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1.1-CONCEPTO DE CANCER HEREDITARIO.

El cancer debido a una predisposicion genética es la causa de aproximadamente
50.000 nuevos casos al afio en Estados Unidos, es decir, de alrededor de un 5-10% del
total. Sin embargo, el porcentaje varia de manera importante segin los diferentes tipos
de tumor. Los datos epidemiologicos indican que aproximadamente un 40% de los
casos de retinoblastoma se debe a la trasmision hereditaria de mutaciones nocivas,
mientras que este porcentaje es del 5-10% para los canceres de colon, mama y prostata.
Algunos tipos de cancer como la leucemia, soélo tiene excepcionalmente una
predisposicion hereditaria’.

Aunque una de las caracteristicas de la predisposicion al cancer es la presencia
de multiples canceres en la familia, la agrupacion del cancer no indica necesariamente la
transmision de una mutacion génica de susceptibilidad. La asociacion puede deberse a
la exposicion comun a agentes cancerigenos ambientales como el tabaco, el asbesto o
determinadas dietas. Dada la prevalencia del cancer de mama, del carcinoma colorrectal
y de otros canceres comunes, también pueden producirse multiples casos esporadicos de
cancer en una familia, simplemente por azar’.

Se cree que los canceres esporadicos surgen como consecuencia de interacciones
complejas entre multiples genes y el entorno. En cambio, en el cancer asociado a una
susceptibilidad hereditaria, una sola mutacion de la linea germinal presente en todas las
células puede ser la causante del riesgo de cancer. En estas familias, la evaluacion del
riesgo, la deteccién sistematica y las decisiones en cuanto a la conducta clinica

dependen de una identificacion precisa de la predisposicion hereditaria™’.
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Los distintos tipos de cancer pueden clasificarse en tres grupos segun los
posibles defectos genéticos:

-La mayoria de los casos de cancer son de tipo esporadico, causados por factores
ambientales quimicos y radiacion. En estos casos s6lo podriamos encontrar mutaciones
genéticas en el propio tumor (mutaciones somaticas), es decir, en el tejido que ha
sufrido la trasformacion tumoral.

-Hay algunos tipos de cancer que, aunque no presentan una base genética
reconocible, afectan a varios miembros de la familia siguiendo un comportamiento
similar. Se podria decir que la enfermedad se segrega siguiendo un comportamiento
mendeliano. No obstante, en estos casos, parece existir una cierta predisposicion
genética al desarrollo de cancer debida al contacto con algun cancerigeno habitual en el
entorno familiar

-Un grupo reducido de cancer presenta una clara causa genética bien definida.
En estos casos se recomienda el screening genético de la familia para prevenir la
innecesaria morbilidad y mortalidad de aquellos familiares portadores del defecto
genético. Se trata de mutaciones que se encuentran en todas las células del cuerpo
(mutaciones germinales), por lo que su deteccion podria realizarse a partir de una
muestra de sangre. Detectar la alteracion causante del cancer ayudaria a comprender sus

comportamiento en la familia'*>,

1.2-SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL CANCER

La mayoria de los canceres son de origen esporadico, pero entre el 5-10%

presentan un claro componente hereditario. Los canceres hereditarios suelen implicar la
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predisposicion a tumores concretos. La susceptibilidad se manifiesta en distintos
individuos de un grupo familiar a través de las generaciones segiin un patréon compatible
con una segregacion mendeliana. El cancer hereditario suele aparecer a una edad mas
temprana que el esporddico y el riesgo de desarrollarlo esta relacionado con el grado de
parentesco con familiares que ya han padecido la enfermedad. En los individuos
predispuestos es frecuente la presencia de tumores de localizacion multifocal, el
desarrollo bilateral de la enfermedad y la asociacion de multiples neoplasias. Las
neoplasias que afectan a miembros de una familia suelen ser de un tipo concreto, pero
también pueden encontrarse otros tumores o incluso una asociacion de distintas
neoplasias en una misma familia. Por otra parte, la incidencia elevada de casos de
cancer en una familia no implica necesariamente una base genética, sino que pueden
existir factores ambientales que afecten a dicha familia en concreto'*.

La existencia de un cancer hereditario se demuestra objetivamente identificando
la mutacion en un gen concreto en la linea germinal. Los genes involucrados en el
desarrollo de cancer pueden dividirse en tres grupos principales: protooncogenes, genes
supresores de tumores y genes encargados del mantenimiento de la estabilidad
genomica. En caso de producirse una alteracion genética en un protooncogen, el defecto
se denomina mutacioén con ganancia de funcion, ya que la aberracion aumenta o altera la
funcién del gen, generandose un potencial oncogénico. Por el contrario, si la alteracion
se produce en un gen supresor de tumores, el defecto se denomina mutacion con pérdida
de funcién. En las células normales, ambas clases de genes regulan el crecimiento
celular, la diferenciacion y la apoptosis. Los genes encargados de mantener la integridad
del genoma también son inactivados por mutaciones de pérdida de funcion®.

Los estudios dirigidos a caracterizar los genes implicados en los sindromes de

cancer familiar han proporcionado numerosos pruebas que apuntan a la inactivacion de
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genes supresores tumorales, siendo raras las alteraciones que activan oncogenes en la
linea germinal. Es probable que el caracter dominante de las lesiones en los oncogenes
tenga efectos letales e impida subsistir a aquellos fetos que hereden una mutacion de
este tipo. Una excepcion es el carcinoma medular de tiroides familiar y los tumores
endocrinos hereditarios asociados a alteraciones en el gen RET, entidades en las que en
raras ocasiones se han encontrado pacientes homocigotos.

Es de destacar que en el cancer hereditario lo que se trasmite a la descendencia
no es el cancer propiamente dicho, sino un aumento en el riesgo de desarrollar la
enfermedad. La gran mayoria de las alteraciones genéticas en cancer son somaticas y se
hallan Unicamente en el tejido tumoral del individuo afectado. Soélo en
aproximadamente un 1% de los casos de cancer la causa es una mutacion de genes de
susceptibilidad al cancer en la linea germinal. Es en esos casos en los que hablamos de
cancer familiar.

Sin embargo, es necesario que se produzcan aberraciones somaticas adicionales, ya que
a pesar de las alteraciones genéticas en la linea germinal, se mantiene el funcionamiento

correcto mientras persista una copia normal del gen supresor de tumores.
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1.2.1. GENES SUPRESORES DE TUMORES

Estos genes se han denominado de distintas maneras: antioncogenes, oncogenes
recesivos, genes de susceptibilidad al cancer y genes supresores de tumores. Su funcion
de inhibir o suprimir la proliferaciéon de células cancerosas se evidencid gracias al
trabajo de Harris y Cols’ en 1969. En este trabajo se fusionaron células cancerigenas
con células normales y se observé que a pesar de que las nuevas células hibridas
mantenian caracteristicas fenotipicas similares a las células cancerigenas, éstas perdian
la capacidad de formacion de tumores al ser inyectadas en animales. Esto parecia
indicar la presencia de uno o varios genes en la célula normal que impedia la
tumorogenicidad en la célula cancerigena, es decir, la célula cancerigena habia perdido
genes necesarios para el control correcto de su comportamiento y proliferacion. Estos
genes son los genes supresores de tumores. Las mutaciones en estos genes son recesivas
en cuanto a su capacidad de desarrollar tumores, ya que es necesaria la “anulacién” de
los dos alelos para que la célula se convierta en cancerigena. Knudson® propuso una
teoria en la que explico la necesidad de la presencia de una primera mutacion e la linea
germinal, es decir, recibida por herencia parental, y un segundo evento denominado
pérdida de heterocigosidad (loss of heterozigosity; LOH) o pérdida de un alelo. Al
producirse la pérdida de un alelo, la célula otorgaria al otro alelo la responsabilidad del
perfecto funcionamiento del gen, resultando imposible por ser un alelo anémalo para
este gen supresor. La probabilidad de que ocurran los dos eventos a la vez en una misma
célula es pequeiia.

En la actualidad se conocen mas de 30 genes supresores de tumores y es clara su

. . .y y, . . 1 2
implicacion en el desarrollo de cancer, tanto hereditario como esporadico”.
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1.2.2.GENES REPARADORES DEL DNA

Los mecanismos de reparacion del DNA en levaduras implican a dos genes bien
conocidos, mut S y mult A. A través de su estudio se han podido caracterizar mejor las
alteraciones de genes analogos en seres humanos. La implicacion de estos genes en el
desarrollo de céncer se debe a la asociacion observada entre defectos en genes de
reparacion (genes MMR) y el desarrollo de cancer colorrectal, tanto de tipo esporadico
como hereditario. En el hombre se han identificado seis MMR: hMLH1, hMSH2,
hPMS1, hPMS2, hMSH3 y hMSH6. De estos 6 genes, tres son homologos a mutS

(hMSH2, hMSH3 y hMSH6) y tres a Mult. (h(MILH1, hPMS1 y hPMS2).

Se ha observado que estos genes tienen un comportamiento similar al de los
genes supresores, en el sentido de es necesario que ambos alelos estén mutados para que
se produzca la pérdida de su funcion, facilitindose el desarrollo del cancer. Debido a
este hecho, algunos autores engloban los genes supresores tradicionales junto con los
genes reparadores dentro de una misma categoria: “genes supresores de tumor”. Sin
embargo, recientemente Kinzler y Volgestein®'® han propuesto la subdivision de los
genes supresores de tumor en dos tipos, los denominados gatekeepers y los caretakers.
Estas nuevas categorias establecen diferencias entre los inicialmente conocidos como
genes supresores de tumores tradicionales (gatekeepers) que, en sus formas normales,
regulan directamente el crecimiento del tumor al actuar como inhibidores de la
proliferacion celular o como promotores de la apoptosis tras el dafio al DNA, y los
caretakers que son genes que al mutarse, promueven el crecimiento del tumor de una
forma indirecta, causando inestabilidad genética y aumentando la tasa de mutacion en

otros genes. Por lo tanto, la presencia de mutaciébn en estos genes, permite la



Introduccion

acumulacion de mutaciones en otros como el p53 o el APC'!, poniéndose asi de
manifiesto la participacion de varios genes en el desarrollo del tumor e integrandose la
funcién de los caretakers con los genes supresores de tumores y los oncogenes.

Estas nuevas categorias se diferencian segun el numero de mutaciones
necesarias para la formacion de un tumor. Asi, tras la mutacion heredada de un
gatekeeper solo se precisa de una segunda mutacién somadtica para que el tumor se
inicie. En cambio, es necesario que se produzcan varias mutaciones somaticas sucesivas
tras la mutacion heredada de un caretaker (una mutacion del alelo normal del caretaker
y las mutaciones de ambos alelos de algiin gatekeeper). Ademas esta subdivision
permite determinar el tratamiento adecuado para el paciente, segiin esté implicado un
gatekeeper o un caretaker en el desarrollo del tumor™'”.

Existen otros genes reparadores del DNA implicados en formas muy poco
frecuentes de cancer hereditario con herencia autosomica recesiva en los que no nos

detendremos. Es el caso del Xeroderma Pigmentosum.
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1.2.3.0NCOGENES

Encontrar mutaciones en protooncogenes en linea germinal es muy poco
frecuente en casos de céncer de tipo familiar (tabla 1). Hay enfermedades como el
linfoma de Burkitt, en las cuales los oncogenes desempefian un papel importante en el
desarrollo del tumor, pero no es un papel primario. Aunque se han establecido
oncogenes asociados a distintos tipos de tumor, su valor como marcadores de

diagnostico y de pronostico es un tema muy discutido.

ONCOGEN ASOCIADO TIPO DE TUMOR
h-ras, k-ras Vejiga
erbbl,sis Cerebro
erbb2, h-ras, myc Mama
myc Cervical
h-ras, k-ras, myb,myc Colorrectal
erbbl,hst,myb,myc,n-ras,yes Gastrico
erbbl,h-ras, k-ras,myc,l-myc,m-myc Pulmoén
h-ras Melanoma
n-myc Neuroblastoma
erbb2,k-ras Ovario
k-ras, myc Pancreas
myc Prostata
myc Testiculo
abl,myc,brc,bcl-1,bcl2 Leucemia

Tabla 1: Oncogenes y tipos de tumor asociados
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1.3-SINDROMES DE CANCER HEREDITARIO MAS FRECUENTES.

Sindrome Tumor asociado Gen implicado

RETINOBLASTOMA RETINOBLASTOMA RBI

HNPCC COLORRECTAL Y |MSH2,MLH1, MSH 6,PMSI,
ASOCIADOS PMS 2

POLIPOSIS FAMILIAR COLORRECTAL APC

S. LILFFRAUMENI SARCOMAS, MAMA P53

S. MAMA/OVARIO MAMA/ OVARIO BRCA 1/BRCA 2

ATAXIA TELANGIECTASIA | LIMFOMA Y MAMA ATM

MEN 1 PANCREAS ENDOCRINO MEN1

MEN 2 MEDULAR DE TIROIDES RET

XERODERMA PIEL, PULMON Y OTROS XP A-G

PIGMENTOSUM

NEUROFIBROMATOSIS NEUROFIBROMA Y |NFI, NF2
NEURINOMAS

TUMOR DE WILMS TUMOR RENAL INFANTIL WTI

S. COWDEN MAMA Y TIROIDES PTEN

VON HIPPEL LINDAU CA.CELULAS CLARAS VHL

CA.PROSTATA CARCINOMA DE PROSTATA |DESCONOCIDO

HEREDITARIO

MELANOMA FAMILIAR MELANOMA CDNK2 (p16)

S. DE BLOOM DIVERSOS TUMORES BLM

ANEMIA DE FANCONI LEUCEMIA MIELOIDE FACC,FACA

QUERATODERMA ESOFAGO DESCONOCIDO.

Tabla 2:Descripcién de algunos de los sindromes de cancer hereditario mas frecuentes.
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Dada la importancia y relevancia en la actualidad de los sindromes de cancer
hereditario voy a introducir en un breve comentario las caracteristicas mas destacables

de los principales sindromes de cancer hereditario.

1.3.1.SINDROMES DE CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO

Existen diferentes estimaciones sobre los canceres colorrectales que son
atribuibles a susceptibilidad hereditaria. Se considera que el 1% se deben a la poliposis
adenomatosa familiar (PAF) y un 5% al sindrome de céncer de colon hereditario no
poliposico (HNPCC). Se estima que los sindromes hereditarios colorrectales “raros”
(Peutz-Jegher, poliposis juvenil) suponen solo el 0.1% del total de tumores
colorrectales. Cabe destacar que existe un 10-30% de tumores con agregacion familiar
que hoy en dia no se asocian a mutaciones genéticas conocidas. Estas agrupaciones
pueden deberse a interacciones de multiples genes y factores ambientales o a

. . L,y . g eqe , 13.14
mutaciones con una penetrancia débil en genes de susceptibilidad al cancer'>'*.

1.3.1.1.POLIPOSIS COLONICA FAMILIAR

La poliposis colonica familiar (PAF) se define clinicamente por centenares o
miles de pdlipos adenomatosos a edades tempranas de la vida, la mayoria en la primera
década de la vida. Practicamente todos los portadores tienen una poliposis antes de los
35 anos. El cancer colorrectal se produce con una edad media de 39 afos y es

practicamente inevitable si no se extirpa profilacticamente el colon'. El portador hereda
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una copia mutada de un gen en cada célula, por lo que sélo es necesaria una mutacion
somatica adicional del alelo normal de la célula para que se produzca la transformacion.
Otros tumores asociados al sindrome son el carcinoma duodenal, tumores desmoides,
tumores cerebrales, hepatoblastomas y otros tumores hepatopancreaticos.

La PAF surge de mutaciones heredada de la linea germinal en el gen de la

. . ;. - 161
poliposis colénica familiar'®'®

(APC). Este gen se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 5 (5q) de herencia autosémica dominante. El gen se identifico en 1990.
Dicho gen es un supresor tumoral, por lo que es preciso que exista una mutacion en
ambos alelos para que aparezca una pérdida completa de la funcion. Varios estudios han
puesto de manifiesto que en casi todas las neoplasias de colon se pierden ambas copias
del gen APC, lo cual hace que este gen sea guardian de las neoplasias de colon, tanto
esporadicas como asociadas a mutaciones del gen APC en la linea germinal.

Se han descrito mas de 700 mutaciones del gen APC, la mayoria de las cuales
causa una truncacion del la proteina APC.

Las mutaciones del gen APC aparecidas de novo son responsables de la PAF en
aproximadamente un 30% de los casos'®. Se trata de mutaciones en la linea germinal de
uno de los progenitores y se trasmiten a los hijos. Esto explica que la PAF pueda
aparecer en un individuo con ausencia de antecedentes familiares de PAF o céancer de
colon. Sin embargo, una vez aparecida la mutacidon, ésta es trasmisible a las
generaciones posteriores.

La pérdida de funcion del APC, que se produce en algiin punto de la transicién
entre el epitelio normal y el hiperproliferativo, es uno de los primeros fendmenos de la
tumorogénesis, lo cual respalda el concepto de que el APC es el guardian de la

tumorogénesis colorrectal. Para que se produzca el cancer en los pacientes con PAF,

deben producirse mutaciones somaticas adicionales en otros genes supresores tumorales
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y oncogenes, como la activacion del K-ras en el cromosoma 12P, la pérdida del TP53 en
el cromosoma 17p y la DCC o DPC4 en el cromosoma 18q *°.

En la PAF clasica , los adenomas se detectan con frecuencia en la adolescencia.
En los nifios con un riesgo elevado, la vigilancia debe iniciarse a los 10-12 afos, y debe
considerarse la conveniencia de realizar pruebas genéticas en ese momento. En la PAF
atenuada, la aparicion de adenomas es mas probable entre los 20-30 afios. Si se
encuentra una mutacion del gen APC en un individuo de riesgo, es esencia realizar una
exploracion anual del colon. Aunque existe consenso respecto a que debe realizarse una
colectomia profilactica, hay controversia respecto a si debe utilizarse una anastomosis
ileorrectal o una anastomosis con reservorio ileoanal, asi como el momento en que debe
practicarse la intervenciéon. Dado que la PAF es un sindrome de cancer que conforma
también enfermedades malignas primarias extracolonicas debe de mantenerse una
vigilancia de los pacientes durante toda la vida después de la intervencion quirurgica,
incluyendo la vigilancia periodica del tracto gastrointestinal'’. La eficacia de la
quimioprevencion para el cancer colorrectal en los individuos con PAF no estd bien
establecida. Algunos datos recientes indican que los farmacos antinflamatorios no
esteroideos (AINES) pueden reducir la formacién de adenomas en los individuos con
PAF sugiriendo la posibilidad de retrasar la cirugia radical a favor de una

19,20
farmacoterapia

. Esta posibilidad est4 siendo evaluada actualmente mediante ensayos
clinicos.

Se producen tumores desmoides en aproximadamente un 10% de los pacientes
con PAF. El 80% de estos tumores se da en pacientes a los que se les ha practicado
anteriormente una intervencion quirdrgica abdominal. A diferencia de los tumores

desmoides esporadicos, los asociados a la PAF surgen la mayoria de las veces del

mesenterio del intestino delgado, del retroperitoneo o en la pared abdominal. Junto con
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el carcinoma duodenal, los tumores desmoides han reemplazado al carcinoma rectal

como la causa mas frecuente de muerte tras cirugia profilactica en la PAF'®.

1.3.1.2.CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO NO POLIPOSICO

El cancer colorrectal hereditario no polipésico ( Hereditary non poliposis
colorectal cancer, HNPCC) o sindrome de Lynch supone aproximadamente un 5% de
los carcinomas colorrectales. Es un trastorno autosémico dominante con una
penetrancia del cancer a lo largo de la vida del 70-80%. Es genéticamente heterogéneo y
se asocia a mutaciones de la linea germinal en cualquiera de los cinco genes de
reparacion de desacoplamientos del ADN *'.

