer grado, no predice un

riesgo aumentado de presentar mutación en BRCA en nuestra muestra de

mujeres estudiada.
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Cáncer de mama bilateral/contralateral

Además del diagnóstico de cáncer de mama a edad temprana, y

la presencia de cáncer de mama u ovario en la familia, el carcinoma de

mama bilateral es actualmente un criterio para realizar el estudio de

mutaciones en los genes BRCA. En nuestra muestra ninguna de las 7

pacientes portadoras de mutaciones presentaba carcinoma de mama

bilateral  al diagnóstico. De las 117 pacientes en las que no se ha

detectado mutación, dos mujeres fueron diagnosticadas de carcinoma

de mama bilateral.  (Tabla 33).

Respecto al carcinoma de mama contralateral, ninguna de las 7

mujeres con mutación en BRCA1 o BRCA2 lo ha presentado, con una

mediana de seguimiento de 80 meses; sin embargo, en el grupo de

pacientes en las que no se ha localizado mutación, 1 de 117 mujeres ha

presentado cáncer de mama contralateral (Tabla 33). La paciente que

presentó carcinoma de mama contralateral (a los 33 y 43 años)

presentaba una mutación de significado incierto en BRCA2 exón 18: 8401

G/C, V2728L; esta paciente pertenece a una familia de “alto riesgo” con

su madre diagnosticada de carcinoma de mama bilateral, dos hermanas

diagnosticadas de cáncer de mama a los 43 y 46 años, y la abuela

materna también diagnosticada de cáncer de mama. La mutación

V2728L se encuentra en un residuo no completamente conservado entre

las especies, pero los aminoácidos que cambian son muy similares, por lo

que se podría considerar que esta mutación puede ser la causante de la

enfermedad; sin embargo se realizó el estudio mutacional en dos

hermanas con cáncer de mama y en ninguna de ellas se localizó esta

mutación, por lo que consideramos que no es responsable de la

enfermedad.



V. Discusión

115

Tabla 33. Pacientes diagnosticadas de carcinoma de mama bilateral o

contralateral, según la detección o no de mutación en BRCA1/2.

C.mama

bilateral/contralateral

No c. mama bilateral ni

contralateral

TOTAL

Mutación BRCA 0 7 7

No mutación 3 114 117

TOTAL 3 121 124

En el estudio de Loman se diagnosticaron 18 carcinomas de mama

contralaterales (6.9%) en las 262 pacientes estudiadas. El 66% de las

pacientes con carcinoma de mama contrateral,  presentaban mutación

en BRCA o tenían al menos un familiar de 1° grado afecto de cáncer de

mama, lo que indica una relación estrecha entre la presencia de

carcinoma de mama contralateral y el riesgo hereditario. La historia

familiar positiva fue mayor entre las pacientes con carcinoma de mama

contralateral que entre las que no lo tuvieron.

En nuestro estudio, las tres pacientes con cáncer de mama

bilateral/contralateral tienen familiares de 1° grado afectos de cáncer de

mama, aunque en ninguna se encontró mutación en los genes BRCA. Por

lo que según nuestro estudio, presentar carcinoma de mama bilateral o

contralateral, fuera de los criterios definidos como “alto riesgo”, no es

suficiente para realizar el análisis mutacional.

Cáncer de ovario

Las mutaciones en el gen BRCA1 se han relacionado con un

aumento del cáncer de mama y ovario, sin embargo para BRCA2 la

situación es más compleja, y se ha estimado que la probablidad de

desarrollar carcinoma de ovario a lo largo de la vida es menor que para
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pacientes con mutaciones de BRCA1. Se ha sugerido que en BRCA2 existe

un dominio denominado OCCR (Ovarian Cancer Cluster Region) donde

las mutaciones parece que confieren un riesgo más elevado de padecer

cáncer de ovario.