El sindrome se caracteriza por un cancer de inicio temprano, con una media de
edad al diagnoéstico de aproximadamente 45 afios, aunque se sabe que se producen
también casos en adolescentes. Se manifiesta por uno o por unos pocos adenomas, pero
no en forma de poliposis. Los tumores tienden a estar localizados en el colon proximal,
de manera que hasta las dos terceras partes de los canceres iniciales aparecen
proximalmente al &ngulo esplénico. El riesgo de cancer metacronico es de
aproximadamente un 50% en un plazo de 15 afios tras el diagnodstico inicial. Los
tumores se caracterizan por una mala diferenciacion, produccion de mucina ,reaccion
tipo Crohn e infiltrado linfocitario, siendo la mayoria diploides. El HNPCC se asocia
también a la aparicion de canceres extracoldnicos, de los que el carcinoma endometrial,
es con mucho el mas frecuente, apareciendo el aproximadamente el 40% de las mujeres
portadoras. Otros tumores asociados son los carcinomas géstricos (19%), de vias
biliares (18%), vias urinarias (10%) y ovario (9%). Ademds de estos canceres se

producen tumores cutineos sebaceos en la variante de Muir-Torre del HNPCC?"*,
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En 1991, el International Collaborative Group de HNPCC reunido en
Amsterdam establecié unos criterios de trabajo para la identificacion de familias con
fines de investigacion. Estos “Criterios de Amsterdam” exigen los siguiente: 1)
existencia de tres familiares o mas de cancer colorrectal; 2) dos de los individuos
afectados deben de ser familiares de primer grado del tercero; 3) aparicién de canceres
colorrectales en la familia en dos o mas generaciones y 4) al menos un caso se ha
diagnosticado antes de los 50 afios. Dado que no incluia las localizaciones
extracolonicas, se han publicado posteriormente criterios modificados que dan la
posibilidad de sustituir en los criterios previos uno o varios de los canceres colorrectales
exigidos por los carcinomas de endometrio, uroepiteliales o gastroduodenales™"*,

El HNPCC se asocia a mutaciones de la linea germinal en cualquiera de los
cinco genes reparadores. Tres de estos genes estan situados en el cromosoma 2 (hPMSI,
hMSH6,hMSH?2). El gen hMLH1 esta situado en el cromosoma 3p, y el gen hPMS2 en
el cromosoma 7p. Recientemente se ha identificado un sexto gen, el hMLH3, en el
cromosoma 14 *?°. La funcién de los productos de estos genes es identificar los
desacoplamientos de nucledtidos y a continuacion mediante un proceso de reparacion
bidireccional, extraer la region desacoplada y sustituirla por nucleédtidos apareados
normales. Sin embargo, cuando se ha producido una mutacién de estos genes, persiste el
desacoplamiento del nucleétido, dando lugar a una acumulacion  posterior de
mutaciones en otros genes, pudiendo afectar a aquellos relacionados con la secuencia de
desarrollo de adenoma a carcinoma. Las repeticiones de microsatélites son secuencias
de ADN de uno a cuatro nucleoétidos, que se repiten y se encuentran por todo el genoma
humano. La inestabilidad de microsatélites (MSI), también denominado error de
replicacion (RER +) se produce cuando los tejidos adquieren alteraciones del nimero

de nucleodtidos en secuencias de repeticion. E1 95% o mas de los tumores de HNPCC se
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caracteriza por portar una inestabilidad de microsatélites. Esto s6lo ocurre en el 15% de
los tumores esporadicos®’?*.

Los métodos de deteccion de mutaciones en el HNPCC son relativamente poco
sensibles, debido tanto a las limitaciones técnicas como a la heterogenicidad genética
del sindrome. Casi todas las pruebas genéticas existentes en la actualidad son para
mutaciones de los genes hMSH2 y hMLH1, debido a la mayor frecuencia con que se
encuentran en las familias. El resto de los genes se analizan sdlo en el ambito de la
investigacion.

Como ocurre en todos los sindromes de susceptibilidad familiar al cancer, las
pruebas de deteccion de mutaciones genéticas asociadas a HNPCC deben iniciarse con
un paciente afecto siempre que sea posible. Si el grado de sospecha inicial es alto, es
decir, cumple criterios de Amsterdam o aparicion muy precoz del cancer o ambas cosas,
pueden estar indicadas las pruebas genéticas. Si el grado de sospecha es medio, puede
examinarse la posible presencia de MSI en tejido tumoral. Dado que el 95% o mas de
los tumores del HNPCC presentan MSI, un resultado negativo, es decir, la ausencia de
MSI practicamente descarta una mutacion en la linea germinal y hace innecesarias los
test genéticos. Sin embargo, si se detecta MSI, estan indicadas las pruebas genéticas. En
la mayoria de los centros de Genética Oncologica, se recomienda claramente un ensayo
de MSI preliminar a las pruebas genéticas™.

En 1997 un grupo de trabajo organizado por el National Human Genome
Research Institute presentd unas recomendaciones relativas a la vigilancia del cancer
para individuos portadores de mutaciones aconsejando: colonoscopia cada 1-3 afios
iniciandose a los 25-30 afos, ecografia transvaginal anual para las mujeres con aspirado
endometrial. La cirugia profilactica continia siendo una cuestion polémica en el

HNPCC vy el grupo de trabajo no establecié recomendacion alguna. Se ha establecido
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claramente que la colectomia abdominal total con anastomosis ileorrectal es la
intervencion recomendada una vez diagnosticado un cancer de colon debido en parte al
mayor riesgo de cénceres de colon primarios metacronicos. Las recomendaciones

o, , . r 0
quirdrgicas no estan tan claramente establecidas para el cancer rectal *°.

1.3.2.NEOPLASIAS ENDOCRINAS MULTIPLES.

Se clasifican en MEN1,MEN2a, MEN2b y carcinoma medular de tiroides
familiar. El sindrome MENTI presenta una combinacion de neoplasias endocrinas de
paratiroides, pancreas endocrino e hipofisis anterior. Su base genética estd en
alteraciones del gen MEN 1 situado en el cromosoma 11q13, con una penetrancia del
94% a los 50 afios. El sindrome MEN2 se subdivide en 2 modalidades, MEN2a que
asocia carcinoma medular de tiroides, feocromocitoma e hiperplasia paratiroidea y
MEN2b que presenta ganglioneuromas, habito marfanoide, carcinoma medular de
tiroides, feocromocitoma y mas raramente hiperplasia paratiroidea. Su base genética son
alteraciones del oncogen RET, que se trasmite con cardcter autosdémico dominante con
penetrancia incompleta y expresion variable. Las mutaciones de este gen son asimismo
responsables del carcinoma medular de tiroides familiar. El estudio genético-molecular
de estas familias permite identificar portadores y plantear la posibilidad de una
tiroidectomia al mismo tiempo que poder excluir de los seguimientos clinicos a los

. J 1.32
miembros no portadores de familias afectadas’*.

1.3.3. CANCER DE MAMA/ OVARIO FAMILIAR
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1.4-CANCER DE MAMA Y OVARIO FAMILIAR

1.4.1. EPIDEMIOLOGIA DEL  CANCER DE MAMA /OVARIO Y FACTORES

DE RIESGO

Con la excepcion del cancer cutaneo, el cancer de mama es la enfermedad
maligna mas frecuente en las mujeres norteamericanas. Tras un aumento de la
incidencia de aproximadamente el 4% al afio durante la década de los ochenta, la
frecuencia de este cancer se estabilizd en la década de los noventa, con una cifra de
incidencia de aproximadamente 110 casos por 100.000 habitantes. El riesgo de una
mujer espafiola de desarrollar cancer de mama a lo largo de su vida es aproximadamente
1 entre 10, con tendencia creciente a alcanzar el riesgo de las mujeres norteamericanas

(1 entre 8).

A pesar de estos datos, las tasas de supervivencia estan mejorando y hoy para el
conjunto de las mujeres a las que se les diagnostica un cancer de mama, la
supervivencia global actual a diez afios es un 76%. Esta mejora de las tasas de
supervivencia se atribuye a en parte a la autoexploracion y a la mamografia que,

conjuntamente, hacen que se detecten tumores en estadios mas iniciales.

La edad ocupa el primer lugar como factor de riesgo para el cancer de mama, ya
que aproximadamente un 77% de los canceres se diagnostican en mujeres de mas de 50
afios™. Los antecedentes familiares de cancer de mama ocupan el segundo lugar como
factor de riesgo, lo cual indica un importante papel de los factores hereditarios. En
comparacion con el riesgo de las mujeres sin antecedentes familiares de céncer de
mama, el riesgo relativo oscila en 1.4 para las mujeres a cuya madre se ha diagnosticado

de un cancer de mama a partir de los 60 afnos y hasta 15 para una mujer de 40 afios con
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una mutacion de un gen de predisposicion. Otros factores de riesgo menos acusados son
la edad de menarquia temprana (riesgo relativo: 1.2), la nuliparidad (riesgo relativo: 2) y
la edad de menopausia avanzada (riesgo relativo: 2)*****°2% Se cree que estos factores
incrementan el riesgo al aumentar el nimero de ciclos menstruales, con lo que se eleva
la exposicion acumulativa de las células del cancer de mama a los efectos estimulantes
de los estrogenos. De hecho, en mujeres postmenopatsicas se ha comprobado que las
que mantienen niveles de estrogenos detectables en suero, presentan un riesgo relativo
de cancer de mama superior a 2 respecto a las que los tienen indetectables. En esta
misma linea, dos estudios recientes en los que participaron mas de 400.000 mujeres
aportan datos claros que van en contra de la hipdtesis, largamente defendida, de que el
contenido de grasa elevado en la dieta contribuye al riesgo de cancer de mama®’.

A diferencia del cancer de mama, el cancer de ovario epitelial constituye el 4%
de las enfermedades malignas de las mujeres con un riesgo aproximado de un 2% a lo
largo de la vida en EEUU. Sin embargo, es la quinta causa de muerte por cancer en las
mujeres norteamericanas. La tasa de supervivencia a un afio es de un 76% y la tasa de
supervivencia global a cinco afios es de un 46%. Sin embargo, al desglosar se encuentra
que la supervivencia a los cinco anos es del 93% para los tumores limitados a al ovario,
55% para los que asocian extension local y 21% para las pacientes que presentan
extension peritoneal en el momento del diagndstico®. Desgraciadamente, sélo un 24 %
de los casos se diagnostican en estadios iniciales. Los factores de riesgo para el cancer
de ovario son muy similares a los del cancer de mama, siendo la edad el principal factor
de riesgo. Los antecedentes familiares de cancer de ovario, mama o colorrectal ocupan
el segundo lugar. Los antecedentes de embarazo o de uso de anticonceptivos orales se

. ., . 1.34
asocian a una reduccion del riesgo'~*.
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1.4.2.SUSCEPTIBILIDAD HEREDITARIA DE LOS TUMORES DE MAMA

[OVARIO

Tan so6lo alrededor de un 5-10% de los canceres de mama son atribuibles a
mutaciones de la linea germinal en genes de susceptibilidad. Se estima que en otro 15-
20 % de los casos se producen “agrupaciones familiares” que se cree que son debidas a
una predisposicion multifactorial no bien definida en la actualidad'. Los tumores
pueden deberse a interacciones de multiples genes y factores ambientales o a genes
unicos de susceptibilidad al cancer de baja penetrancia. Los factores no genéticos, como
la exposiciébn continua a carcindgenos ambientales, factores socioecondémicos o
exposiciones alimentarias, pueden desempenar también un papel. En el cancer de ovario
se cree que de un 5-10% de los casos se debe a mutaciones de los genes de
susceptibilidad. La agrupacion familiar es infrecuente en este cancer fuera de las

familias con susceptibilidad hereditaria®®.

Se cree que las mutaciones de BRCA 1 suponen de un 20-40% de los canceres
de mama debidos a una susceptibilidad hereditaria (fig. 1) y que aumentan el riesgo de
cancer de ovario a lo largo de la vida de hasta un 15-45%. Las mutaciones de BRCA 2,
que se cree que causan de un 10-30% de los cénceres de mama debidos a una
predisposicion genética, se asocian al cancer de ovario con menos frecuencia que las

mutaciones de BRCA 1.

Un pequefio niimero de pacientes con cancer de mama (<2%), se atribuyen a
sindromes de predisposicion genética al cancer infrecuentes como los de Li-Fraumeni

(TP53), Cowden (PTEN), Muir-Torre (MSH2/MLH1) y Peutz-Jehger (STK) ***4.
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Fig 1:Distribucion de los genes causantes de cancer de mama hereditario.

Se han descrito tres patrones de predisposicion hereditaria al cancer de ovario:
cancer de ovario especifico de la localizacion, cancer de mama y ovario hereditarios y
cancer de ovario como componente del sindrome de cancer de colon hereditario no
poliposico o sindrome de Lynch. La mayor parte de la susceptibilidad hereditaria al
cancer de ovario se produce en familias con cancer de mama y ovario. Las mutaciones
de BRCAI1 constituyen de un 50-70% de los casos, y las mutaciones de BRCA 2 otro

15-25%.

Una pequefia parte de la susceptibilidad hereditaria al céncer de ovario
(aproximadamente un 2%) se asocia a mutaciones de la linea germinal en genes de
reparacion de desacoplamientos de ADN (MSH2,MSH6,MLHI1,PMSly PMS2) que
causan cancer de colon hereditario no polipdsico (HNPCC) %3,

Existe un importante nimero de pacientes en los que existe agregacion familiar
de cancer de mama y/ o cancer de ovario en los que no se logra identificar mutaciones

de BRCA 1, BRCA 2 y otros genes conocidos (54%). Existe un gran interés en la

identificacion de genes de predisposicion en estas familias. Se cree que en su mayoria se
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trata de genes de baja penetrancia, es decir, que aumentan ligeramente el riesgo relativo
de cancer de mama . Esta sospecha de la existencia de variantes de secuencias de DNA
comunes que conferian un riesgo considerable de cancer de mama ha sido corroborado
por el reciente descubrimiento de una mutacién (1100del C) en un gen denominado
CHECK?2 (cell-cycle-checkpoint Kinase gene).

Esta mutacion ha sido encontrada en el 1.1% de las mujeres de la poblacion
general sin cancer de mama, en el 1.4% de las mujeres con historia personal pero no
familiar de cancer de mama y en el 4.2% de las mujeres con cancer de mama <60 afios y
antecedentes de primer grado de cancer de mama en las que no se identific6 mutacion
de BRCA1 /2. Esta mutacion multiplica por dos el riesgo de cancer de mama en mujeres
y por diez entre hombres. CHECK2 es un importante componente de la maquinaria
celular que reconoce y repara el DNA dafiado, que es activado tras fosforilacion por el

checkpoint del gen ATM, que también activa BRCA 1 *'.
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1.4.3.BRCA1

1.4.3.1. EPIDEMIOLOGIA. DEFINICION. TUMORES ASOCIADOS.

El gen BRCA 1 fue el primer gen de susceptibilidad al cancer con alta
penetrancia que se aisld. Se localizé en 1990 en el cromosoma 17, y se secuencio en
1994. El gen habia sido identificado por Hall et al. en 1990 y confirmado por Claus et
al. en 1991 ****3 En una base de 4730 mujeres con cancer de mama confirmadas
histologicamente de entre 20-54 afios y una base de datos de 4688 controles, se
evidenci6 la presencia de un extrafio alelo autosémico dominante que aumentaba la
susceptibilidad al cancer de mama. La estimacion de riesgo de desarrollar cancer de
mama a lo largo de la vida en el subgrupo que portaba el alelo era de 90% y en el
subgrupo que no lo portaba era del 10% ******. Como la mayoria de los genes de
susceptibilidad al céncer aislados hasta la fecha se hereda con rasgo autosdmico

dominante.

En 1994, Albertsen et al.”'** construyeron un mapa genético de alta resolucion
de la region 17g21, que posteriormente se convertiria en la secuencia del gen BRCA 1.
En 1994, Futrela et al. estudiaron tumores de mama y ovario que perdian el alelo normal
(salvaje) en el locus BRCA 1. Se detectaron mutaciones en 4 individuos de 32
estudiados que presentaban cancer de mama /ovario. Las 4 mutaciones eran alteraciones
germinales y ocurrian en tumores con aparicion en etapas precoces de la vida. Estos
datos se interpretaron como que estas mutaciones no eran criticas en el desarrollo de los

. . 464
canceres de mama y ovario 647
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En 1995, Bennett et al. demuestran que el gen BRCA 1 humano muestra un 75%

de similitud con el BRCA 1 del ratéon.

El BRCA 1 ocupa aproximadamente 100.000 pares de bases de ADN y codifica
una proteina de 1863 aminoacidos de longitud. Se han descrito mas de 500 mutaciones
diferetes en sus 22 exones de codificacion. Las mutaciones mas frecuentes son las de
desplazamiento de marco de lectura (71%), aunque también se producen mutaciones de
sentido erroneo (14%) y mutaciones sin sentido (10%). La mayoria de las mutaciones
son Unicas. Sin embargo se han identificado un cierto nimero de mutaciones de
fundador. Las dos mas frecuentes que se encuentran principalmente en familias de
origen judio ashkenazi son la 185del AG y la 5382insC, que constituyen cada una
aproximadamente el 10% de las mutaciones de BRCA 1, y son consideradas

. 48,4
“mutaciones fundadoras”*®%.

El BRCA 1 es un gen supresor tumoral que desempefia un papel en la respuesta
celular al ADN danado. Esto sitia al BRCA 1 en la categoria de un gen cuidador que
ayuda a mantener la integridad del ADN. El BRCA 1 desempeiia también un papel en la

regulacion de la expresion de otros genes.

Existen diferentes estimaciones sobre el riesgo de cancer de mama y ovario que
confiere la presencia de una mutacion patogena de BRCA 1, segin las distintas
poblaciones en las que se estudie la penetrancia de las mutaciones de este gen™.

En las mujeres, una mutacion de BRCA 1 comporta un riesgo de cancer de mama a lo
largo de la vida de un 50-85% comparado con un 9-11% de riesgo de la poblacion

general, y un riesgo de céncer de ovario de 15-45% comparado con un 2% de la
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poblacion general. El cancer de mama asociado a BRCA 1 tiene una edad de inicio mas
temprana, de manera que un 50% de los casos se diagnostican antes de los 50 afios,
siendo la media de edad al diagnostico en los principales estudios de 42 afios. Las
mujeres portadoras de la mutacion presentan una mayor incidencia de cancer de mama
contralateral, con aparicion de un segundo tumor primario en el 40-60% de los casos, lo

. . . . . , . . 48
que implica posibles modificaciones en la conducta terapéutica de estas pacientes™ .

La amplia gama de valores de riesgo durante la vida que se ha descrito para el
cancer de mama asociado a BRCA 1 puede explicarse en parte por las distintas
poblaciones en las que se han realizado los estudios de penetrancia. Las cifras mas altas
(85% al llegar a los 70 afios) son las que proceden de los estudios del Breast Cancer
Linkage Consortium (BCLB) en los que se incluy6 a familias seleccionadas por la
presencia de multiples casos de cancer de mama y ovario. Se observo una penetrancia
inferior en un amplio estudio de mujeres judias ashkenazi voluntarias del area de
Washington. En las portadoras de mutacion de BRCA 1 (185delAG o 5382insC) el
riesgo de cancer de mama fue de un 56% al llegar a los 70 afios®*. Parece, pues, que la
penetrancia de las mutaciones de BRCA 1 puede diferir en las distintas poblaciones,
debido posiblemente a factores genéticos, hormonales o ambientales. Las mutaciones
concretas de BRCA 1 pueden tener una penetrancia diversa segun la localizacion en el

gen, aunque las pruebas existentes al respecto son limitadas en el momento actual.

Existe controversia sobre la posibilidad de que los individuos portadores de

mutaciones deletéreas de BRCA 1 tengan incrementados los riesgos de otros tumores.

Los estudios disponibles en la actualidad son contradictorios y el tinico punto en comin
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se basa en que en caso de existir algin riesgo, este seria escaso y en muchas ocasiones
asociado solo a determinadas mutaciones.

Sobre un posible aumento de riesgo de carcinoma colorrectal se han publicado
varios estudios recientes, la mayoria de ellos sobre poblacion de origen judio askenazi y
donde solo se estudian las mutaciones fundadoras de estos subgrupos de

7 7
poblacion® %’

. En ninguno de ellos se pone de manifiesto un incremento del riesgo de
cancer colorrectal entre portadores de dichas mutaciones de BRCA 1. Por el contrario,
existen otros estudios mas antiguos y con dudosa metodologia en los que se aprecia un
moderado riesgo de tumores colorrectales con estimaciones de riesgo dispersas pero
escasas, con riesgo relativo en torno a dos. En alguno de los estudios se recoge este
incremento solo entre mujeres portadoras y en carcinoma de colon, siendo la incidencia
de carcinoma de recto inferior a la poblacion general. Los datos disponibles hasta el
momento no demuestran la existencia de un incremento del riesgo, por lo que algunos

autores recomiendan los mismos procedimientos de screening que en la poblacion

58,59,60
general .