Ocho de las 124 pacientes incluidas en la muestra (6.4%), tienen

antecedentes familiares de carcinoma de ovario, de las cuales tres son

portadoras de mutaciones definitivas (BRCA1 2080del-A, BRCA2 295+2 T/C

y BRCA2 Y3006X) (Tabla 34). Por tanto, 3 de 7 mujeres con mutaciones en

estos genes (42.9%) tienen antecedentes de cáncer de ovario en la

familia, mientras que solamente 5 de las 117 restantes (3.4%) tienen algún

familiar afecto. Estas diferencias son estadísticamente significativas

(p=0.005). Esto indica que la presencia de cáncer de ovario entre las

familias de mujeres diagnosticadas de cáncer de mama menores de 41

años, es un buen indicador de riesgo de la presencia de mutaciones en los

genes BRCA, con un riesgo relativo de 10.71.

Tabla 34. Pacientes con antecedentes familiares (de cualquier grado) de

carcinoma de ovario, según la detección o no de mutación en BRCA1/2.

Antecedentes c.ovario No antecedentes TOTAL

Mutación BRCA 3 4 7

No mutación 5 112 117

TOTAL 8 116 124

Sin embargo, hay trabajos con resultados contradictorios. Loman y

cols. (2001), describen que la frecuencia de cáncer de ovario en las

mujeres con mutación en BRCA1 es del 50% (8 de las 16 pacientes con

mutación), sin embargo de las 5 mujeres con mutación en BRCA2 ninguna

tenía antecedentes familiares de cáncer de ovario.
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En el trabajo de Peto y cols. (1999), de 6 pacientes con al menos un

familiar de 1° ó 2° grado con cáncer de ovario, en 3 se detectaron

mutaciones en BRCA1 y no se detectó ninguna mutación en BRCA2.

Malone y cols (2000), detectan que las mutaciones de BRCA1 en

familias con antecedentes de cáncer de ovario son más prevalentes que

las mutaciones en BRCA2 (21.4% versus 3.6%). Respecto a BRCA2, el 4.8%

de mutaciones se localizaron en mujeres con antecedentes familiares de

cáncer de ovario versus 3.8% en mujeres sin ese antecedente.

Cáncer de mama en el varón

Estudios previos han sugerido que el carcinoma de mama en el

varón podría estar ligado a la presencia de mutación en BRCA2 (Friedman

y cols. 1997). En nuestro estudio, solamente 1 de las 124 mujeres tiene

antecedentes de cáncer de mama en el varón (abuelo materno), y esta

mujer presenta una mutación en BRCA2. En el estudio de Malone y cols.

(2000), 5 de las 386 mujeres tienen antecedentes de cáncer de mama en

el varón. De éstas, 1 (20%) presenta mutación en BRCA2 y ninguna

presenta mutación en BRCA1. Por tanto, aunque la presencia de cáncer

de mama en el varón es poco frecuente, se debería aconsejar realizar el

estudio mutacional en BRCA, comenzando por BRCA2.

V.3.HISTORIA FAMILIAR DE OTROS TUMORES Y SU RELACIÓN CON

LAS MUTACIONES BRCA1 Y BRCA2

Se han relacionado las mutaciones en BRCA1, con un aumento del

riesgo de padecer cáncer de páncreas, endometrio y próstata (Thompson

y cols. 2002). En nuestra muestra, únicamente hemos encontrado una

paciente con mutación en BRCA1, por lo que no se puede realizar ningún

estudio comparativo. Esta paciente tenía como antecedente el
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diagnóstico de cáncer de ovario en su madre, y no tenía otros

antecedentes conocidos de cáncer.

El Breast Cancer Linkage Consortium (1999) demostró la existencia

de un riesgo aumentado de padecer cáncer de próstata y cáncer de

páncreas en portadores de mutación BRCA2, así como evidencia de un

aumento de otros tumores en los familiares de 1° grado, como el

carcinoma de orofaringe, estómago, melanoma, vesícula biliar y vías

biliares. Nosotros no hemos podido realizar un estudio comparativo, ya que

el número de mutaciones observado es pequeño. Entre las 6 pacientes

con mutación en BRCA2, sólo 1 de ellas tenía un familiar de 1° grado

(16.7%) afecto de un tumor distinto al cáncer de mama/ovario (carcinoma

gástrico).