Algo mas claro parece la asociacion entre mutaciones de BRCA 1 y el cancer de
prostata , encontrandose un pequefio aumento de riesgo (16% a lo largo de la vida) entre
la poblacién judia askenazi que porta mutaciones fundadoras de BRCA 1. Sin embargo,
otros estudios europeos y norteamericanos ponen en duda ese riesgo, afirmando, que de
existir seria inferior y siempre en varones con edad inferior a los 65 afios. Dada la falta
de consenso, pero ante la posibilidad de un ligero incremento de riesgo se considera
adecuado el screening estandar de la poblacién general basado en exploracion uroldgica

con tacto rectal y niveles de PSA anuales a partir de los 40 afios™*%,
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Otras asociaciones descritas por algun estudio carecen de confirmacion en
estudios posteriores y se basan en trabajos de escaso nimero de pacientes y en algunos

casos con mutaciones seleccionadas de BRCA 1 ¢,
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1.4.3.2. ESTRUCTURA Y FUNCION DE BRCA 1.

Uno de los primeros pasos para investigar la funcion de la proteina de BRCA 1
fue definir su localizacion subcelular. Varios estudios presentaban datos contradictorios,
como una localizacion nuclear en el caso de las células normales y citoplasmatica en el
caso de células tumorales de tejido mamario y ovdrico, nuclear tanto en células
normales como cancerigenas, citoplasmatica y secretada al espacio extracelular,
localizada en invaginaciones del nticleo, en el centrosoma.... Como se puede observar,
la localizacion de esta proteina ha sido un tema de controversia, y a su vez, clave para
poder aclarar sus funciones. Existen pruebas que parecen apoyar la idea de que BRCA 1
se encuentra en el nucleo, tanto en las células normales como cancerigenas. Ademas
BRCA 1 se asocia a diversas proteinas de localizacion nuclear. Todo esto puede sefialar
a BRCA 1 como una proteina encargada de ayudar a la reparacion de DNA y en la

. .y . 7. 61
activacion de la trascripcion®.

El gen que codifica dicha proteina es el denominado gen supresor de tumores
BRCA 1, y se requiere para la respuesta de la célula ante el dafio en el DNA, aunque su
funcién exacta en estos procesos no esta muy clara®. Aunque el papel principal parece
centrarse en la reparacion de fracturas de la doble hebra de DNA, la pérdida de la
funcioén afecta solo a ciertos tejidos humanos. Ello explica que los sujetos portadores de
anomalias en la linea germinal tengan una tendencia al cancer de mama y ovario muy

. 63,64,65.
superior

La causa de que mutaciones en genes reparadores de DNA genéricos, como el

BRCA 1, afecten a tejidos especificos ha sido el tema de muchas especulaciones®***>
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Se ha postulado que la mayoria de los tejidos presentan vias alternativas a BRCA 1 con
funcién supresora de tumores. Por esta razon, la pérdida de funcion de BRCA 1, en
aquellos tejidos que presentan mecanismos alternativos, no conlleva un efecto tan
dramatico como en el caso de los tejidos que dependen de la accidon de esta proteina.
Otra posible explicacion involucra a la elevada actividad proliferativa de los tejidos
mamario y ovarico. La proliferacion celular en ausencia de BRCA 1 puede producir una
alta tasa de errores, capaz de causar el desarrollo de cancer adquirido generado por una
primera mutaciéon. Sin embargo, otros tejidos, como el colon, también presentan una
alta tasa de proliferacion y no se ven afectados por la formacion de tumores en los
individuos portadores. El BRCA 1 esta implicado en la regulacion de la transcripcion, y
es posible que se encargue de regular la expresion de ciertos genes especificos de mama
y ovario.”> También se ha sugerido que BRCA 1 desempefia una papel inhibitorio en el
receptor de estrogenos, lo que explicaria la especificidad del tejido®. Otra hipotesis
soporta la idea de que al ser BRCA 1 un gen esencial, la pérdida de heterocigosidad
(pérdida del alelo del gen que no se encuentra alterado en la linea germinal) causa la
muerte celular o una gran caida en la actividad proliferativa de dicha célula, siempre y
cuando esta no pertenezca al tejido mamario u ovarico (Figura 2). La célula sélo es
capaz de sobrevivir en estos tejidos a pesar de una mutacion secundaria, lo que permite

. .y ’ 6
la proliferacién de células aberrantes®”.
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Figura 2: Hipotesis de especificidad de tejido en sujetos homocigotos para BRCA 1.

El gen BRCA 1 estd formado por 24 exones, 22 de los cuales codifican la
proteina. BRCA 1 codifica una fosfoproteina de 1863 aminoacidos con un pesos
molecular de 220 kD®. BRCA 1 no presenta similitud con otras proteinas y consta de

dos regiones conservadas®’’

(fig 3).La primera es un dominio con estructura de dedo
de zinc en el extremo aminoterminal (exones 2 al 5), la cual tiene capacidad de unién al
DNA, sugiriendo asi una funcién en la regulacion de la expresion de genes y en la
reparacion del DNA®®. BARDI y BAP1 son dos proteinas que se asocian a BRCA 1 a
ese nivel’'’* Ademas, el factor de transcripcion E2F, ciclinas y cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) también parece interactuar con este dominio en dedo de cinc””. La
segunda region conservada es un dominio de activacion de la transcripcion en el
extremo carboxiterminal (exones 16 al 24)"®7’® También se encuentran dos dominios
en tandem BRCT (BRCA 1 C terminal), similares a las proteinas humanas de la familia
BRCT, en el extremo carboxiterminal”®, a las cuales se atribuye funciones de
respuesta al dafio en el DNA y de control en los puntos de chequeo del ciclo celular. El

segundo dominio BRCT es importante en la regulaciéon de la expresion de genes

dependiente de p5S3 y también parece asociarse al coactivador de la transcripcion

30



Introduccion

CBP/p300. Una subregion de BRCT parece interactuar con la RNA helicasa A (RHA),
que une el BRCA 1 con la RNA polimerasa II, formandose el complejo holoenzima-
RNA polimeraras I *'. En esto se basa la idea de que BRCA 1 puede actuar como factor
de transcripcién. Ambos tipos de motivos (dedos de cinc y dominio BRCT) parecen ser
criticos para la funcidon supresora de tumores del gen. Las mutaciones en estas regiones

se asocian a menudo con tumores asociados a BRCA 1.

. Principal region
Principal regién del cancer de ovario del cancer de mama

12223
s

Dominio NLS 1y2 Unién a RAD51 Homologia Dominio de
con estructra (501-507 y 607-614 aa) (758-1064 aa) a granina activacion de la transcripcion
en dedo de zinc (1214-1223 aa) (1560-1863 aa)

4-64
Ur(\?énsa ;Z%H Interaccién p53 Cremallera Dominio de minima

Dominio 1 de leucina activacion de la transcripcién
Unién a BARD1 (224-500 aa) (1209-1230 aa) (1760-1863 aa)
(1-101 aa)
Dominios BRCT | y I
(1650-1855 aa)

Unién a RHA
(1650-1800 aa)

Figura 3: Regiones de BRCA 1 que codifican la proteina.

El ex6n nimero 11, que es el mas largo, también presenta importantes dominios
funcionales. Los residuos 224 a 500 (dominio 1 de interaccidon con p53) se consideran
claves en la interaccion con p53. El exon 11 también codifica dos sefales de
localizacién nuclear (NLS1, aminoacidos 501-507; NLS2, aminoacidos 607-614), de los
cuales s6lo NSL1 es necesario para el trasporte nuclear. BRCA 1 y RAD 51 se han
localizado juntas en el nucleo, indicandose una funcién reparadora del DNA en el

control de la integridad gendémica®.

31



Introduccion

En humanos, el gen BRCA 1 se expresa en los testiculos, el timo, la mama y el
ovario. BRCA 1 es considerado un gen supresor de tumores, ya que su expresion

. . , , 1. 4
disminuye en los casos de cancer de mama esporadicos®™

y es capaz de inhibir el
crecimiento, al ser afiadido a un cultivo, de lineas celulares de cancer de mama y
. 8 , . . . .,
ovario®. Ademas regula diversos procesos nucleares, incluidas la reparacion y

recombinacion del DNA, el control de los puntos de chequeo del ciclo celular y la

transcripcion.

Para explicar la funcion de BRCA 1 recordaremos que las concentraciones de
estrogenos varian a lo largo de la vida de la mujer, alcanzando su primer pico maximo
en la pubertad y manteniéndose hasta la menopausia. Las concentraciones elevadas de
estrogenos, como en el caso de la pubertad o el embarazo, se relacionan con la
activacion de la proliferacion de las células del epitelio mamario. Es en estas situaciones
de alta proliferacion cuando el mecanismo reparador de la célula se ve comprometido.
La proteina BRCA 1 es reparadora del dafio del DNA vy supresora de tumores™®. La
tumorogénesis en un caso portador de mutacion de BRCA 1 seguiria el siguiente
proceso. Una célula siempre porta dos alelos de un mismo gen. En este caso al tener una
mutacion en la linea germinal en el gen BRCA 1 presenta un alelo anulado, aunque
todavia tiene funcional el segundo. En estas situaciones de alta proliferacion es facil que
se produzca una alteracion somatica en el otro alelo. En una situacion normal, en los
distintos puntos de chequeo del ciclo celular, se detectaria que esta célula estd dafiada y
se induciria en apoptosis, es decir, moriria. Si una sola de ellas escapa al chequeo de
estos puntos (punto de restriccion R), la célula, con su gran capacidad de proliferacion,

dard lugar a un tumor que se podria generar a una edad muy temprana (30 a 40 afios).
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En una situacion normal, la célula presenta sus dos alelos intactos del gen BRCA
1. En momentos de alta tasa de division se podria genera una alteracion somatica en un
alelo y el otro podria ser alterado por una alteracién somatica, por silenciamiento del
gen, por verse afectada la funcion de la proteina o por problemas en la traduccion de
esta. La célula entraria en apoptosis, pero al igual que en el caso anterior, en el
momento en que una de ellas escapara al control de los puntos de chequeo se podria
generar un tumor, que se produciria a una edad més avanzada (60 a 70 afios).

No obstante, la funcion de la proteina no es tan sencilla, ya que interactia con

muchas proteinas (figura 4).
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Figura 4: Interaccion de BRCA 1 con otras proteinas para reparar el dafo celular
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En cuanto a su accién en el ciclo celular, BRCA 1 no esta activada durante todo
el proceso. Durante la fase tardia G1 y la fase temprana S, la expresion de BRCA 1
aumenta, encontrandose la proteina fosforilada®'. Una vez finalizado el proceso de
mitosis, BRCA 1 se desfosforila de forma progresiva a la vez que disminuye su
expresion. Algunos autores indican que BRCA 1 se expresa de modo dependiente del
ciclo celular *"*¥ mientras que otros sugieren que inhibe la progresion del ciclo celular
mediante la regulacion de p21 **°*°'. ademis BRCA 1 parece coactivar a p33,

regulando a p21, inhibidor universal del ciclo celular.

Una de las funciones mas importantes de la proteina BRCA 1 es su funcion
reparadora, para la cual interactua con proteinas como BRCA 2 y Rad51, formando un
complejo proteico que actia tras el dafio en el DNA por radiacion ionizante®. BRCA 1
se asocia también con Rad 51 y PCNA tras producirse el dafio del DNA. Durante este
proceso, parece ser que BRCA 1 se encuentra fosforilada. BRCA 1 también forma
complejos con MRE11/Rad50/NBS1, que finaliza el proceso de ruptura de la doble
cadena’. BRCA 1 es un componente de BASC, un complejo de supervivencia del
genoma asociado a BRCA 1, involucrado tanto en el dafio del DNA como en su
reparacion, y de un gran complejo asociado a SWI/SNF que tiene capacidad de
remodelar la cromatina’. Por otra parte se ha demostrado que la deleccién del exon 11
en el gen BRCA 1 produce una inestabilidad gendmica, hipotéticamente debida a la

falta de capacidad reparadora de esta proteina’.

BRCA 1 también regula la transcripcion de otros genes, activandolos como en el

caso del p53, o reprimiéndolos, como en el protooncogen myc, el receptor de

estrogenos.... Asimismo es capaz de activar el promotor de p21, tanto en células que

34



Introduccion

presentan un genotipo agreste para p53 como el genotipo mutado. Ademéas BRCA 1 se
une a receptores transcripcionales, como CtIP, que inhibe la activacion del promotor
p21 mediada por BRCA 1. BRCA 1 se ha descubierto como un componente de la
holoenzima RNA polimerasa II unida al complejo por la RNA helicasa A.

La sobreexpresion de BRCA 1 induce genes de la via apoptotica y permite la
represion de la transcripcion mediada por el receptor de estrogenos.

Un estudio reciente revela que BRCA 1 también regula transcripcionalmente
genes involucrados en la tumorogénesis de mama, tales como la ciclina D1, JAKI,

STATI, myc e ID4°°,
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1.4.4.BRCA 2

1.4.4.2. EPIDEMIOLOGIA. DEFINICION. TUMORES ASOCIADOS.

El BRCA 2 tiene un tamafio de aproximadamente el doble que BRCA 1, con una
region codificadora de 11500 pares de bases, y codifica una proteina de 3418
aminoacidos. Se localizé en el cromosoma 13 en 1994 por Wooster y se aislo por
primera vez en 1995 tras el estudio de 15 familias islandesas con cancer de mama que
no presentaban mutacion de BRCA 1. Al igual que BRCA 1 se cree que el producto
proteico de BRCA 2 desempefia un papel en el mantenimiento de la integridad durante
la replicacion celular, al detectar o reparar el ADN dafiado’’. Los tejidos que presentan
mas altos niveles de la proteina BRCA 2 son la mama y el timo, pero se encuentran
también concentraciones, aunque escasas, en el ovario, testiculos, pulmoén y bazo. La
susceptibilidad al cancer debida a BRCA 2 se hereda también en forma de rasgo
autosdOmico dominante. Hasta el momento, se han identificado alrededor de 300
mutaciones diferentes distribuidas en 27 exones de codificacion, sin que se haya
detectado ninguna “zona caliente” para las mutaciones.
Existe una mutacioén fundadora, la 6174delT, que se encuentra con frecuencia creciente
en los individuos de origen judio ashkenazi. Son pocas las mutaciones de BRCA 2 que
se han detectado en el cancer de mama u ovario esporadico, lo cual sugiere que , como
en el caso de BRCA 1, si bien desempeina un papel muy importante en la tumorogénesis
del cancer de mama familiar, el posible papel del BRCA 2 en el cancer de mama

esporadico, de existir, no ha sido atin definido.
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El BRCA 2 tiene un perfil de riesgo de cancer similar, aunque no idéntico, al de
BRCA 1. Una mujer con una mutacion de BRCA 2 tiene un riesgo del 50-80% de
presentar un cancer de mama a lo largo de la vida, con una edad media de aparicion algo
superior a la de BRCA 1, en torno a los 50 anos. Sin embargo, las mutaciones de BRCA
2, a diferencia de BRCA 1, comportan también un riesgo elevado de cancer de mama en
el varén de un 6% a 10% a lo largo de la vida para varones portadores’. Esto constituye
un aumento de 100 veces respecto al riesgo existente a los hombres de la poblacion
general y fue uno de los primeros rasgos fenotipicos distintivos que ayudo6 al
descubrimiento de BRCA 2. Las estimaciones de riesgo y penetrancia, al igual que
ocurre en BRCA 1, son diversas segun las poblaciones en que se han estudiado, pero
muy similares a las de BRCA 1. Las mas bajas se producen en estudios americanos
sobre poblacion judia Askenazi que muestran una penetrancia del 56% y 16% para
cancer de mama y ovario respectivamente en mujeres portadoras.’* Las més altas
proceden de bases de datos del Breast Cancer Linkage Consortium que ofrecian
estimaciones de mas del 80% de riesgo de cancer de mama a lo largo de la vida en

mujeres portadoras.

El riesgo de cancer de ovario a lo largo de la vida asociado a mutaciones de
BRCA 2 es de aproximadamente de un 10-20%. Aunque estd considerablemente por
encima del riesgo de la poblacion general (2%), el cancer de ovario asociado a
mutaciones de BRCA 2 no es tan frecuente como el asociado a mutaciones de BRCA 1,
y es un hecho confirmado por numerosos estudios’™”’. Otros tumores que se ha
demostrado que se producen en exceso en los portadores de BRCA 2 son los cénceres
de prostata (RR:4),colon, laringe, pancreas y vias biliares (RR:2.5-4), y el melanoma

entre otros *”®. Existe un riesgo de cancer de mama contralateral a los 70 afios de edad
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del 52%.”®  Muchos de estos riesgos son discutidos ya que existen estudios
contradictorios y las conclusiones son extrapoladas de metaanalisis internacionales con
dispares criterios de inclusion y en algunos de ellos el estudio s6lo se basa en

mutaciones fundadoras.
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1.4.2.2. ESTRUCTURA Y FUNCION DE BRCA 2.

BRCA 2 esta compuesto por 27 exones, de los cuales todos menos el primero
son codificantes. La traduccion de este gen da lugar a una proteina nuclear de 3418
aminoacidos, con un peso molecular de 390 kD. BRCA 1 y 2 presentan cierta similitud,

ya que los dos son muy largos, con un ex6n 11 especialmente extenso (figura 5)

OCCR
(nt 3035-6629)

Dominio de Interaccion Motives BRC 1-8 Homologia
activacion de la P/CAF (987-2112 aa) ~_granina
transcripcion  (290-453 aa) . (3334-3344 2q)
primaria
(18-60 aa) Unién a RAD51
Dominio de (327 050 )
activacion de la
transcripcion
auxiliar
(60-105 aa)
Estructura de BRCA2.
( Figura 5)

BRCA 2 no parece presentar una fuerte homologia con ninguna proteina
conocida. Sin embargo, se ha observado que las funciones de BRCA 1 y BRCA 2
pueden estar relacionadas. El exon 3 de BRCA 2 comparte homologia con el gen de
transcripcion jun, presentando potencial de activacion de la transcripcion. Consta de una
region de activacion primaria de la transcripcion (18-60 aminodcidos) y una segunda

100 Ademas se ha observado actividad

region auxiliar (60-105 aminoacidos)
trancripcional en el extremo aminoterminal (249-453 aminoécidos), interactuando con
una proteina coactivadora de la transcripcion (P/CAF)''. Al igual que BRCA 1, el
BRCA 2 parece ser cofactor de RADS1 para la reparacion de roturas de la doble hélice

del DNA'"'% También se ha observado que BRCA 2 forma complejos con TP 53, por
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104

lo que podria tener funcién de mantenimiento de la integridad del genoma . Ademads

en el extremo carboxiterminal reside una sefial de localizacién nuclear (NLS).

El gen BRCA 2 se expresa en la mama, en el timo, en los testiculos, el pulmon,
el ovario y el bazo™. Se encuentran concentraciones elevadas de RNAm de BRCA 2 en
tejidos en proceso de proliferacion y diferenciacion como, como por ejemplo, la mama
en la pubertad y en el embarazo. La expresion del gen se eleva en la respuesta a
estrogenos y parece ser, al igual que BRCA 1, que su expresion alcanza un pico elevado
en la fase tardia G1 y en la fase S. Estas similitudes hacen pensar que ambos se regulan
de un modo coordinado'?”.

Connor y cols '° demostraron que la pérdida de funcién para BRCA 2 conlleva
una reparacion defectiva del DNA, activando p53 y p21, conocidos por su funcion en la
detencion del ciclo celular.

En otro estudio se detectdé que ratones mutantes para BRCA 2 eran
especialmente sensibles a la radiacion ultravioleta y al metilmetanosulfonato,
definiéndose asi una funcién reparadora del DNA para BRCA 2 '%.

Hay muchos detalles que hacen pensar que tanto BRCA 1 como BRCA 2 son
caretakers mas que gatekeepers. Estas proteinas se unen a RADS51, la cual se involucra
en la rotura de la doble hélice de DNA y en la reparacion. Ademas la distribucion de

tumores asociada a mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 es mas diversa que aquellas

relacionadas con gatekeepers clésicos.
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1.4.4.3. EN BUSCA DE BRCA 3.

Muchas regiones gendémicas han sido candidatas para establecer BRCA 3,
incluido el cromosoma 13g21 y el 8p12-22, pero ninguna de ellas , de momento, ha
podido ser confirmada por analisis independientes de datos de familias'®. La busqueda
de BRCA 3 ha sido dificultosa por diferentes cuestiones. La primera, que el cancer de
mama en varones y el cancer de ovario fueron reconocidos como componentes de
sindromes de susceptibilidad a cancer de mama previo a la identificacion de BRCA
2/BRCA 1, permitiendo la diferenciacion de las familias. Dado que hasta la fecha no se
ha asociado ningtn fenotipo con el posible gen BRCA 3, se estan estudiando familias
con el tnico factor discriminativo de edad precoz de aparicion del cancer de mama sin
antecedentes personales o familiares de cancer de ovario o cancer de mama en el varon.
Hipotéticamente, serian familias con casos de cancer de mama de aparicidon precoz que
no sugirieran la posibilidad de presentar mutacion germinal de BRCA . Es necesario
el estudio de muchas mas familias para encontrar similitudes entre ellas y tener mas
potencia estadistica para la deteccion de subgrupos con caracteristicas comunes en los
cuales estudiar un posible BRCA 3. Otra posibilidad seria estudiar el perfil molecular de
los tumores asociados a familias de riesgo e identificar subgrupos independientes que
junto con las caracteristicas del pedigree pudieran orientar a un diferente perfil de

BRCA 1/ BRCA 2.
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1.4.5 .CARACTERISTICAS DE LAS MUTACIONES DE BRCA 1 Y BRCA 2

IDENTIFICADAS EN DIVERSAS POBLACIONES.

1.4.5.1. POBLACION JUDIA ASKENAZI

Aproximadamente el 2.5% de la poblacion de origen judio ashkenazi es portador
de una de las tres mutaciones fundadoras de BRCA 1/ BRCA 2, que son 185delAG y
5382insC para BRCA 1 y 6174delT en BRCA 2. En un reciente estudio, el 29% de
mujeres judias que habian sido diagnosticadas de cancer de ovario portaban una de las
tres mutaciones fundadoras de BRCA 1/ BRCA 2'7*. En una serie de 220 familias judias
ashkenazi de alto riesgo de cancer de mama , en el 44% de ellas se detectd una mutacion
fundadora de BRCA . Si en esas familias estaba presente el cancer de ovario, el

porcentaje se elevaba al 73%'" .

Un estudio sobre 5318 mujeres judias ashkenazi en Washington DC, demostrd
que 120 de ellas (2.25%) portaban una de las tres mutaciones ancestrales fundadoras de
esta poblacion (185delAG, 5382insC de BRCA 1 y 6174delT de BRCA 2).El riesgo
estimado de cancer de mama a la edad de 70 anos era de 56%, el de cancer de ovario,
16% y el de céancer de prostata, otro 16%. No se establecieron diferencias
estadisticamente significativas entre portadores de BRCA 1 y BRCA 2. No se evidencio

. .. . , .1 180
incremento de incidencia de cancer de colon en estas familias'®’,

Existen estudios que corroboran la baja incidencia de mutaciones no fundadoras

entre la poblacion judia ashkenazi, lo que diferencia a esta poblacion de otras

42



Introduccion

estudiadas. Existen numerosas teorias que explican estos hechos, la més consistente se

basa en la gran homogeneidad de estos grupos de poblacion y su endogamia .

1.4.5.2. POBLACION ESPANOLA

Entre la poblacion espafiola existen escasos datos sobre las caracteristicas de las
mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 entre poblacion de alto riesgo. El mas amplio y
reciente estudio identifica 60 mutaciones de BRCA 1 y 53 de BRCA 2 entre 410
familias estudiadas de alto riesgo. De las 53 mutaciones distintas observadas en BRCA
1 y BRCA 2, veintidos de ellas son nuevas, no conocidas previamente y 12 de ellas sélo
se habian identificado previamente en familias espafiolas. La prevalencia de mutaciones
para BRCA 1/ BRCA 2 en estas familias es del 26.3%, aumentandose ese porcentaje al
52.1% si consideramos s6lo a las familias que portaban casos de cancer de mama y de
cancer de ovario. De las familias que portaban alglin caso de cancer de mama en el
varon, el 59.1% presentaban mutacion de BRCA 2. Las mutaciones 187 188delAG,
330A>G, 5236G>A, 5242C>A y 589  590delCT, correspondian al 46.6% de las
mutaciones de BRCA 1 identificadas, mientras que las mutaciones
3036 _3039delACAA ,6857 6858delAA 9254 9258delATCAT, 9538 9539delAA
correspondian al 56.6% de las mutaciones de BRCA2.

La mutacion 187 188del AG tiene su origen en la poblacion judia y es una de
las de mayor prevalencia en el Este de Europa. La mutacion de BRCA 1 330A>C tiene
origen en la poblacion gallega y podria ser una mutacion fundadora. Las mutaciones de

BRCA 2, 6857 6858del, 9254 9258del tienen probable origen en Catalufia.'®'
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Varios estudios han puesto de manifiesto el escaso nimero de mutaciones

182 describen 13 mutaciones de BRCA

recurrentes en la poblacion espanola. Llort G et a
1 y BRCA 2 entre 35 familias de alto riesgo de cancer de mama / ovario y sélo 3 de
ellas habian sido identificadas previamente en Espafia. Otro estudio sobre familias de
alto riesgo de Galicia y Norte de Portugal ha puesto de manifiesto la presencia de un
porcentaje elevado de mutaciones no previamente descritas de BRCA 1 y BRCA 2'% .
Otro estudio en 29 familias gallegas con cancer de mama y cancer de mama / ovario

puso de manifiesto la presencia de 8§ mutaciones, todas ellas de BRCA 1, y una de ellas,

BRCA 1 330 A>G se identifico en 4 familias ( 50% de las mutaciones).'™*

1.4.5.3. POBLACION CANADIENSE DE ORIGEN FRANCES (QUEBEC)

La poblacion canadiense residente en la region de Québec de origen francés ha
sido estudiada por sus caracteristicas de homogeneidad para estudiar mutaciones de
BRCA 1 y BRCA 2. En un estudio llevado a cabo entre 97 familias con alta carga de
cancer de mama y/o ovario se identificaron 41 mutaciones. Seis mutaciones fueron
observadas al menos 2 veces. La mas frecuente aislada fue BRCA 1 C44446T en 17
familias, seguida de la mutacion de BRCA 2, 8765delAG, que fue identificada en 12
familias. La mutacion de BRCA 1, 2953del3+C, fue asociada a 4 familias y G6085T de
BRCA 2, a 3 familias'®.

Estos resultados situan a la poblacion francéfoba de Québec como una de las
poblaciones con mayor incidencia de mutaciones propias fundadoras de las hasta ahora

estudiadas.
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1.4.5.4. POBLACION ISLANDESA

La poblacion islandesa es considerada como una de las de menor mestizaje del
mundo dado su aislamiento geografico. Los estudios realizados sobre familias de alto
riesgo de cancer de mama y/ o ovario demuestran que la gran mayoria de ellas son
portadoras de una mutaciéon de BRCA 2 (999del5). Sobre 459 pacientes con cancer de
mama, 38 (8.5%) de ellas portaban dicha mutacién de BRCA 2 y sélo 1 portaba
mutacion de BRCA 1. De 38 pacientes con cancer de ovario, 3 (7.9%) portaban dicha
mutacion de BRCA 2. Por tanto, podemos considerar que la gran mayoria de los
tumores de mama / ovario hereditarios en Islandia se explican por dicha mutacion de

BRCA 2.

1.4.5.5. POBLACION HUNGARA

La poblacion hungara, como el resto de poblaciones de Europa del Este,
presentan una gran incidencia de mutaciones fundadoras con alta penetrancia en las
familias con alto riesgo de cancer de mama/ ovario familiar. Se conoce que mas del
80% de las mutaciones de BRCA 1 identificadas en Hungria corresponden a 3
mutaciones, 8352insC, 300T-G y 185delAG , mientras que las mutaciones de BRCA 2,
9326insA y 6174delT , suponen mas del 50% del total de mutaciones de BRCA 2
identificadas.

En una serie de 500 casos de cancer de mama consecutivos de hospitales de
Budapest, 17 portaban mutacion de BRCA 1 (3.4%), 9 casos portaban 300T-G , 7

portaban 5382insC y una paciente portaba 185delAG. En cuanto a BRCA 2, sdlo se

45



Introduccion

identificod una mutacién entre las 500 mujeres (0.2%) correspondiente a 9326insA. En
pacientes con cancer de ovario, de 90 pacientes consecutivas, 10 de ellas portaban
mutacion de BRCA 1, 5 de 185delAG, 4 de 300T-G y 1 de 5382insC, mientras que no
se identificaron mutaciones de BRCA 2 entre estas pacientes. Estos resultados reflejan
la alta prevalencia entre familias con cancer de mama / ovario de 3 mutaciones
fundadoras de BRCA 1 /2 que superan mas del 80% del total de mutaciones
encontradas'®®. La mutacién de BRCA 1 5382insC ha sido reconocida en pacientes con
cancer de mama y /o ovario a través de Europa Central y del Este. Posteriormente, las
migraciones la han trasladado a otras partes del mundo. Se cree que el desplazamiento
de esta mutacion sigue la Historia de las poblaciones del Centro y Este de Europa desde
la Edad Media.

La mutacion de BRCA 1 185delAG , considerada una de las mutaciones
fundadoras de la poblacion judia ashkenazi es identificada con frecuencia dentro de la
poblacion hungara. Lo mismo ocurre con otra mutaciéon fundadora de BRCA 2, de

origen judio, 6174delT. '

1.4.5.6. POBLACION DE LA ISLA DE CERDENA (ITALIA)

La poblacion sarda de la isla de Cerdefia en Italia es considerada genéticamente
homogénea . En un andlisis de 47 familias con alta asociacion de cancer de mama/
ovario se identificaron 2 mutaciones en 7 familias ( 15%) BRCA 1-Ly3505ter y BRCA
2-1le3412Val. Solamente se identifico ademds una variante sin clasificar de BRCA 2-
8765delAG en 6 familias de las 47. Esta variante asimismo, la portan el 1.4% de las

pacientes con cancer de mama no seleccionadas en una serie de casos consecutivos con
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cancer de mama. Esta misma variante también aparece en un importante nimero de
pacientes en series de familias de alto riesgo de cancer de mama / ovario canadienses de
origen francés de la region de Québec.

En las series hasta ahora disponibles es valorable el hallazgo de un ntimero
significativamente menor de mutaciones de BRCA 1, que podria justificarse por la
menor seleccion de casos con cancer de ovario en estas familias, ya que en la mayoria
de las poblaciones estudiadas el nimero de mutaciones de BRCA 1 supera al de BRCA

188
218

1.4.5.7. POBLACION POLACA

Tres mutaciones fundadoras de BRCA 1 ( 5382insC, C61G y 4153delA) han
sido estudiadas en la poblacion polaca entre 364 mujeres con cancer de ovario y 177
mujeres con cancer de ovario e historia familiar de cdncer de mama y / o céncer de
ovario. Una de las tres mutaciones era portada en 49 pacientes de las 364 ( 13.5%) y en
58 de las 177 con asociacioén familiar (32.8%). Por lo tanto, se puede considerar a la
poblacion polaca como una poblacion con alta asociacion entre el cancer de ovarioy 3

mutaciones fundadoras de BRCA 1.

A continuacidn se describen en una tabla las mutaciones fundadoras de BRCA 1

y BRCA 2 identificadas en distintas poblaciones (tabla 3)
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POBLACION MUTACIONES DE | MUTACIONES DE REFERENCIA
ESTUDIADA BRCA 1 BRCA 2
Americanos 1832del5 Gao et al, 1997
de origen africano
Judios 185delAG 6174delT Simard et al, 1994
ashkenazi 5832insC Neuhausen et al
1996.
Britanica 4184del4 6503delTT Gayther et al, 1995
Mazoyer et al, 1996
Finlandia L2776X Vehmanen et
al,1997
Francia 5194del4 9254del5 Serova et al, 1997.
Hungria 5282insC Ramus et al, 1997
Islandia 999del5 Thorlacius et al,
1996.
Italia 1499insA Montagna et
al,1996
Paises 2804delAA Peelan et al, 1997
bajos

Noruega 1136insA Anderesen et al,
1996
Suecia 3166insTGAGA 4486delG Johannsson et al,
2595delA 1996

1201dell1

G563X

Rusia 5382insC Gayther et al, 1997.

4153delA

Tabla 3:

Mutaciones fundadoras comunes identificadas en varias poblaciones
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1.4.6.FENOTIPO DE LOS TUMORES ASOCIADOS A MUTACIONES DE

BRCA 1 / BRCA 2. PRONOSTICO DE TUMORES DE MAMA /OVARIO

ASOCIADOS A BRCA 1/ BRCA 2.

Se han encontrado diferencias apreciables entre los tumores de mama /ovario
asociados a mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 respecto a aquellos que ocurren en
ausencia de dichas mutaciones. Los tumores asociados a mutaciones germinales de
BRCA 1/ BRCA 2 se asocian con mas frecuencia a grado histologico alto, aneuploidia
y mayor porcentaje de células en fraccion S del ciclo celular. Se ha demostrado que los
tumores de mama asociados a mutaciones de BRCA 1/ BRCA 2 expresan con menor
frecuencia receptores de estrogenos y progesterona que los tumores sin base hereditaria
conocida, especialmente en los BRCA 1. Esta establecido que los tumores asociados a
BRCA 2 tienen una mayor frecuencia de expresion de receptores hormonales que los
asociados a BRCA 1'% Se ha descrito en algunos estudios la mayor frecuencia de

los subtipos medular o atipico en los subgrupos asociados a BRCA 1.

Los tumores de mama asociados a BRCA 1 tienen mas frecuencia de mutaciones
somaticas de p53 que aquellos que no se asocian a BRCA 1''. Se ha sugerido que la
pérdida del checkpoint del p53 podria ser un punto importante en la génesis de estos
tumores. Se ha postulado que los tumores asociados a BRCA 1 y que presentan
mutacion somatica de p53 serian inestables gendémicamente e incapaces de reparar el
dafo del DNA y por tanto responderian mejor a la quimiorradioterapia. Por el contrario,
estos tumores sobrexpresan con menos frecuencia la proteina HER 2 que los tumores

esporadicos, por lo que se cree que este gen no es un paso clave en la tumorogénesis.
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Se ha encontrado mayor numero de alteraciones somaticas en portadores de
mutacién que en controles en varios estudios (pérdida de brazos de cromosomas
2q,4p,49,59,12q) que son consistentes con la pérdida de funcion normal de estos genes
en cuanto al mantenimiento de la estabilidad genémica''?. Los tumores de ovario
asociados a BRCA 1 se caracterizan por ser en su mayoria serosos, presentar alto grado

histologico y tendencia a la bilateralidad al diagnéstico.'

En cuanto a prondstico, a excepcion de los resultados de un estudio
retrospectivo, se considera que los tumores asociados a BRCA 1 tiene peores tasas de
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global comparadas con los no
portadores. En un estudio prospectivo de 183 pacientes con cancer de mama invasivo
del Instituto Curie y antecedentes familiares de cancer de mama/ovario se demostrd, que
aquellos que tenian mutacion de BRCA 1(40) tenian peor prondstico, con menor
supervivencia global a los 5 afios (80% vs 91%, p<0.05). Similares resultados se han
identificado en mujeres judias Ashkenazi portadoras de mutacion de BRCA 1 y cancer
de mama. Por el contrario parece demostrado que las mujeres con cancer de ovario y
portadoras de mutacion de BRCA 1 tienen mejor supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global que las no portadoras en los mismos estadios de la

113,114,115
enfermedad!!>!*4113,

En cuanto a BRCA 2, diversos estudios han puesto de manifiesto un
comportamiento e historia natural similar a los tumores de mama esporadicos
estratificados por edad, asi como igual frecuencia de receptores esteroideos, a diferencia

de BRCA 1.6
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No queda todavia claro en la literatura si las mujeres con mutaciones de BRCA 1
deberian ser tratadas de forma diferente por tener comportamientos y mecanismos
bioldgicos distintos. El cancer de mama y ovario se asocian a mejores resultados cuando
aparecen en mujeres jovenes, por lo tanto es dificil evaluar los efectos de un tedrico
tratamiento para portadoras de mutacion sin normalizar por edad. A pesar de que los
tumores asociados a BRCA 1 tendrian tedricamente una mayor quimiosensibilidad al no
reparar adecuadamente el dafio del ADN, no existen hasta la fecha estudios

. . . .11
randomizados prospectivos que establezcan estas diferencias'">.
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1.47.UTILIDAD DE LA APLICACION DE LOS TEST GENETICOS EN

CANCER

1.4.7.1. LA GENETICA EN ONCOLOGIA.

El consejo genético en Oncologia traslada el conocimiento cientifico basico a la
practica médica rutinaria y a la vida de los pacientes. La ética, el marco legal y las
implicaciones psicologicas y sociales del consejo genético deben permanecer desde el
momento de la primera visita y continuar después del resultado del test genético, si éste

. 11
se realiza'’.

La primera definicion de Consejo Genético fue promulgada por la American
Society of Human Genetics en 1975 que la define como “ un proceso de comunicacion
que abarca los problemas humanos asociados con la aparicion o el riesgo de aparicion
de un trastorno genético en una familia. Este proceso implica un intento por parte de
una o varias personas adecuadamente formadas de ayudar al individuo o familia a: 1)
comprender los hechos médicos incluido el diagnostico, la evolucion probable del
trastorno y el tratamiento disponible; 2) entender la manera en que la herencia
contribuye al trastorno y el riesgo de aparicion en familiares especificos; 3) conocer
las alternativas existentes para abordar el riesgo de aparicion ,4) elegir una conducta
que les parezca adecuada a la vista del riesgo, de los objetivos de la familia y de sus
normas éticas y religiosas, y actuar de acuerdo con esta decision y 5) hacer el mejor
ajuste posible al trastorno en un miembro de la familia afectado y/ o al riego de

. 118
aparicion de ese trastorno”.
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Muchos grupos o asociaciones cientificas como el Colegio Americano de
Meédicos Genetistas, la Sociedad Nacional de Consejo Genético, la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica (ASCO) han elaborado guias practicas que intentan aunar las
indicaciones e implicaciones de los test genéticos en Oncologia.

Con la finalizacion del proyecto del Genoma Humano, al comunidad cientifica
tiene la herramienta bdsica para identificar los genes que predisponen a ciertas

patologias y entre ellas a la patologia tumoral.

El Consejo Genético en Oncologia permite identificar a pacientes con alto riesgo
de desarrollar tumores en el contexto de familias con alta carga familiar mediante el
hallazgo de un gen de alta penetrancia que se asocia al desarrollo de la enfermedad. Por
otra parte permite identificar a los individuos sanos de familias portadoras de una
predisposicion al cancer y que no presentan la alteracion genética, a los cuales no es
preciso recomendar ninguna medida de screening o seguimiento que no se recomiende

en la poblacion general.

No debemos subestimar la complejidad de las pruebas genéticas, incluyendo sus
posibles consecuencias psicoldgicas y conductuales. La disponibilidad de las pruebas
genéticas produce un espectro de reacciones emocionales que van desde el panico hasta
el alivio. Disponer de los resultados de las pruebas inicia una cadena de decisiones que
pueden tener consecuencias no pretendidas. Los resultados no concluyentes pueden

inducir una falsa sensacion de seguridad, otras muchas veces ansiedad.
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El conflicto surge entre la expectativa de reducir la mortalidad mediante
pruebas genéticas y por otra parte las incognitas y actitudes que implica el resultado de

dicha prueba genética.

La identificacion de individuos de riesgo de cancer hereditario es el punto de
partida del Consejo Genético.

Se sabe que entre un 5-10% de los casos de cancer son debidos a mutaciones
germinales de genes de alta penetrancia. S6lo uno de cada diez canceres humanos se
debe a un sindrome de céncer familiar. Por tanto, las pruebas genéticas no son

. <7 11
necesarias para la poblacion general'"”.