V.4. CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS Y EVOLUTIVAS DE

LAS PACIENTES. DIFERENCIAS ENTRE LOS CASOS ESPORÁDICOS Y

LOS DEBIDOS A MUTACIÓN

El cáncer de mama es una enfermedad muy hetérogenea, con

diferentes tipos histológicos que confieren características clínicas

singulares. Se han publicado algunos trabajos que buscan las

características propias de los tumores presentes en las mujeres portadoras

de mutación en los genes BRCA1 y BRCA2. Como se describe en el

apartado “Características clínico-patológicas de los cánceres debidos a

mutaciones en BRCA1 y BRCA2” de la Introducción, se ha visto que los

tumores de mama relacionados con mutación en BRCA1 presentan un

mayor grado histológico y generalmente son de tipo medular, con

receptores de estrógeno y progesterona negativos; además suelen ser

tumores aneuploides (Marcus y cols. 1996, Marcus y cols. 1997, Armes y

cols. 1998, Loman y cols. 1998, Agnarsson y cols. 1998, Robson y cols. 1998,
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Verhoog y cols. 1998). Los tumores relacionados con BRCA2 son mucho

más heterogéneos y por tanto es más difícil encontrar un perfil propio. En

algún estudio se ha encontrado un aumento de los tipos histológicos

lobular y túbulo-tubular (Breast Cancer Linkage Consortium. 1997, Lakhani y

cols. 1998, Armes y cols. 1998, Eisinger y cols. 1999). Tanto en portadores de

mutaciones BRCA1 como BRCA2, el cáncer de mama contralateral es más

frecuente, así como su aparición suele ser en edades más precoces, a

diferencia de los tumores de mama esporádicos en mujeres de edad más

avanzada (Marcus y cols. 1997, Robson y cols. 1998, Verhoog y cols. 1999,

Verhoog y cols. 2000).

Con el fin de analizar la situación en nuestra muestra, recogimos en

una base de datos las características clínicas de todas las pacientes

incluidas en el estudio, y se compararon los datos de las pacientes

portadoras de mutaciones con las no portadoras. La mayor parte de las

mutaciones definitivas encontradas en nuestra muestra se localizan en

BRCA2, donde las características histológicas y clínicas son más

heterogéneas que en BRCA1. Esto, sumado al bajo número de portadoras,

dificulta el análisis destinado a definir las características tumorales propias

de las pacientes con mutación.

Únicamente en el estadío, hemos encontrado diferencias

estadísticamente significativas, entre el grupo de pacientes con mutación

en BRCA, respecto al grupo sin mutación, ya que ninguna paciente con

mutación se diagnosticó en estadío I, versus el 35.6% de  las mujeres que

no presentaban mutación.  También hemos observado ciertas

“tendencias”: la presencia de tumores con un tamaño mayor de 2 cm y la

infiltración de los ganglios axilares se encuentran en una proporción mayor

entre las pacientes portadoras de mutación en BRCA (86% versus 52.1% y

86% versus 49.5% respectivamente) (Tabla 23). Por tanto, serán necesarios

estudios, con una muestra mayor, para poder determinar las
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características clínicas propias de los tumores relacionados con mujeres

españolas portadoras de mutaciones en los genes BRCA1 ó BRCA2.

Debido a que las mujeres de nuestra muestra ya han sido

seleccionadas por padecer cáncer de mama a una edad temprana, no

se observa una edad de aparición menor en las portadoras de mutación

frente a las no portadoras, siendo en ambos grupos la mediana de edad

al diagnóstico de 36 años. Se ha descrito que las mutaciones en BRCA2

tienen una menor penetrancia a edades más precoces, siendo las

portadoras de mutaciones en BRCA1 las que expresan el cáncer a edades

más tempranas (Ford y cols. 1998, Peto y cols. 1999). En nuestro estudio no

es posible realizar esta comparación ya que únicamente disponemos de

una portadora de mutación en BRCA1. Por otra parte, Gomendio y cols

(1999), no encontraron ninguna mutación en BRCA2 entre 93 mujeres

españolas sin familiares afectos de 1° grado de cáncer de mama u ovario,

seleccionadas sin límite de edad y con una medina de edad de 54 años.

En nuestro estudio, hemos encontrado 4 mutaciones entre las 96 mujeres

sin antecedentes de 1° grado. Dado que todas nuestras pacientes son

menores de 41 años, la diferencia entre el estudio de Gomendio y cols.