Se han identificado genes especificos asociados a mutaciones que provocan
tumores en algunos sindromes de cancer familiar. Ademdas se ha demostrado que el
tratamiento clinico efectivo después de las pruebas genéticas ha reducido la mortalidad
tan s6lo en unos pocos tipos de cancer. Por tanto se debe considerar la indicacion de
pruebas genéticas cuando'*":

l-haya una probabilidad razonable de que el paciente sea portador de una
predisposicion por una mutaciéon en un gen de susceptibilidad al cancer.

2-exista un aprueba genética que pueda ser interpretada adecuadamente.

3-haya técnicas de tratamiento que puedan ser aplicables si los resultados son
positivos.

4-¢l paciente debe disponer de la informacién, aunque ese punto se debe tratar

con flexibilidad.
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En 1996, la American Society of Clinical Oncology (ASCO) y la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) publicé unas directrices para la practica acerca
de las pruebas genéticas destinadas a determinar la susceptibilidad al cancer utilizando
tres categorias de indicaciones'”'. La categorias se basan en el grado de beneficio
médico para el paciente y en los conocimientos existentes respecto a la trascendencia de

las mutaciones de linea germinal de un determinado gen.

Las recomendaciones actualizadas son:

-Grupo 1I: El resultado de las pruebas genéticas modificara la asistencia médica.
Por tanto pueden tener trascendencia directa para el tratamiento posterior. Las pruebas
genéticas se incluyen en la conducta estdndar. Se consideran incluidas en este grupo:

*Poliposis adenomatosa: gen APC

*Neoplasia endocrina multiple tipo 2: gen RET

*Neoplasia endocrina multiple tipo 1:gen MENI1

*Retinoblastoma: gen RB1

*Enfermedad de Von Hippel-Lindau: gen VHL

-Grupo 2: El resultado de las pruebas puede aportar un posible beneficio médico
en la identificacion de una mutacion de linea germinal. Se incluyen en este grupo:

*Cancer colorrectal no poliposico: genes MLH1,MSH2,MSH6,PMS1,PMS2

*Céncer de mama y ovario hereditario: genes BRCA 1 /BRCA 2.

*Sindrome de Li-Fraumeni : gen TP53

*Sindrome de Cowden: gen PTEN.
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El beneficio de conocer ser portador de uno de los sindromes incluidos en este
grupo se supone pero no estd establecido. Debido a las dudas inherentes, la carga que
recae sobre el médico es superior. Un test positivo podria provocar una vigilancia o
intervencion mas tempranas, aunque no se han demostrado a fecha de hoy que las
opciones de tratamiento del riesgo reduzcan la mortalidad y morbilidad. Hay que
reconocer que no se han realizado estudios importantes hasta la fecha para poder
establecer un posible beneficio. Si que tendria relevancia un resultado negativo en el
contexto de una familia portadora de una mutacion de linea germinal.

Las pruebas genéticas en este grupo se ven obstaculizadas por el gran tamafnio de los
genes a estudiar, el amplio espectro de mutaciones encontrados en ellos y la
probabilidad de loci no decubiertos que contribuyan al riesgo de céancer hereditario.
Como consecuencia de estas dificultades, la mayoria de pruebas genéticas para los
sindromes de cancer de este subgrupo estan pendientes de incluir en la practica médica
estandar en EEUU. Muchas veces son realizadas dentro de protocolos de investigacion

en centros de referencia.

-Grupo 3: Las pruebas genéticas no estan recomendadas en la practica clinica
porque la importancia de las mutaciones de linea germinal no esta clara y no existe un
beneficio clinico manifiesto con la realizacion de las pruebas genéticas. Asociado a ello,
la heterogeneidad genética es un impedimento serio a la realizacion de estas pruebas.

Se incluyen dentro de este grupo:

*Melanoma y sindromes asociados: genes CDKN2a, CDK4.

*Tumor de Wilms: WT.

*Carcinoma renal papilar familiar: MET

*Sindrome de Peutz-Jeghers: STK11
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Mucha de la informacién necesaria para identificar a los individuos en riesgo se
obtiene durante el consejo previo a la prueba. La mejor forma de realizarlo es mediante
personal entrenado cualificado. Requiere un conocimiento global de la genética
asociada al cancer hereditario, estar familiarizado con la disponibilidad y la pertinencia
de las pruebas para el sindrome en cuestion, y tener la competencia necesaria para tratar
de cuestiones ¢ticas y psicologicas que del consejo genético puedan surgir

posteriormente.

La finalidad de la valoracion inicial es establecer el cuerpo de conocimientos y
datos sobre los que se tomaran las decisiones.

Los antecedentes detallados del paciente permiten al médico construir un arbol
genealogico que presenta la incidencia multigeneracional del cancer. Preguntas basicas
son /qué familiares tiene o han tenido cancer?, ;en que localizacion se origind en cada
familiar?, ja qué edad se diagnosticaron? , ;cuanto tiempo vivié cada familiar?....

Sobre la base de esta informacion y los criterios para la eligibilidad se puede
tomar una decision sobre las pruebas genéticas. Ademas se puede utilizar para aplicar
otros métodos para estimar el riesgo de cancer'>.

La valoracion psicologica es considerablemente mas subjetiva. El médico debe
evaluar primero la percepcion del riesgo del propio paciente y los motivos que tiene
para la realizacion de los test genéticos. Muchas personas creen que tienen riesgos muy
superiores a los que realmente presentan, a veces por motivos emocionales como por
familiares proximos afectados. Otras veces se producen interpretaciones erroneas de
tumores esporadicos en la familia. La aclaracién de estos riesgos puede clarificar la

. 7 . ;e :1: r 12
motivacion de un paciente que acude a una clinica familiar de cancer'>.
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El segundo proposito del consejo previo a las pruebas es la educacion sanitaria.
La persona en cuestion debe entender los rudimentos de la etiologia multifactorial del
cancer, los factores de riesgo conocidos o sospechados, el riesgo de cancer individual y
los fundamentos de la genética. El médico debe informar a la persona sobre si existe un
gen conocido asociado con el tipo de cancer de la familia, la importancia predictiva de
las mutaciones identificadas y la disponibilidad de una prueba genética. El individuo
debe entender que los resultados de estas pruebas pueden no ser concluyentes. Todo
esto debe realizarse de una manera sensible a las preocupaciones especificas del
paciente y adaptada al nivel educativo del individuo y a su capacidad de entender

. 124
conceptos complejos .

Antes de tomar una decision, el paciente debe disponer de mucho tiempo para
comentar el tema. Debe de existir una discusiéon sobre los beneficios, ventajas y
limitaciones del consejo genético. El paciente tendra que conocer el procedimiento de la
prueba, el tiempo que dura la realizacion de los test y como le seran comunicados los
resultados. Algunos pacientes, especialmente los que no quieren someterse a las pruebas
o aquellos para los que no existe ninguna prueba, pueden desear explorar maneras
alternativas de valorar el riesgo de cancer. Todos los pacientes necesitan un comentario
a fondo de las opciones de tratamiento médico disponibles para tratar los resultados

positivos, negativos o no concluyentes.

Importante discusiéon merece el contexto psicoldgico en el cual valorar si el
paciente estd preparado psicoloégicamente para las pruebas. El miedo y la preocupacion
son comunes en la mayoria de los pacientes que deciden la realizacion de los test

genéticos. La confirmaciéon de una predisposicion puede elevar la preocupacion del
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paciente de manera significativa. Existe el sentimiento de culpabilidad del superviviente
“;Por qué no tengo la mutacion si mi hermano la tiene?”, el sentimiento de culpabilidad
del transmisor “Mi hija estd condenada por culpa de mis genes”. Algunos pacientes a
los que se identifica ser portadores de una mutacion, desarrollen o no un cancer, sufren

una pérdida de autoestima o un sentimiento de ser defectuosos.

Dado que la susceptibilidad hereditaria al cancer es, por definicion, una cuestion
de familia, pueden surgir una serie de cuestiones psicoldgicas familiares cuando un
miembro desea someterse a pruebas genéticas. Lo que descubre un miembro de la
familia tiene significado para los demas miembros de la familia, aunque este significado
pueda diferir entre los miembros de la familia. Pero al final la decision es del paciente,
no de la familia ni del médico. El proceso no deberia estar demasiado influido por la
coaccion de la familia ni por la orientacién del prestador de asistencia'?'.

Otra cuestion importante a la que tiene que enfrentarse el individuo que desea
realizar el consejo genético es el tema de la revelacion de resultados. ;Quién deberia
conocer los resultados y cudndo?, ;Los familiares deberian conocer los resultados para
que asi también ellos puedan decidir como abordar su propio posible riesgo?, ;Los
padres deberian decirselo al hijo que depende de ellos?. Hay un principio indiscutible
subyacente a este tema: los resultados pertenecen exclusivamente al individuo que se ha
realizado las pruebas , y es solo él quién debe decidir a quién (incluido al médico que
envia al paciente) cudndo y cémo los dard a conocer. Todas estas cuestiones deben de
ser abordadas antes de la decision de someterse a una prueba genética. Un instrumento
util para introducir estas cuestiones es la “orientacion anticipativa”. Es una técnica en la

cual el consejero plantea una serie de preguntas del tipo ;qué pasaria si...? o ;ha
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considerado...? sobre como podria reaccionar el paciente y la familia ante un
determinado resultado.

El grado de preocupacion, la edad y el nivel educativo pueden influir en la
capacidad del individuo de captar la multitud de cuestiones complejas previas a las
pruebas. Por consiguiente, la informacion debe ser comunicada en un lenguaje claro,

adecuado al nivel de comprensién y cultura del individuo'**.

1.4.7.2.CONSENTIMIENTO INFORMADO

El consejo previo a las pruebas es sindnimo de un proceso de consentimiento
informado. Si la decision es seguir adelante con la realizacion de las pruebas genéticas,
el paciente firma un documento de revelacion de informacién y consentimiento
informado que describe por ultima vez las posibles ventajas de las pruebas genéticas,
los posibles riesgos y las limitaciones técnicas de las pruebas y de las modalidades de

tratamiento posterior' .

La declaracion de revelacion de informacion es importante tanto para el paciente
como para el prestador de asistencia. Para el paciente es un documento de referencia
siempre disponible para volver a analizar las ventajas, los riesgos y las limitaciones.
Puede ser especialmente 1til cuando se trata con miembros de la familia, sobre todo si

los resultados de las pruebas sugieren que otros miembros también deberian someterse a

12
ellas'?®.
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1.4.7.3.POSIBLES VENTAJAS DE LAS PRUEBAS GENETICAS.

La declaraciéon de revelacion de informacion debe hacer so6lo afirmaciones
realistas. Para los individuos en los que se ha identificado una mutacion de
susceptibilidad al cancer, el resultado puede conducir a una intervencion y profilaxis
temprana en la categoria de enfermedades del grupo 1 con el objetivo de evitar la
muerte final. Los portadores de mutaciones de susceptibilidad al cancer del grupo 2
tienen la opcién de someterse a intervenciones de eficacia no definitivamente

determinada o iniciar una vigilancia acelerada.

En segundo lugar las pruebas pueden demostrar una ausencia de mutacion de
predisposicion al cancer. En familias con mutaciones conocidas, los individuos obtienen
un alivio de la preocupacion de un alto riesgo de cancer y de transmitir un sindrome de
cancer a sus hijos. Ellos y sus hijos no tienen un mayor riesgo de céncer que la

poblacion general.

En tercer lugar, los resultados de las pruebas aportan informacion importante
para otros miembros de la familia. Una vez identificadas las mutaciones especificas de
una familia, las pruebas realizadas en otros miembros aportardn una informacioén
completa. Las pruebas también proporcionan una informacion valiosa sobre el riesgo de
trasmitir la mutacion perjudicial a los hijos.

Asimismo, los resultados de las pruebas también pueden utilizarse como guia
para decisiones como la de someterse o no a la cirugia profilactica, iniciar un programa

.o ., .. s 121
de quimioprevencion o participar en un ensayo clinico .
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1.4.7.4 POSIBLES RIESGOS DE LAS PRUEBAS GENETICAS

De la misma forma que la declaracion de revelacion de informacion y
consentimiento informado debe ser modesta en cuanto a las afirmaciones realizadas
sobre las posibilidades de las pruebas, también debe de ser sincera y razonable en
cuanto a los riesgos'>’. El primero de ellos es el estrés psicologico, asimismo destacan
la depresion, el sentimiento de culpabilidad y la preocupacion por el futuro. Las
personas que no portan mutaciones de susceptibilidad también pueden sufrir estrés

psicologico, especialmente el de culpabilidad del superviviente.

Un riesgo adicional de las pruebas genéticas es la falsa sensacion de seguridad
cuando los test son negativos o no concluyentes. Muchos pacientes pueden interpretar
un bajo riesgo de cancer, justificado por la no presencia de una de las mutaciones de
predisposicion conocidas, algo erréneo porque las mutaciones conocidas hasta hoy

suponen un porcentaje bajo de los tumores con clara agregacion clinica familiar.

En cuarto lugar, entre los posibles riesgos de las pruebas genéticas se encuentra
la pérdida de la intimidad y la discriminacion por parte de empresarios o
aseguradoras'*®. Tradicionalmente las compaiiias de seguros de vida y de enfermedad de
Estados Unidos se han opuesto a proporcionar cobertura a individuos con “trastornos
preexistentes”, es decir a personas con trastorno médicos en el momento de suscribir
una péliza'®. Este, que es uno de los principales puntos de debate en Consejo Genético
en el mundo, no parece afectar directamente a los pacientes de paises con asistencia

sanitaria universal como la Unién Europea.
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1.4.7.5.LIMITACIONES DE LAS PRUEBAS GENETICAS.

Los individuos pueden llegar al consejo previo a las pruebas con expectativas
poco realistas. El documento de revelacion de informacion y consentimiento informado
debe de poner de relieve que las pruebas genéticas para detectar mutaciones de linea
germinal de predisposicion al cancer aiin estan en sus primeras etapas de desarrollo, y
por lo tanto, padecen de numerosas limitaciones. Cabe destacar que no existe por
ejemplo ninguna prueba que pueda detectar todas las posibles mutaciones de un gen
determinado, y algunas mutaciones no son detectables mediante ninguna prueba
comercializada disponible en estos momentos. Ademas las pruebas pueden identificar
una mutacion de sentido erréoneo con una importancia desconocida o incierta para la

. e . 121
predisposicion al cancer .

Un resultado negativo de las pruebas es concluyente s6lo para una persona en
cuya familia se ha verificado previamente una mutacién, y a quién han realizado
pruebas especificas para identificar aquella limitacion. En muchas otras circunstancias,
un resultado negativo puede significar solamente que la prueba ha sido capaz de
identificar una mutaciéon de predisposicion al céncer, o que la predisposicion se
encuentra en otro gen.

Otra limitacion de las pruebas genéticas para la susceptibilidad al cancer familiar
es que identificar una mutacion sélo puede indicar una probabilidad de desarrollar un
tumor maligno. Esta limitacion se debe a la penetrancia incompleta de muchos
sindromes de cancer hereditario, incluidos el cancer de mama y ovario o el melanoma

familiar'?®.
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1.4.7.6. REALIZACION DE LAS PRUEBAS GENETICAS. INTERPRETACION DE

RESULTADOS.

Se definen pruebas genéticas como “ el andlisis de ADN, ARN, cromososmas,
proteinas u otros productos genéticos humanos para detectar genotipos, fenotipos o

cariotipos relacionados con la enfermedad con fines clinicos”

Es primordial que la persona que solicita la realizacion de las pruebas genéticas
tenga un conocimiento totalmente actualizado de lo que estd disponible para un gen
especifico y las mutaciones asociadas causantes de cancer asociado a la enfermedad.

Elegir un buen Ilaboratorio también puede resultar dificil. Aunque los
laboratorios comerciales trabajan con productos aprobados, la rapida evolucion de la
tecnologia de las pruebas genéticas y la rapidez de la investigacion sobre genoma
humano han dejado atrés el desarrollo de métodos de garantia de calidad y control de
calidad para los diagnosticos moleculares. Normalmente los laboratorios preparan sus
propios reactivos y establecen sus propios procedimientos de trasporte, manipulacion y
conservacion de material bioldgico. Todos los laboratorios deben cumplir las normas
del College of American Pathologists y el American College of Medical Genetics de
Estados Unidos. Las pruebas deben de ser encargadas tan solo a un laboratorio que
disponga de los mas modernos servicios para realizar pruebas genéticas de
predisposicion y con un tiempo de devolucion de respuesta razonable. El laboratorio
debe de tener personal formado adecuadamente para transmitir resultados
cientificamente complejos de una manera comprensible para el médico no especialista

f: 121,12
en genetica ~ 6,
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Interpretar un resultado negativo puede constituir un verdadero reto si ningln
miembro afectado se ha sometido a las pruebas. Por ello, pocos centros realizan los test
en tal situaciéon. Un ejemplo de esta situacion es un hombre sano cuyos familiares
afectos de cancer colorrectal han fallecido previamente y que ha obtenido un resultado
negativo de una prueba para la determinacion de genes asociados al cancer colorrectal
hereditario no poliposico. Si se conoce la mutacion genética especifica de la familia, y si
a este hombre le realizaron las pruebas de acuerdo con ello, el resultado es

verdaderamente negativo. Si no es asi el resultado no es concluyente.

Dado que no todas las alteraciones de secuencia detectadas por el andlisis de
mutaciones se asocian a una enfermedad, no todos los resultados positivos contribuyen
a una valoracion de riesgo. En lineas generales los resultados positivos se pueden

. 120,121,122
clasificar en tres grupos'**'*""1#%;

1-El primer grupo consiste en mutaciones nocivas que se sabe que predisponen a
una enfermedad. Si se encuentra este tipo de mutacion , se puede considerar un
resultado verdaderamente positivo. En estos casos el riesgo de cancer depende la
penetrancia , que es la proporcion de individuos de un genotipo especifico que muestran
el fenotipo esperado.

2- La deteccion de una mutacion considerada como “una variante de importancia
desconocida o sin clasificar” produce resultados no concluyentes. Se trata normalmente
de mutaciones de sentido erroneo cuyos efectos en la proteina expresada son inciertos.
Dado que no se conoce el riesgo de cancer en estas variantes, los pacientes deben ser

tratados cuidadosamente. Desde una perspectiva psicoldgica del consejo genético los
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resultados indeterminados presentan problemas especiales tanto para el individuo que se
ha sometido a las pruebas como a su familia.

3-Un tercer resultado posible es la deteccion de un polimorfismo neutro, que es
una variacion de la secuencia de DNA de la persona que no se asocia con un riesgo mas

elevado de cancer.
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1.4.8.UTILIDAD DE LOS TEST GENETICOS EN PACIENTES CON CANCER

DE MAMA / OVARIO.

A pesar de que s6lo un pequeio porcentaje de casos de cancer de mama/ ovario
se deben a mutaciones germinales de BRCA 1 o BRCA 2, la aplicacion de la genética
molecular a la practica clinica ha permitido ofrecer a determinadas pacientes con
asociacion familiar de cancer de mama/ovario la posibilidad de ser estudiadas con el

objetivo de identificar familias de alto riesgo y establecer una pauta de seguimiento.

La introduccion de los tests genéticos para BRCA ' en la pasada década en los

Estados Unidos fue el primer paso en cuanto a la busqueda de una causa genética para el

cancer con repercusion clinica para el paciente.

1.4.8.1 RESULTADO NEGATIVO PARA BRCA 1 /2.

Es de destacar, como ya se ha comentado previamente, la escasa utilidad de un
resultado negativo para mutaciones de BRCA 1 y 2 en familias con alta carga familiar
de cancer de mama, ya que estas solo explican en torno a un 40% de los casos de cancer
de mama hereditario. Un resultado negativo so6lo indica que la predisposicion de esa
familia no se debe a BRCA 1 / BRCA 2. Son numerosos los genes que se asocian a
cancer de mama de baja penetrancia y de los que se cree que su interaccion entre ellos y
con el medio ambiente explicaria algunos pedigrees con alta carga de cancer de

mama/ovario con test negativos. No obstante, no debemos olvidar que estamos en un
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campo en continua progresion y nuevos genes irdn descubriéndose que explicaran

. , . , . - 121
parcelas hoy enigmaticas del cancer de mama hereditario = .