(1999), y el nuestro puede indicar que las mutaciones en BRCA2 están

asociadas con una aparición más temprana del cáncer de mama en

nuestra población. Esto se puede confirmar con un estudio recientemente

publicado, en el que De Sanjosé y cols (2003), analizan la presencia de

mutaciones en BRCA1 y BRCA2 en 136 mujeres menores de 46 años, del

área de Gerona  y Tarragona, comparando la presencia de mutaciones

en el grupo de menores de 41 años, y en el grupo de 41-45 años. Como en

nuestro estudio, sólo encontraron una mutación en BRCA1, y el resto en

BRCA2.  En el grupo de mujeres menores de 41 años (62 mujeres) se

localizaron 7 mutaciones (11.6%), frente al grupo de 41 a 45 años (74

mujeres) en las encontraron 2 mutaciones (2.7%). Esto parece confirmar

que las mutaciones en BRCA2 están asociadas con la aparición de cáncer

de mama a una edad  precoz.
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V.5. UTILIDAD DE LOS MODELOS DE PREDICCIÓN DE

PROBABILIDAD DE MUTACIÓN BRCA1 Y BRCA2

Lo más importante de la valoración del riesgo de predisposición

hereditaria al cáncer de mama debido a mutaciones en los genes BRCA,

es personalizar las estrategias en el manejo de cada mujer. Esto permitirá

incrementar la supervivencia en las mujeres de alto riesgo y disminuir el

gasto y las complicaciones en las mujeres con un riesgo bajo de presentar

mutación BRCA.

Hoy en día, las estrategias en el manejo de las familias que

presentan mutación BRCA1 o BRCA2, están bien establecidas. Las mujeres

portadoras de mutación de BRCA1 o BRCA2 tienen un riesgo de desarrollar

cáncer de mama entre el 50-80% a los 70 años y entre 10-40% de

desarrollar cáncer de ovario. Las medidas profilácticas, como la

ooforectomía, reduce el riesgo de cáncer de ovario cerca del 90% y del

cáncer de mama en casi un 50% (Hartmann y cols. 2001,  Meijers-Heijboer

y cols. 2001, Rebbeck y cols. 2002), por tanto, estaría indicado en aquellas

mujeres que no deseen tener más hijos. Otras opciones son la mastectomía

profiláctica, la administración de tamoxifeno (Narod y cols. 2000), el uso de

contraceptivos orales (Walker y cols. 2002), e intensificar la vigilancia

(Brekelmans y cols. 2001).

Como ya se ha comentado en la Introducción, los modelos más

utilizados son el modelo de Couch, Frank y BRCAPRO. Cada modelo se ha

desarrollado a partir de una metodología y una población con unas

características específicas, lo que hace que cada uno de los módelos sea

válido en una población de características semejantes a las del modelo

seleccionado.
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Cuando se decide realizar un test genético, se tiene que considerar

la probabilidad de encontrar una mutación germinal específica, así como

el test adecuado para cada persona concreta y su familia. No existen

guías establecidas para decidir a qué personas hay que realizar el análisis

genético. La Sociedad Americana de Oncología Clínica recomienda que

si la probabilidad de mutación BRCA estimada es mayor del 10%, se debe

considerar realizar un test genético (ASCO, 1996).

En el análisis realizado según el modelo de Couch (sólo calcula la

probabilidad de mutación en BRCA1), la sensibilidad de éste método en

nuestra muestra es del 100%, ya que en nuestra muestra únicamente

hemos localizado una mutación en BRCA1, y la especificidad del 38%. Este

modelo se realizó a partir de una muestra de 169 mujeres con cáncer de

mama e historia familiar de cáncer de mama y/u ovario, y es útil con uno

o más casos de cáncer de mama, familias judías Ashkenazi, y familias con

múltiples miembros afectos de cáncer de mama/ovario. Por tanto, en

nuestra muestra que no tiene múltiples miembros afectos en una familia,

no es un buen modelo predictivo.

Según el modelo de Frank (Myriad II) para la detección de BRCA1 o

BRCA2, realizado a partir de una muestra de 238 mujeres diagnosticadas

de cáncer de mama antes de los 50 años o con cáncer de ovario, con al

menos un familiar de 1° o 2° grado con cáncer de mama antes de los 50

años o cáncer de ovario. Considerando que debemos realizar el análisis

genético si la probabilidad de detectar mutación es mayor del 10%, la

sensibilidad es del 71% y la especificidad del 84%. Este método no es

aplicable a mujeres con cáncer de mama diagnosticado antes de los 50

años.

Según el modelo desarrollado por Parmigiani, BRCAPRO, para la

detección de BRCA1 o BRCA2, teniendo en cuenta a las pacientes con

una probabilidad mayor del 10%, la sensibilidad es del 71% y la
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especificidad del 75%. Este modelo es más complejo de realizar, ya que

requiere un programa estadístico específico (en los anteriores se puede

extraer de una tablas), pero se puede considerar más completo, ya que

tiene en cuenta a los familiares de 1° y 2° orden.

Existe otro modelo, español, desarrollado por de la Hoya (2002), a

partir de 102 familias españolas, con al menos tres casos de cáncer de

mama u ovario, y al menos uno diagnosticado antes de los 50 años. En

nuestra muestra no es aplicable este método, ya que los antecedentes

familiares de cáncer de mama/ovario son muy escasos.

También hemos analizado en nuestra muestra, el  grupo de “alto

riesgo” de presentar cáncer de mama hereditario debido a mutación

BRCA1/BRCA. En este subgrupo la sensibilidad es del 57% y la especificidad

del 81%.

En general, estos modelos estiman una probabilidad similar y pueden

ayudar a identificar pacientes que se beneficiarán de la realización del

test genético para determinar la presencia de mutaciones en BRCA1 o

BRCA2.
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VI. CONCLUSIONES

1. La frecuencia de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en

nuestra muestra de mujeres españolas con cáncer de mama

diagnósticado antes de los 41 años es de 5.6%. Esta cifra es similar a la

encontrada en otras poblaciones de nuestro entorno.

2. En la muestra analizada, las mutaciones se distribuyen de una

manera desigual entre los genes BRCA1 y BRCA2. La mayor parte de las

mutaciones definitivas encontradas (6 de 7) se localizaron en el gen

BRCA2 (85.7%) y sólo una se localizó en BRCA1. La mayor parte de las

mutaciones caracterizadas en BRCA2 (66.7%) se encuentran localizadas

en el interior del exón 23.

3. Las pacientes con familiares de primer grado con cáncer de

mama u ovario, o con un varón afecto de cáncer de mama en su familia,

forman un grupo, clasificado de “alto riesgo”, donde se encuentran

mutaciones BRCA en un porcentaje (15.4%) significativamente mayor

(p=0.037) al resto de las pacientes (3.1%). En consecuencia, es

aconsejable realizar el estudio molecular de los genes BRCA1 y BRCA2 en

pacientes con las características que permiten incluirlas en el grupo de

“alto riesgo”.

4. Los antecedentes familiares de cáncer de ovario son

significativamente mayores (p= 0.005) entre las portadoras de mutaciones

en BRCA (37.5%) que entre las no portadoras (3.5%). Esto indica que los

antecedentes familiares de cáncer de ovario constituyen un indicador de

riesgo de ser portador de mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2.

5. Las mujeres portadoras de mutación BRCA se diagnostican en

estadíos más avanzado que las mujeres no portadoras.
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6. Los métodos predictivos de mutación en BRCA1 y BRCA2, Myriad II

y BRCAPRO , son útiles para seleccionar pacientes en nuestra muestra

7. Considerando la alta proporción de pacientes diagnosticadas de

cáncer de mama menores de 41 años con historia familiar de cáncer de

mama u ovario, y la baja frecuencia de mutaciones en BRCA1 y BRCA2,

otros factores genéticos actualmente desconocidos deben jugar un papel

importante. Deben existir genes todavía no caracterizados que puedan

explicar el cáncer de mama en mujeres jóvenes.

8. Estos resultados no hacen aconsejable un estudio molecular de los

genes BRCA de manera rutinaria en mujeres con cáncer de mama por el

único hecho de haberlo desarrollado a una edad temprana.
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