1.4.8.2. RESULTADO NEGATIVO EN FAMILIA PORTADORA DE MUTACION.

Gran trascendencia tiene en la actualidad la presencia en individuos sanos de
familias portadoras de un resultado negativo para BRCA 1 / 2. Serian individuos de
familias de alto riesgo en las cuales se ha identificado mutacion para BRCA 1/ 2, los
cuales no presentan dicha mutacion y por tanto el riesgo de cancer de mama/ovario es
similar al de la poblacion general. Es el subgrupo de pacientes en los cuales el
asesoramiento genético es mas claro. Son pacientes a los que se les debe transmitir
tranquilidad en cuanto a su riesgo personal y el de sus hijas de cancer de mama/ovario y
evitar procedimientos de seguimiento/screening intensivos, que a veces pueden
incrementar por si mismos el riesgo de céncer de mama como es el caso de las

117,119
mamografias frecuentes desde edades tempranas''”'"°.

1.4.8.3. RESULTADO INDETERMINADO. VARIANTE SIN CLASIFICAR.

La apariciéon de un “resultado indeterminado o variante sin clasificar” para
BRCA 1/ BRCA2 supone uno de aspectos mas dificiles de interpretar para el clinico
que debe realizar un asesoramiento genético. Estos resultados indican generalmente la

presencia de una mutacién de sentido errdneo, cuya significacion no se conoce. Los
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resultado pueden aclararse a veces mediante la realizacion de pruebas en otros
familiares para determinar si la mutacion se segrega o no con el cancer.

El asesoramiento genético debe resaltar que el riesgo de cancer asociado a un
resultado indeterminado no se conoce. La conducta clinica ante unos resultados
indeterminados debe individualizarse en funcion de los antecedentes patoldgicos
personales o familiares de cancer. Se debe informar al paciente de que en cuanto se
publiquen nuevos datos relativos a mutaciones de BRCA es posible que se disponga de

. s 121
mayor informacion.

1.4.8.4. RESULTADO POSITIVO PARA BRCA 1/BRCA 2.

Mencion especial merece el beneficio de la identificaciéon de mutaciones de
BRCA 1/ BRCA 2 en pacientes sanas o que hayan padecido tumor y estén en remision
de la enfermedad.

En cuanto al pronoéstico de las pacientes que han padecido un cancer de mama y
son portadoras de mutacion de BRCA 1, su prondstico depende del estadio y
caracteristicas fenotipicas del tumor, siendo frecuente la ausencia de receptores
hormonales y HER2 y portando p53+. Existen estudios que determinan un peor
pronostico para estos tumores. Salvo un estudio retrospectivo, se cree que los tumores
asociados a BRCA 1 tiene peores tasas de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global comparadas con los no portadores. En un estudio prospectivo de
183 pacientes con cancer de mama invasivo del Instituto Curie y antecedentes familiares
de cancer de mama/ovario se demostrd, que aquellos que tenian mutacion de BRCA

1(40) tenian peor prondstico, con menor supervivencia global a los 5 afios (80% vs
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91%, p<0.05). Similares resultados se han identificado en mujeres judias Ashkenazi
portadoras de mutacion de BRCA 1 y cancer de mama. No ocurre lo mismo con los
tumores asociados a BRCA 2, que se cree que no difieren en cuanto a prondstico de los

1 1
tumores esporadicos'”.

El cancer de ovario asociado a mutaciones de BRCA 1 /2 presenta historia

natural y pronostico diferente de los casos esporadicos. Se publicaron dos estudios

1 131
130 13

iniciales de Rubin et a y Aida et a en los cuales se observaba una prolongada
supervivencia en pacientes con carcinoma de ovario portadoras de mutaciéon de BRCA
1. Estos estudios han sido corroborados por publicaciones posteriores'>> con mayor
numero de pacientes en las cuales se observa claramente una mejor supervivencia en las
pacientes con cancer de ovario portadoras de mutacion de BRCA 1 o BRCA 2 (65.8 %
vs 51.9% de supervivencia a los 5 afios). Boyd et al"’® ha sugerido dos posibles
mecanismos que expliquen este mejor pronodstico que son un curso mas indolente
debido a una menor tasa de division celular o por otra parte, una mejor respuesta a la
quimioterapia debido a la ausencia de una adecuada reparacion del DNA dafado por el
BRCA 1/ BRCA 2 mutado.

En pacientes portadoras de mutacion se considera indicado ofrecer medidas de

seguimiento y profilaxis, que se detallan en el capitulo posterior.
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1.4.9.0PCIONES DE SEGUIMIENTO Y PROFILAXIS EN PACIENTES

PORTADORAS DE MUTACION DE BRCA 1Y BRCA 2.

El beneficio a portadores sanos de mutaciones de BRCA "2 se basa en un
seguimiento mas proximo asociado a medidas de quimioprofilaxis o cirugia preventiva

con el objetivo de reducir la incidencia de los tumores asociados a este sindrome.

1.4.9.1. RECOMENDACIONES GENERALES A PORTADORES.

En 1997, un grupo de expertos nombrados por el Cancer Genetics Studies
Consortium y organizado por el National Human Genome Research Institute emitié
unas recomendaciones para los pacientes que presentaban mutaciones de BRCA 1y
BRCA 2 ** Estas recomendaciones se basan en los métodos de vigilancia disponibles y
en el conocimiento de que el cancer asociado a una mutacion de linea germinal en genes

supresores tumorales suele aparecer a una edad temprana.

La primera recomendacion es que la autoexploracion mamaria mensual se inicie
a los 18 afios, como en todas las mujeres tal y como recomienda la American Cancer
Society (ACS). El establecimiento de una rutina en la autoexploracion es importante asi
como el conocimiento de la palpacion de tejido mamario normal. En segundo lugar se
recomend6 una vigilancia clinica precoz iniciada a la edad de 25-30 afos. La
exploracion clinica mamaria es especialmente importante para las mujeres de alto
riesgo, ya que tienen mayor predisposicion a presentar cancer a una edad temprana,
cuando a veces, las mamografias son dificiles de interpretar. En tercer lugar, el grupo de

expertos recomendo la realizacién anual de una mamografia a partir de los 25-35 afios,
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con una pauta concreta que se debe determinar en funcion de la calidad de la
visualizacién en la exploracion mamografica inicial. Un estudio reciente sugiere que
los tumores asociados a mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 presentan la misma
semiologia radiologica que los esporadicos, lo que apoyaria la hipotesis de que la
mamografia de inicio precoz periddica podria ser efectiva en estas pacientes'>. Sin

1 r . ey,
1"*® observo un aumento de riesgo de aparicién

embargo, un estudio de Brekelmans et a
de céanceres de intervalo en portadoras de mutacion de BRCA bajo screening
mamografico anual. Existe controversia en cuanto a la precoz exposicion de estas
pacientes a la radiacion y su posible efecto carcindgeno, pero se determind en las
recomendaciones de consenso que los beneficios superaban ampliamente el riesgo de la
radiacién. Se ha observado una disminucion de la sensibilidad de la mamografia en
portadores de mutacion en multiples estudios retrospectivos referentes al diagnostico
mamografico. En un estudio con pacientes asidticas con tumores de mama palpables,
solo 4 de los 9 tumores identificados en portadoras de mutacion para BRCA 1 fueron
visualizados por la mamografia en comparacion con los 18 tumores identificados en el
grupo control de los 19 existentes.””’ Otro estudio canadiense sobre mujeres judias
Ashkenazi con cancer de mama diagnosticado antes de los 50 afios, con tamafio igual o
inferior a 2 cm, demostrd que entre las portadoras de mutacion de BRCA, sélo 2 (25%)
de los 8 canceres de mama diagnosticados fueron puestos de manifiesto mediante

mamografia, en contraste con 27 (77%) de 35 canceres de mama diagnosticados en el

subgrupo de no portadores de BRCA.

La aplicacion de la resonancia magnética nuclear (RMN) mamaria en el

screening de estas pacientes de alto riesgo continua sin establecerse. Los estudios

publicados hasta la fecha carecen de un niimero elevado de casos con un seguimiento en
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afios todavia muy escaso. Tedricamente, es una técnica muy sensible ( en torno al 95%)
y de especificidad atn no determinada (37-90%) en el estudio de las lesiones mamarias
sospechosas de malignidad y cuyo objetivo seria detectar lesiones subclinicas,
indetectables en las mamografias de screening realizadas con una periodicidad anual, y
que posteriormente constituyen los llamados “tumores de intervalo”. Stoutjesdijk et al'**
demostr6 en un estudio reciente que la sobre 179 mujeres en seguimiento intensivo por
mutacion de BRCA 1 /BRCA 2, se detectaron 13 canceres de mama, siete de los cuales
no fueron revelados por los estudios mamograficos, siendo todos ellos visualizados
mediante resonancia magnética mamaria. Los resultados preliminares de un estudio
canadiense de screening radioldgico han sido recientemente publicados'’. Sobre un
grupo de 196 mujeres con alto riesgo de cancer de mama familiar (s6lo un 50% tenian
mutacion patogena identificada) se identificaron en el primer reconocimiento 6 canceres
de mama y un caso de carcinoma ductal in situ. Todos los tumores invasivos fueron
identificados con resonancia magnética mamaria, mientras que la mamografia
solamente pudo poner de manifiesto 2 tumores. Estos datos y numerosos estudios en

marcha revelaran el papel que juega la resonancia magnética en el screening de las

mujeres con alto riesgo de cancer de mama.

En la actualidad no existe procedimiento diagnostico de entre los existentes que
haya demostrado reduccioén de la mortalidad por cancer de ovario entre portadoras de
mutacion para BRCA. No existen estudios randomizados que apoyen el beneficio de
uso de screening para cancer de ovario en portadoras de mutacion para BRCA. Existen
dos estudios observacionales a destacar. El primero de ellos parte del Gilda Radner

0

. . 14 . .
Ovarian Cancer Detection Program ™, en el cual el screening consistia en ecografia

doppler transvaginal y niveles de CAI125 semestrales ambos entre 1991-1995 y
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posteriormente seguimiento anual. Se encontraron 7 cénceres de ovario en las 33
pacientes portadoras de mutacion de BRCA en seguimiento en dicho estudio. Seis casos
eran estadios III y 5 casos fueron diagndsticos de intervalo. El segundo estudio, de
Scheuer'*!, describe tras un seguimiento de 2 afios, 5 carcinomas de ovario entre 62
portadoras de mutacion de BRCA en seguimiento mediante doppler transvaginal y
niveles de CA125 semestrales. Dos de ellos eran estadio I y uno estadio II. No obstante,
y a pesar de los discutibles resultados, el Cancer Genetics Studies Consortium lleg6 al
consenso de que la ecografia transvaginal, realizada en el momento adecuado para
evitar la ovulacion , es la mejor técnica disponible para la deteccion del céncer de
ovario. Por consiguiente, se recomienda realizar una ecografia transvaginal con
periodicidad anual o semestral a partir de los 25-35 afios. Este método es superior a la
ecografia abdominal en cuanto a que diferencia la patologia benigna de la maligna.
Dado que la patologia maligna del ovario se caracteriza por una menor impedancia al
flujo sanguineo , el doppler de flujo a color facilita aun mas la diferenciacion. El grupo
de consenso recomienda también la determinacion anual o semestral de CA125 a partir
de los 25-35 afios, aun reconociendo las numerosas limitaciones que posee. Si bien
detecta un 80% de los canceres de ovario epiteliales, sélo estd elevado en menos del
50% de los tumores en estadio I y en un 21% en los tumores con solo afectacion
microscopica. A tener en cuenta que patologia benigna frecuente puede como los
miomas uterinos, los quistes de ovario, la endometriosis, la menstruacion e incluso el

embarazo pueden elevar las cifras de CA 125.
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1.4.9.2. PREVENCION

1.4.9.2.1.CIRUGIA PROFILACTICA. MASTECTOMIA /OOFORECTOMIA.

En cuanto a la intervencion clinica en los portadores de mutacion de BRCA, el
grupo de expertos nombrado por el Cancer Genetics Studies Consortium recomendo
comentar la posibilidad de una mastectomia profilactica con las mujeres que presentan
una susceptibilidad genética conocida al cancer de mama.'**'* Los portadores de
mutacion de BRCA tiene un riesgo incrementado de cancer de mama contralateral
superior al 5% anual. Hasta hace poco tiempo, no existian estudios prospectivos en
cuanto a la reduccion del riesgo de cancer de mama mediante cirugia profilactica. En la
actualidad, dos grupos de trabajo han desarrollado modelos teoricos para facilitar las
decisiones a los clinicos y a estas mujeres. Schrag et al'* y Grann et al'®
establecieron el efecto de la mastectomia y ooforectomia profilactica en la expectativa
de vida de los portadores de mutacion de BRCA para hacer més facil la decision. Los
modelos estadisticos indican que una mujer de 30 afos portadora de una mutacién de
BRCA 1 podria ganar de 3-5 afios de expectativa de vida gracias a la mastectomia
profilactica y en torno a un 0.5-1.5 aflos por asociados a la ooforectomia profilactica
dependiendo de sus riesgo acumulado de cancer. Dado que la mediana de aparicion del
cancer de mama en portadoras de mutacion de BRCA 1 es en torno a los 38-43 afios y
de 41-45 en BRCA 2, el beneficio decrece con la edad de la paciente y es minima a
partir de los 60 afios. Esto implica que los mayores beneficios serian para portadoras
jovenes de mutaciones de BRCA. La mastectomia total (simple) se considera mas
eficaz que la mastectomia subcutanea, ya que esta ultima conserva el pezdn, la areola y
una pequena cantidad de tejido residual inmediatamente por debajo de estas estructuras,

lo que podria desarrollar un cancer de mama. Los resultados estéticos de la mastectomia
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profilactica son diversos. No disponemos en la actualidad de datos especificos
contrastados respecto al riesgo de cancer de mama en las mujeres con mutaciones de
BRCA que son tratadas con una mastectomia profilactica. El mejor estudio realizado es
el de Meijers-Heijboere et al'*, considerado el primer estudio prospectivo sobre 139
mujeres portadoras de mutacion de BRCA 1 / BRCA 2. 76 fueron sometidas a
mastectomia bilateral profilactica y 63 siguieron controles peridédicos segiin protocolo.
Ningtn caso de cancer de mama fue encontrado en el grupo de la cirugia profilactica
frente a § en el grupo de seguimiento a los 3 afios. Estos resultados concuerdan con un
estudio de la Mayo Clinic'*’ que observd que la extirpacion profilictica de ambas
mamas reducia el riesgo de cancer de mama en un 90% en mujeres con antecedentes
familiares de la enfermedad. En una revision de 573 mastectomias subcutdneas en
pacientes con antecedentes familiares de cancer de mama, sélo 7 (0.81%) desarrollaron
cancer de mama después de 14 afios de seguimiento. En otro estudio, un modelo
informatico basado en un andlisis de decision predijo un aumento significativo ( de 2.9 a

148,149 ’ .
5 . La mastectomia subcutanea

5.3 afios) de la esperanza de vida con la intervencion
ha sido utilizada ampliamente como procedimiento preventivo en mujeres de alto riesgo
de desarrollar cancer de mama no portadoras de mutacion de BRCA con buenos
resultados. Existe un estudio de Pennisi and Capozzi'™® que analiza a 1500 pacientes
desde 1989 durante 10 afios a las que se sometid a mastectomia profilactica, y sélo el
0.4% desarrollaron posteriormente un cancer de mama.

La decision de practicar una mastectomia profilactica es compleja. Interviene la
eficacia de la mamografia en la paciente, la exploracion clinica, y el tamafo y densidad
de las mamas. En muchas mujeres, una vigilancia estricta y continuada, con exploracion

mamaria y mamografica puede ser mas aceptada que la cirugia, aunque ésta no sea una

prevencion.
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Pocos estudios y con un numero escaso de pacientes han examinado el impacto
psicologico de la cirugia mamaria profilactica en estas pacientes. Existe un estudio
sueco prospectivo sobre 26 mujeres a las que se les realizd una mastectomia subcutanea
por alto riesgo de cancer de mama. A las 8§ semanas y al aflo, la mayoria de estas
mujeres estaban satisfechas con la cirugia practicada, pero un porcentaje considerable

referian haber tenido episodios de depresion y algun impacto en su vida sexual'”'.

Teniendo en cuenta la insuficiencia de los métodos de vigilancia para la
deteccion precoz de céancer de ovario, debe recomendarse una salpingooforectomia
profilactica a las mujeres con portadoras de mutacion de BRCA que hayan completado
sus deseos reproductivos. En la actualidad, la intervencion puede realizarse via
laparoscopica con una morbilidad quirdrgica minima. Induce una menopausia
quirargica, que puede tener efectos significativos sobre la salud general, teniendo la
posibilidad de una sustitucion estrogénica hasta la edad de 50 afios. Aunque la
ooforectomia elimina el riesgo de padecer cancer de ovario primario, algunas mujeres
presentan posteriormente una carcinomatosis intraperitoneal indistinguible del cancer de
ovario estadio III. No se sabe si es debida a focos microscopicos que pasaron
desapercibidos en el momento de la operacion, a un tejido ectdopico o a que las células
peritoneales presentan un mayor riesgo de trasformacion maligna. Lo mas probable es
que estos tumores surjan en el revestimiento peritoneal circundante, que tiene su origen
en los mismos tejidos embrionarios que el ovario, y que no pueden extirparse mediante

una salpingooforectomia. Dos estudios retrospectivos de Struewing et al'>

y Piver et
al'” sobre 44 y 324 mujeres respectivamente sometidas a salpingooforectomia

profilactica por historia familiar de cancer de ovario describen una incidencia de 2 y 7

casos de cancer peritoneal entre uno y veintisiete afo tras la cirugia profilactica.
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Lo que si parece claro es que las mujeres portadoras de mutacion de BRCA 1y
BRCA 2 presentan un riesgo elevado de desarrollar cancer de trompa de Falopio, de
curso similar al cancer de ovario. Se estima que este riesgo oscila en torno a 100-150
veces superior al de la poblacion general. Se recomienda que cualquier cirugia
profilactica sobre los ovarios incluya siempre la extirpaciéon de las trompas

(salpingooforectomia bilateral).

Disponemos de recientes andlisis en cuanto a la eficacia de la ooforectomia
profilactica en mujeres con mutaciones de BRCA , con reduccion de un 80-90% del
riesgo. En un andlisis de decision realizado aparte se calculdé un aumento de la
esperanza de vida de 0.3 a 1.7 afios en las portadoras de mutacion de BRCA 1 a las que
se habia practicado esta intervenciéon. Es importante resaltar que se ha observado
también en varios estudios una reduccion de un 60% en el riesgo de cancer de mama en
las mujeres a las que se les practicé una ooforectomia profilactica'*'>. Al igual que en
otros estudios ,Kauf et al"® mediante un estudio prospectivo sobre 170 mujeres
portadoras de mutacion de BRCA 1 / BRCA 2 a las que se les dio a elegir entre
seguimiento y salpingooforectomia profilactica demostré que tras 24 meses de
seguimiento, la salpingooforectomia redujo un 85% la incidencia de cancer de ovario y
un 68% la incidencia de cancer de mama. Otro estudio multicéntrico retrospectivo de
Rebbeck et al sobre 551 mujeres portadoras de mutacion de BRCA 1/ BRCA 2
demostré que la salpingooforectomia profilactica reducia un 96% el riesgo de cancer
epitelial de ovario y en un 53% el riesgo de céncer de mama. Estos estudios son
concordantes en cuanto al beneficio de la cirugia profilactica ovarica en cuanto a la
prevencion del cancer de mama. Ademas, el uso de terapia hormonal sustitutiva en estas

pacientes no elimina el beneficio de la salpingooforectomia sobre el riesgo de cancer de
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mama en estas pacientes, lo que hace posible una mejor aceptacion entre las mujeres

portadoras de esta medida profilactica.

Al igual que ocurre en la mastectomia profilactica , la decision de practicar una
salpingooforectomia profildctica debe tomarse de manera individualizada una vez
completado el periodo de fertilidad. El momento Optimo para la realizacion de la
salpingooforectomia profilactica no estd todavia determinado. Esta cuestion es
importante porque los efectos de una deprivacion estrogénica brusca precoz en cuanto a
enfermedad cardiovascular, osteoporosis y sintomas menopausicos deben ser tenidos en
cuenta. El cancer de ovario hereditario tiene una edad media de presentacion de 48-51
afios en multiples series. Estos hechos han sugerido a muchas escuelas la no indicacion
de la salpingooforectomia profilactica a edades precoces para minimizar los efectos de
la menopausia precoz. Sin embargo, han sido descritos casos de cancer de ovario en
portadoras de BRCA 1 en la década de los 30 por lo que el panel de consenso de cancer
de ovario establecio la indicacion de salpingooforectomia profilactica tras el

cumplimiento de los deseos reproductivos o a partir de los 35 afios.

Se ha demostrado que un uso amplio de anticonceptivos orales reduce la
incidencia de céncer de ovario en la poblacion femenina general y puede reducir el
riesgo en la poblacién femenina con mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2. Debe
informarse a la paciente de las consecuencia de la privacion hormonal sobre la calidad
de vida. Aunque no existen datos prospectivos en ausencia de cancer de mama , los
portadores de mutacion de BRCA pueden plantearse el uso de una terapia de sustitucion

estrogénica , al menos hasta la edad de 50-55 afios.
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1.4.9.2.2 QUIMIOPREVENCION.

1.4.9.2.2.1 SERM: TAMOXIFENO.

En cuanto a las posibilidades de quimioprevencion para portadores de mutacion
se conoce que el tamoxifeno, un modulador selectivo de receptores estrogénicos
(SERM), se ha utilizado durante muchos afios como tratamiento del cancer de mama, en
el que se ha demostrado que inhibe la aparicion de nuevos tumores primarios en la
mama contralateral. El raloxifeno, otro SERM, ha demostrado reduccion de la
incidencia de cadncer de mama en un estudio dirigido a la evaluacion de este farmaco en

el tratamiento de la osteoporosis que contd con la participacion de 7705 mujeres.

El tamoxifeno demostr6 en un estudio sobre 13000 mujeres (P-1) con alto riesgo
de cancer de mama (Gail 1.7%) que reducia tras cuatro afios la incidencia de cénceres
de mama estrogeno-dependientes en torno a un 50%, pero estos resultados no han sido
concordantes con dos estudios europeos que no encuentran diferencias
significativas>*"**!%’. Se cree que el disefio del estudio y las diferentes poblaciones
justificarian estos resultados discordantes. Un subgrupo de andlisis del estudio P-1
demostr6 que el tamoxifeno reducia la incidencia de cdncer de mama entre portadoras
sanas de BRCA 2 un 62%, similar a la reduccion de incidencia de tumores RE positivos
entre todas las mujeres del estudio. Se observo que el uso de tamoxifeno a partir de los
35 afos no reducia el riesgo de cancer de mama entre portadoras sanas de BRCA 1. Un
estudio retrospectivo reciente, publicado entre portadoras de mutacion de BRCA con
cancer de mama que recibieron terapia adyuvante con tamoxifeno estima una reduccion

del riesgo de cancer de mama contralateral en portadoras de BRCA'®' .Este estudio
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determind el efecto del tamoxifeno en dos grupos de pacientes, los portadores de
mutacion de BRCA 1y BRCA 2., con 209 y 374 mujeres con cancer de mama bilateral
y unilateral respectivamente. El uso de tamoxifeno durante 2-4 afios reducia el riesgo de
cancer de mama contralateral en un 75%, y ademas este efecto parecia ser independiente
al de la ooforectomia. Sin embargo, una reciente comunicacién de Li et al'®* . pone en
entredicho los anteriores argumentos sugiriendo un posible aumento de incidencia de
tumores RE negativos en la mama contralateral en mujeres tratadas con tamoxifeno
adyuvante, lo que podria ser un hallazgo importante con respecto a la quimioprevencion
en portadoras de BRCA 1 ya que mas del 80% de los tumores asociados son RE

negativos.

Dado que no existe en la actualidad evidencia clara y uniforme en cuanto a la
terapia hormonal como mecanismo de prevencion de cancer de mama en portadoras de
mutacion de BRCA, a aquellas que deseen utilizar SERM para quimioprevencion del
cancer de mama se les debe recomendar la incorporacién a ensayos clinicos destinados

a evaluar su eficacia y seguridad de manera especifica en esta poblacion.
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1.4.9.2.2.2. ANTICONCEPTIVOS ORALES/ TERAPIA HORMONAL

SUSTITUTIVA.

En la poblacion general, los anticonceptivos orales reducen significativamente el
riesgo de céncer de ovario epitelial, presumiblemente mediante una inhibicion de la
ovulacion. Este efecto protector aumenta con el tiempo de uso, de manera que el empleo
de anticonceptivos orales durante tres afios reduce el riesgo entre un 40-50% y el uso
durante una década reduce el riesgo hasta en un 80%. Los anticonceptivos orales
reducen el riesgo de cancer de ovario entre la poblacidon que porta mutacion de BRCA 1
en torno a un 50% segin el estudio caso-control de Narod et al'® .Sin embargo, un
estudio sobre mujeres portadores de mutaciones de BRCA 1/ BRCA 2 vy el uso de
anticonceptivos orales ha puesto de manifiesto un posible aumento de la incidencia de
cancer de mama entre las portadoras de BRCA 1 que iniciaron la terapia antes de 1975
(en la que existia un mayor componente estrogénico) ,antes de los 30 afios, o que los

r ~ 164
usaron durante mas de 5 afios

(OR: 1.20). No se observd un aumento de riesgo entre
las portadoras de BRCA 2. Estos hallazgos sugieren que el impacto de los
anticonceptivos orales sobre el riesgo de cancer de mama/ovario en portadores de
BRCA 1/ BRCA 2 debe ser examinado mas cuidadosamente antes de poder recomendar

su uso a mujeres portadoras de mutacion Por tanto, es prioritario incorporar a estas

mujeres en ensayos clinicos de quimioprevencion.

En cuanto a la terapia hormonal sustitutiva, destacar que alivia los sintomas de la
menopausia quirturgica en las mujeres a las que se les ha realizado una
salpingooforectomia  profilactica 'y evita la osteoporosis y enfermedades

cardiovasculares. Se conoce que puede aumentar el riesgo de cancer de mama, factor
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este que podria tener gran importancia para cualquier mujer con una susceptibilidad
genética al cancer de mama y de ovario. Se sabe que el uso de terapia hormonal
sustitutiva durante mas de 5 afios podria incrementar el riesgo de cancer de mama en la
poblacion general. En un metaanalisis de 51 casos-control y cohortes que estudiaba a
52705 mujeres con cancer de mama y 198411 sin cancer de mama se objetivo que el
uso durante menos de 5 afos de terapia hormonal sustitutiva no se asociaba con un
aumento de riesgo de cancer de mama, mientras que en aquellas pacientes en las que la
terapia se prolongaba durante mas de 5 afios el riesgo de cancer de mama se
incrementaba un 35% '® .Con respecto al cancer de ovario, un estudio con mas de
211000 mujeres postmenopausicas y 14 anos de seguimiento, demostré que aquellas
mujeres que habian tomado estrdgenos como terapia sustitutiva durante mas de 10 afios,

doblaban el riesgo de fallecer de cancer de ovario respecto al grupo control'®.
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1.4.93.0PCIONES EN EL MANEJO DE PACIENTES CON ALTO RIESGO DE

CANCER DE MAMA/ OVARIO DEBIDO AL CONOCIMIENTO DE MUTACION

DE BRCA 1/BRCA 2 Y NIVELES DE EVIDENCIA ALCANZADQOS. (tabla 4)

AUTOEXPLORACION MAMARIA MENSUAL \%

CONSULTA CLINICA ESPECIALIZADA ANTE EL MAS MINIMO CAMBIO EN LA \%
EXPLORACION MAMARIA

EXPLORACION MAMARIA POR UN CLINICO CADA 6 MESES \%

SCREENING MAMOGRAFICO ANNUAL CON ECOGRAFIA A PARTIR DE LOS 30 ANOS, III

AL MENOS 5 ANOS ANTES DEL DIAGNOSTICO MAS PRECOZ DE CANCER DE MAMA

EN LA FAMILIA.

ECOGRAFIA TRANSVAGINAL CON DOPPLER COLOR Y NIVELES DE CA 125 A PARTIR \%
DE LOS 35 ANOS O AL MENOS 5 ANOS ANTES DEL DIAGNOSTICO MAS PRECOZ DE

CANCER DE OVARIO EN LA FAMILIA

CIRUGIA PROFILACTICA: MASTECTOMIA BILATERAL O SALPINGO-OOFORECTOMIA | 1II-2

BILATERAL

EJERCICIO FISICO DE MANERA REGULAR 1-2

DIETA RICA EN FRUTAS Y VERDURAS ASOCIADA A CONSUMO DE GRASA INFERIOR \%

A 60 GR AL DIA

NO FUMAR A%
EVITAR EL USO PROLONGADO DE TERAPIA HORMONAL SUSTITUTIVA 1-2
EVITAR EL SOBREPESO A%

Tabla 4

Niveles de evidencia

I: evidencia obtenida de una revision sistematica de la literatura con estudios randomizados controlados.
II: Evidencia obtenida de al menos un estudio randomizado.

III-1: Evidencia obtenida de estudios pseudorandomizados bien disefiados

III-2: Evidencia obtenida de estudios comparativos con controles no randomizados (cohortes), estudios
caso control o series con grupo control.

III-2: Evidencia obtenida de estudios comparativos con controles histoéricos, estudios con dos o mas
brazos o series sin grupos control paralelos.

IV: Evidencia obtenida de serie de casos.

V: Opinidn de expertos (experiencia clinica de autoridades especializadas o comités de expertos). No
eviencia cientifica publicada.
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1.4.10.CUESTIONES PENDIENTES ACERCA DE LAS MUTACIONES DE

BRCA 1/2 YEL CANCER DE MAMA/OVARIO ASOCIADO A ELLAS.

1-Conocer la auténtica frecuencia de mutaciones de BRCA 1/ BRCA 2 en la poblacion

con cancer de mama / ovario.

-A pesar de los numerosos estudios realizados sigue sin establecerse la
frecuencia de mutaciones de BRCA 1/ 2 en la poblacion. Existen estudios interesantes
acerca de la frecuencia en poblaciones muy homogeneas como son los judios ashkenazi,
la poblacion sarda de Italia o en Islandia, considerada una de las poblaciones mas

r . 167,168,169
homogéneas que existe en el mundo. '*”

-La dificultad radica en la heterogenicidad de las poblaciones, con sus
entramados étnicos y migraciones historicas y en las multiples mutaciones y variantes
de significado incierto de BRCA. A todo ello se asocia el elevado coste de la
secuenciacion de estos genes unido a un rendimiento muchas veces escaso para los

medios utilizados.

-Los datos disponibles en la actualidad, escasos, estiman que la incidencia de
mutaciones de BRCA 1 en la poblacion general sin cancer de mama oscilarian entre
1/300-1/800 en Estados Unidos'’*'""" Estas estimaciones sobre la poblacion general
tienen numerosas limitaciones, ya que parten de familias de alto riesgo y no podrian ser
aplicables a portadores de mutacion en general.

-Existen numerosos trabajos que estudian la incidencia mutaciones de BRCA 1/

BRCA 2 en pacientes con cancer de mama menores de 35 afios independiente de su
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historia familiar con resultados de aproximadamente un 10% de portadoras de

- 172,1
mutacién.'”>'"

2-Rendimiento de la secuenciacion de BRCA 1/BRCA 2 en familias con criterios

clinicos de alto riesgo de cancer de mama /ovario familiar.

Dado el gran interés que los test genéticos para BRCA 1 y 2 esta despertando, el
alto coste econdmico de su estudio y la escasa , a veces, rentabilidad aun en casos
seleccionados, es necesario una definicion de criterios que establezcan una prediccion

de probabilidad de detectar mutaciones de BRCA 1y 2.

Hasta la fecha se dispone de varios modelos clinicos que establecen el riesgo de
cancer de mama para una determinada mujer. Son los modelos de Gail y de Claus. Sin
embargo, pueden usarse otros modelos para estimar la probabilidad de que una
determinada mujer sea portadora de una mutacion de BRCA 1 o BRCA 2, de escasa

utilidad en la practica clinica y con numerosas limitaciones.

El modelo de Couch se establecid a partir de una poblacion de mujeres afectadas
de familiares con cancer de mama en un centro oncologico académico. Como todas las
formulas de prediccion el modelo de Couch tiene ciertos inconvenientes. Asi, por
ejemplo, las cifras se determinan a partir de familias con una media de 3.5 casos de
canceres de mama o canceres de mama / ovario. Es, por tanto, util en la prediccion de
probabilidad de mutacién en familias con multiples miembros afectados. En segundo
lugar, el modelo se basa en una muestra de familias relativamente pequefias, por lo que

los intervalos de confianza son amplios. En tercer lugar la base de datos esta formada
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fundamentalmente por mujeres de raza blanca. En cuarto lugar esta tabla solo se refiere
a BRCA 1. Se basa en la media de edad a la que se ha diagnosticado el cancer de mama
en la familia del caso.'”* Se introducen entonces otros factores como los antecedentes

solamente de cancer de mama o de cancer de mama y de ovario.

El modelo de Frank estima la probabilidad de que una mujer con cancer de
mama diagnosticado antes de los 50 afios sea portadora de una mutacion nociva de
BRCA 1 6 BRCA 2 basandose exclusivamente en los antecedentes familiares de cancer
de mama / ovario. Este modelo puede usarse también para predecir la probabilidad de
hallar una mutacién en familiares mediante la determinacién de su relacion con el caso

inicial.!”

BRCAPRO es un programa informatico que constituye un modelo estadistico
para calcular la probabilidad individual de ser portador de una mutacion deletérea de
BRCA 1, 2 o ambos basandose en el historial personal y familiar de cdncer de mama y
de ovario en familiares de primero y segundo grado. El modelo usa las caracteristicas de
herencia mendeliana de estos genes incorporando la prevalencia y penetrancia basada en

1! Se ha distribuido licencia de uso

los resultados publicados por Iversen et a
aproximadamente a 1000 usuarios y forma parte de los paquetes disponibles a la venta
para consejo genético. En el aspecto clinico, BRCAPRO puede indicarse para establecer
la necesidad de un asesoramiento genético. El test tiene poco valor para aquellos
individuos cuya probabilidad de mutacion es escasa. El test serd generalmente
informativo y 1til para aquellas mujeres en las cuales la probabilidad de mutacién no es

extrema. Podriamos resumir que BRCAPRO seria util en dos situaciones:

-para discriminar a que pacientes se realiza el test
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-para sustituir el papel del test genético en determinadas situaciones.

Las aplicaciones de BRCAPRO para la investigacion serian: (1) Cuantificar la
asociacion entre el riesgo de cancer de mama y la historia familiar que no es atribuible
a genes de herencia autosomica dominante. (2)Analizar la asociacion entre la
susceptibilidad familiar y la severidad del prondstico en una extensa serie de casos (3)
Desarrollar una clasificacion algoritmica para determinar qué mutaciones missense tiene
un efecto patégeno. (4) Estimar la prevalencia de mutaciones no fundadoras de BRCA 1
/ BRCA 2 en familias judias Askenazi con alto riesgo de cancer de mama y ovario y (5)

Validar instrumentos de asesoramiento segun la historia familiar.

3-Recomendaciones a portadores de mutaciones de BRCA 1/BRCA 2.

A pesar de todo lo expuesto anteriormente en cuanto al asesoramiento personal y
familiar de los individuos con mutacion deletérea de BRCA 1/ BRCA 2, los niveles de
evidencia alcanzados para esas recomendaciones son escasos € incluso a veces
inexistentes. Aceptando la importancia de estos niveles de evidencia no debemos
obviar que lo que las pacientes desean es conocer el grado de proteccion de cada medida
preventiva. A modo de ejemplo, si una medida preventiva disminuye el riesgo de por
vida de desarrollar cancer de mama en una mujer portadora en un 10% con un nivel de
evidencia I mientras otra diferente, disminuye el riego en un 60% con un nivel de
evidencia III, la primera medida tendrda una evidencia cientifica mas soélida, pero
deberian priorizarse las investigaciones en confirmar o refutar los datos sobre la

segunda intervencién, que podria ser la elegida por muchas pacientes con la
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informacion disponible. Volviendo a la realidad, en este momento las mujeres
portadoras de mutacion pueden elegir vigilancia o bien, cirugia profilactica. En
consecuencia , son necesarios nuevos estudios, algunos ya en marcha, que clarifiquen

muchos aspectos implicados en el asesoramiento genético.
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Justificacion del tema y objetivos

2-JUSTIFICACION DEL TEMA Y

OBJETIVOS
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La presencia de asociaciones familiares de tumores en una misma familia y en
ocasiones en un mismo individuo, asociados al progreso de las técnicas de laboratorio
basadas en el estudio del DNA, han permitido el desarrollo del Consejo Genético en

Oncologia.

Se conoce desde hace mucho tiempo que el cancer de mama se presenta en
aproximadamente un 20% de los casos en forma de diversas asociaciones familiares.

El descubrimiento en la pasada década de dos genes de susceptibilidad de alta
penetrancia para cancer de mama y ovario, BRCA 1 y BRCA 2, supuso un paso clave
en el estudio de estas familias. Contrariamente a lo que se esperaba, estos genes solo
explicaban una parte de los casos de cancer de mama con agregacion familiar,
suponiéndose que el resto de las asociaciones familiares de cancer de mama se deben a

mutaciones en genes de baja penetrancia o genes no descubiertos todavia.

Conocemos a dia de hoy las funciones bésicas de estos genes y su implicacion
en el desarrollo de céncer de mama y ovario en familias de alto riesgo. Se han
establecido distintas frecuencias de mutacion entre poblaciones de riesgo, con diferente
penetrancia para los tumores asociados y en algunas de las poblaciones estudiadas se
han identificado mutaciones recurrentes, denominadas fundadoras de dichas

poblaciones.
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La poblacion espafiola ha sido estudiada en los tltimos afos, sin identificarse en
ella mutaciones que pudiéramos considerar fundadoras u originarias y estableciéndose

una frecuencia de mutaciones similar a la de estudios europeos.

Este trabajo pretende estudiar la frecuencia de mutaciones de BRCA 1y BRCA
2 entre la poblacion aragonesa de alto riesgo de cancer de mama y ovario familiar,
valorando las caracteristicas que se asocian a una mayor frecuencia de identificacion de
dichas mutaciones. Asimismo, intenta valorar la existencia de mutaciones recurrentes o

fundadoras de BRCA 1 y BRCA 2 en la poblacion aragonesa de alto riesgo.
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OBJETIVOS.

1-Determinar la frecuencia y caracteristicas de las mutaciones de BRCA 1
v BRCA 2 en familias con agregacion familiar de cancer de mama / ovario
en Aragon y que cumplen criterios de estudio genético.

2-Estimar la frecuencia de cdncer de mama / ovario familiar en la
poblacion aragonesa.
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3-MATERIAL Y METODOS
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3.1.POBLACION

3.1.1.UNIVERSO POBLACIONAL.

La poblacion aragonesa, segun el censo de 1995, consta de 1.205.663 habitantes,
lo que supone un 3% de la poblacion espafiola, mientras que el territorio aragonés
representa un 9.4% del total.

La densidad de poblacion es de 25 habitantes/ Km® , siendo tras Castilla- la
Mancha la menor de Espafa. La ciudad de Zaragoza supone la mitad de la poblacion
aragonesa. En conjunto, es una poblacion envejecida, con un indice de envejecimiento
del 17.9% (media nacional: 13.8%). Este indice es mas acusado en el medio rural y en

las provincias de Huesca y Teruel por el fendmeno de la emigracion juvenil.

Todas las pacientes incluidas en este estudio fueron reclutadas en el Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, perteneciente al Area III de Salud del
Instituto Aragonés de la Salud, que estd constituida por la zona oeste de la ciudad de
Zaragoza y la parte central y oeste de la provincia de Zaragoza, siendo el Hospital de
referencia el Hospital Clinico Lozano Blesa de Zaragoza.

El area III comprende 25 zonas rurales (sector III) de la provincia de Zaragoza
(187920 habitantes y 7 zonas de salud urbanas de Zaragoza capital. En total tiene una

poblacion asignada de 294.570 habitantes con un marcado caracter rural (63%).
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Mapa Sanitario de Aragén, Septiembre-1998
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3.1.2-UNIVERSO MUESTRAL.

Sobre el Universo Poblacional descrito se establecieron los criterios de inclusion

en el estudio.

e CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Edad igual o superior a 18 afios.

2. Consentimiento informado.

3. Criterios familiares: (uno o varios de ellos)
-Cancer de mama <40 anos.
- 3 6 mas casos de cancer de mama / ovario en la misma
familia, en al menos dos generaciones y al menos uno de los
casos diagnosticado a una edad inferior a 50 anos.
-Cancer de mama en el varén asociado a cancer de mama /

ovario en familiares de primer grado.

e CRITERIOS DE EXCLUSION:

Incumplimiento de alguno de los criterios de inclusion.
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3.2-TIPO DE ESTUDIO.

ESTUDIO DESCRIPTIVO PROSPECTIVO
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3.3.PROCEDIMIENTO DE TRABAJO DE LA CONSULTA DE CONSEJO

GENETICO Y PREVENCION DEL CANCER DEL SERVICIO DE ONCOLOGIA

MEDICA DEL HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO LOZANO BLESA.

Desde 1997, funciona en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Clinico
de Zaragoza, dirigido por el Profesor D. Alejandro Tres Sanchez, una consulta sobre
Consejo Genético en Oncologia, originada por la creciente demanda y la aplicacion de

la genética molecular a la préctica clinica en los tltimos afios.

Bajo la direcciéon de la Dra. Raquel Andrés y con la colaboracion del Dr.
Eduardo Polo y del Dr. Jos¢ Ignacio Mayordomo, esta consulta esta dirigida a ofrecer
asesoramiento y en determinados casos, estudio genético, a familias con agregacion
familiar de cancer.

Los sindromes mas frecuentemente estudiados son:

-Sindrome de cancer de mama/ovario familiar.

-Sindrome de cancer de colon hereditario no poliposico.

-Poliposis adenomatosa familiar.

-Melanoma familiar.

-Otros: Neurofibromatosis, MEN, cancer gastrico, sindromes

linfoproliferativos...

Desde 1997 se han estudiado 210 familias que acuden a la Consulta remitidas
desde origenes diversos. La mayoria proceden de las Consultas de Oncologia Médica y
Comités de Tumores interdisciplinarios hospitalarios de las distintas subespecialidades

médico-quirurgicas. Un porcentaje considerable de pacientes acuden enviados por
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especialistas médicos-quirargicos hospitalarios o de Centros de Especialidades.
También se han valorado familias remitidas por Médicos de Atencioén Primaria.

La Consulta tiene lugar los todos los miércoles de 12-14 horas en la Consulta de
Oncologia Médica en el edificio anexo de Consultas del Hospital Clinico Lozano

Blesa, calle Domingo Miral.

Se considera criterio general para ser visto en la Consulta como paciente de 1°

dia la asociacion familiar de cancer.

Metodologia general basica y procedimiento aplicado en la visita de 1° dia de la

Consulta de Consejo Genético y Prevencion del Céancer:

1°: Realizacion de un arbol genealdgico familiar detallando los tumores en los
diferentes individuos, edad de aparicion, evolucion y parentesco entre ellos. Es
conveniente la comprobacion de los datos aportados mediante informes médicos o
anatomopatoldgicos.

2°: Valoracion del riesgo familiar de céncer mediante la asociacion de los
hallazgos familiares con los sindromes de cancer hereditario conocidos hasta la fecha.

3° Identificacion de familias de riesgo moderado-alto de céncer hereditario y
posibilidades de ofrecer test genético.

4°: Si procede, estudio genético a un caso, previo consentimiento informado,

mediante extraccion de una muestra de DNA (sangre venosa periférica).
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Si no procede estudio genético, se ofrece asesoramiento sobre los riesgos de
cancer y las posibles medidas de seguimiento, control y prevencion a seguir, dejando
abierta la posibilidad de futuros estudios de biologia molecular.

Si no es posible completar datos clave en la historia familiar de cancer se cita al
paciente para una segunda visita, habiendo recopilado previamente la informacion
necesaria disponible.

Si procede test genético se citara al paciente para una segunda visita cuando se
disponga de los resultados del test genético, para asesoramiento segun resultados del

test.
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3.4. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS GENETICO DE BRCA 1/ BRCA 2 EN

PACIENTES CON ALTO RIESGO DE CANCER DE MAMA/ OVARIO FAMILIAR.

A las familias seleccionadas se procede al estudio genético de mutaciones de
BRCA 1 /BRCA 2 a partir del ADN linfocitario extraido de sangre periférica de un caso

(paciente con cancer de mama/ ovario, preferiblemente joven) en un tubo con EDTA.

A continuacion, se procede en las siguientes 24 horas a la extraccion del DNA
linfocitario. En caso de no disponer de sangre de un caso por haber fallecido, seria

posible la extraccion del DNA de tejido embebido en parafina.

3.4.1.EXTRACCION DEL DNA LINFOCITARIO A PARTIR DE UNA MUESTRA DE
SANGRE PERIFERICA CONSERVADA EN EDTA.

-El aislamiento de ADN en sangre periférica se realiz6 mediante la técnica de
“salting out” tal y como describe Miller y col'®. Se parte de una muestra de 10 ml de
sangre periférica recogida con EDTA que inhibe la agregacion plaquetaria al quelar el
calcio de la sangre. Para lisar los eritrocitos y romper las membranas plasmaticas, se
afiaden 40 ml de STMT (sacarosa 0.32M, tris HCL 1 mM Ph 705, MgCl,, Triton X-100
1%) se deja reposar 5 min a 4° C y se centrifuga a 3500 rpm durante 30 minutos a 4°C.
Decantar el sobrenadante y lavar el sedimento (los nucleos) con la misma solucion 1-2

veces hasta eliminar los restos de hematies.

-Resuspender los nticleos en 4.5 ml de solucion B ( NaCl 0.075M, EDTA
0.024M) afiadir 125 microlitros de SDS 20% y 50 microlitos de proteinaza K (20
mg/ml) con el fin de romper las membranasa nucleares y las proteinas unidas al ADN.

Agitar bien y dejar toda la noche en un bafio con agitacion constante a 42°. Si después
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de 24 horas quedan particulas en suspension se afiaden 20 microlitros de proteinaza K y

se incuba a 55° hasta que desaparezcan.

-Para precipitar los péptidos se afiaden 1.76 ml de NaCl 6M, se agita en vortex
fuertemente durante 15 segundos y se centrifuga a 3500rpm durante 30 minutos a 45°C,

si quedaran particulas en suspension, volver a centrifugar.

-Recoger el sobrenadante y precipitar el ADN con un volumen de isopropanol,
se mezcla por inversion hasta que se forma una medusa compacta. Centrifugra a 3500
rpm durante 30 minutos a 4° C. Lavar el sedimento (ADN) 2 veces con etanol al 70%,
secar bien al aire y resuspender en un volumen adecuado al precipitado obtenido de
tampon TE (tris HCL 10mM ph 7.5, EDTA 0.ImM). Posteriormente se cuantifico el
ADN mediante la lectura de absorbancia a 260 nm. Su pureza se estima hallando el
cociente Absye0/Absas , Si este es mayor de 1.8, la muestra se considera adecuada. La
cuantificacion de ADN se realiza teniendo en cuenta que la unidad de D.O. se
corresponde con 50 nanogramos/microlitro. Una vez cuantificado el ADN, se prepara
una dilucién de trabajo a una concentracion de 50 nanogramos/microlitro. Comprobar el

estado y la cuantificacion de ADN por electroforesis en agarosa al 0.8%.
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3.4.2. AISLAMIENTO DE ADN TUMORAL EMBEBIDO EN PARAFINA.

-El aislamiento de ADN de tejido parafinado se lleva a cabo por el método de

1'° modificado.

Sarkar y co

-Partir de 4 cortes de 10 micras y un corte tefiido con hematoxilina-eosina.
Delimitar la zona tumoral en el tejido tefiido y superponer los cristales con el fin de
sefialar el tumor.

-Quitar el exceso de parafina y calentar en estufa a 65° durante 30 minutos,
desparafinar con Xilol y recoger el tejido en un tubo de 1.5 ml. Rehidratar con etanol de
100%, 70% y 50%. Todos estos pasos se llevan a cabo incubando 15 minutos en todas
las soluciones y centrifugando a méaxima velocidad (13000 rpm) en centrifuga para
tubos eppendorf durante 15 minutos decantar y dejar evaporar el etanol al aire.

-Anadir al tejido desparafinado y rehidratado 1 ml de tampdén de lisis para
parafinas (Tris HCL 10mM ph 8.3, MgCl, 2.5mM, KCI1 50 mM, Tween-20 0.5%) y 10
microlitros de proteinaza K (20 mg/ml), agitar e incubar en un bafio con agitacion a
48°C durante 3 o 4 dias, o hasta que el tejido esté completamente digerido. Si fuera
necesario se afiadiria mas proteinasa K.

-Una vez terminada la disgestion, hervir la muestra 10 minutos para inactivar la
proteinaza K y afadir un volumen de fenol: cloroformo: isoamil alcohol (25:24:1).
Agitar y centrifugar a 4000 rpm/10 minutos. Coger la fase acuosa donde estd el ADN y
afiadir un volumen de cloroformo/isoamil alcohol (24:1) para eliminar el fenol. Agitar
centrifugar a 4000 rpm/ 10 minutos. Coger la fase acuosa y precipitar el ADN con 0.1%

de acetato sddico 3M y 2.5 volumenes de etanol. Dejar toda la noche a —20°C.
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-Centrifugar a velocidad maxima (13000 rpm), decantar y lavar el precipitado de
ADN con etanol al 70%, volver a centrifugar y decantar. Secar el precipitado al aire.
Disolver el ADN en tamp6n TE.

-Valorar el ADN por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%.

3.4.3.VALORACION Y COMPROBACION DEL TAMANO Y ESTADO DEL ADN POR

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

-Para valorar y comprobar el estado de ADN genomico, se utiliza una
concentracion de agarosa del 0.8%. Para comprobar el tamafio de los fragmentos de
ADN amplificados por PCR, se utiliza una concentracion de agarosa al 2%.

-Fundir la agarosa en tampon 0.5XTAE (1XTAE. Tris base 40nM,CH3;COONa x
3H,0 20 mM, EDTA 20 MM, CH3COOH glacial 36 ml y H,O C.S.P. 1000 ml), afiadir
bromuro de etidio (100 microgramos para 100 ml) y rellenar una cuna. Dejar enfriar y
solidificar. Anadir el ADN y un volumen de tampdén de carga 6x (0.25% azul de
bromofenol, 0.25% xilanocianol y 30% glicerol en agua).

-Depositar la muestra con el tampon de carga en el gel y correr la electroforesis en
tampon TAE 0.5X a 80 voltios durante 30 minutos.

-Comprobar el ADN y el tamafio por visualizaciéon con luz ultravioleta. Hacer

una fotografia.
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3.4.4 ELECTROFORESIS EN GELES DE GRADIENTE DESNATURALIZANTE

(DGGE).

-El DGGE es un método de deteccion sistematica que se basa en las
caracteristicas de desnaturalizacion del ADN para diferenciar el ADN mutado del
normal. El principio en que se basa es que segmentos de ADN diferentes sufren una
desnaturalizacion, es decir, pasan de la doble hebra del ADN a hebras simples, a
diferentes temperaturas y a concentraciones diferentes de urea o formamida, productos
desnaturalizantes. Los cambios de tan solo un par de bases pueden modificar las

condiciones de desnaturalizacion del ADN.

La desnaturalizacién modifica la movilidad del ADN en la electroforesis en gel.
En esta técnica, la corriente desplaza los fragmentos de DNA a lo largo de un gradiente
de urea creciente, hasta que empiecen a desnaturalizarse o “fundirse”, y en ese punto su
movimiento se hace mas lento. El ADN mutante puede presentar esta fusiéon a una
concentracion de urea diferente de la del ADN normal y, por tanto, puede iniciar el

movimiento lento en un punto anterior.

En la DGGE, el ADN normal y el ADN a estudiar se desnaturalizan para
producir hebras simples, se mezclan y se deja que vuelvan a unirse. Con ello se obtienen
tres combinaciones de ADN de doble hebra: un homoduplex normal formado por dos
hebras de ADN normales, un homoduplex mutante formado por dos hebras de ADN
mutante, y un heteroduplex normal/ mutante formado por una hebra de ADN normal y
una hebra de ADN mutante. Cada uno de estos productos presenta la desnaturalizacion a

una concentracion de urea diferente, por lo que migran de manera distinta en el gel de
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gradiente. La DGGE del ADN normal creard una sola banda de gel, pero si el ADN ha

sufrido una mutacion, se formaran tres o cuatro bandas de gel.

La técnica del DGGE permite estudiar fragmentos de ADN de entre 300-500
pares de bases. La mayor parte de los amplificados contienen varios dominios de
desnaturalizacion. Una vez alcanzada la temperatura de desnaturalizacion del dominio
mas bajo, la movilidad de la molécula disminuye, por lo que los cambios de bases que
se encuentren en los dominios que alcanzan la desnaturalizacion a temperaturas
superiores, no se resolveran por DGGE. La adicién de un dominio de polinucledtidos G,
C o una combinacion de ambos a uno de los cebadores en su extremo 5, permite evitar
la desnaturalizacion completa de todo el fragmento y asegurar la existencia de un tinico
dominio de desnaturalizacion dentro de cada fragmento, ya que si existieran varios
dominios los cambios producidos en aquellos de mayor Tm no se detectarian. De esta
forma, cada amplificado incorpora en uno de sus extremos la cola de GC, aumentando
la capacidad de deteccién de mutaciones por este método en un rango cercano al 100%.

Todas aquellas variantes detectadas mediante DGGE se secuenciaron para

proceder a su caracterizacion.

3.4.5. SECUENCIACION AUTOMATICA .

Antes de proceder a la reaccion de secuenciacion, los productos amplificados se
purificaron usando “Wizard PCR preps DNA purification system” siguiendo el
protocolo indicado.

El producto de la PCR se mezcla con 100 microlitros de tampon de purificacion

y 1 ml de resina, tras agitar, se deja reposar 1 minuto. Se hace pasar la mezcla a través
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de la columna con ayuda de una jeringa, se lava la columna con 2 ml de isopropanol al
80% vy se transfiere la columna a un tubo de 1.5 ml y se centrifuga a 2 minutos a 10000
g. Para diluir el ADN se afiaden 50 picolitros de TE a la columna, se deja reposar 1
minuto, y tras transferir la columna a un tubo de 1.5 ml se centrifuga a 20 segundos a
10000 g. Los amplificados se secuenciaron mediante el “ Drhodamine cycle sequencing
Kit”. Para realizar la reaccion de secuenciacion se mezclan 4 microlitros de
“Drhodamine terminator ready reaction mix” la cual contiene el tampodn, la enzima Taq
polimerasa y la mezcla de nucleétidos y desoxinucledtidos con 10 moles del primer y
5.5 microlitros del producto de la PCR purificado. La reaccion de secuenciacion consta
de un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94° C durante 5 minutos, seguido de 25 ciclos
de 94° durante 10 segundos, 60° si el primer usado incluye una cola de 40/50 GCs o 50°
en caso de utilizar un primer sin colas de GCs durante 10 segundos, y 60 °C durante 2

minutos y un paso final a 60° durante 7 minutos, y por ultimo a 4°C indefinidamente.

Una vez realizada la reaccion de secuenciacion, los productos se analizaron
mediante electroforesis capilar a 15KW, durante 36 minutos en un secuenciador
automatico ABI 310 (Applied Biosystems). Los resultados se analizaron usando el

programa Sequencing Analisis (Applied Biosystems).

La extraccion de DNA linfocitario a partir de sangre periférica se realizo en el
Laboratorio de Oncologia Molecular del Hospital Clinico de Zaragoza con la

colaboracion del Dr. Javier Godino.
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El estudio genético mediante DGGE y secuenciacion se realizé en el Laboratorio
de Oncologia Molecular del Hospital Clinico San Carlos de Madrid bajo la direccion de
la Dra. Trinidad Caldés y con la colaboracion del Dr. Miguel de la Hoya y del Dr. Pedro

Pérez-Segura.

109



Resultados

4-RESULTADOS
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4.1.SINDROMES DE CANCER HEREDITARIO ESTUDIADOS Y FAMILIAS A

LAS QUE SE LES HA REALIZADO ESTUDIO GENETICO PARA BRCA 1Y

BRCA 2.

Desde 1997 a Enero de 2004 se han estudiado 210 familias en la Consulta de
Consejo Genético y Prevencion del Céncer del Servicio de Oncologia Médica del

Hospital Clinico Lozano Blesa de Zaragoza.

HISTORIA FAMILIAR/SINDROME N° de casos
ASOCIADO

CANCER DE MAMA/OVARIO 126
FAMILIAR

CANCER DE COLON HEREDITARIO 27
NO POLIPOSICO

POLIPOSIS ADENOMATOSA 2
FAMILIAR

MELANOMA FAMILIAR 14
GASTRICO 2
LINFOMAS/LINFOPROLIFERATIVOS 2
NEUROFIBROMATOSIS 1
MISCELANEA 36

TOTAL: 210 FAMILIAS
Tabla 5 :Sindromes de céncer familiar asociados a las familias entrevistadas y nimero de casos
asociados a cada uno de ellos.

De las 126 familias entrevistadas, s6lo 65 de ellas (51.5%), cumplian criterios de

estudio genético de mutaciones de BRCA 1y BRCA 2.
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Doce familias estan pendientes de resultados de BRCA 1 y BRCA 2, por lo que

los resultados disponibles corresponden a 53 familias.

Centrandonos en cancer de mama / ovario familiar los criterios de estudio

genético para BRCA1 / BRCA2 fueron:

1- Criterio 1: Cancer de mama / ovario diagnosticada <40 afios.

2- Criterio 2: Al menos 3 casos de cancer de mama /ovario en 2 & mas

generaciones y al menos uno de ellos diagnosticado antes de los 50 afios.

3- Ciriterio 3: Cancer de mama en var6dn asociado a cancer de mama/ ovario en

familiar de 1° grado.

De esta forma se ha realizado estudio genético completo de BRCA 1/ BRCA 2 en las

siguientes pacientes (tabla 6 y 7):

N° pacientes

Estudio completo de BRCA1y BRCA 2 30
Estudio de solo BRCA1 22
Estudio de solo BRCA2 1
Familias pendientes de resultado de BRCA1 y BRCA 2 12

Tabla 6:Numero de pacientes estudiados para BRCA 1 y BRCA 2

Gen estudiado

N° de casos/

familias
BRCA 1 52
BRCA 2 31
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Es decir, existen 52 familias a las que se ha estudiado mutacion de BRCA 1y 31
familias para BRCA 2 respectivamente. Existe una familia que sdlo se ha estudiado para
BRCA 2. 12 familias estan pendientes de resultados de BRCA 1/ BRCA 2.

En conjunto se han estudiado BRCA 1/ BRCA 2 en 53 familias aragonesas de

alto riesgo de cancer de mama / ovario familiar.
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4.2.FRECUENCIA Y CARACTERISTICAS DE LAS MUTACIONES DE BRCA

1 Y BRCA 2 IDENTIFICADAS EN LA POBLACION ARAGONESA

ESTUDIADA.

4.2.1. NUMERO DE FAMILIAS CON MUTACIONES DE BRCA I/BRCA 2.

Se han identificado tres mutaciones de BRCA 1 en 52 familias estudiadas (5.76%) y 6

mutaciones de BRCA 2 en 31 familias (19.35%). (tabla 8)

gen n° de familias n° de mutaciones | % de mutaciones
estudiadas identificadas

BRCA 1 52 3 5.76%

BRCA 2 31 6 19.35%

Tabla 8:Familias estudiadas y mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 identificadas en ellas.

4.2.2.NUMERO DE FAMILIAS CON VARIANTES SIN CLASIFICAR O DE SIGNIFICADO

INCIERTO DE BRCA 1 /BRCA 2.

Se han identificado en nuestra serie 6 variantes sin clasificar o de significado incierto
de BRCA 1 (11.53%) en las 52 familias y 7 de BRCA 2 (22.58%) en las 31 familias

estudiadas para BRCA 2. (tabla 9)

gen n° de familias n° de variantes sin % de variantes
estudiadas clasificar identificadas | clasificar

BRCA 1 52 6 11.53%

BRCA2 31 7 22.58%

Tabla 9:Familias estudiadas y variantes sin clasificar de BRCA 1 y BRCA 2 identificadas en ellas.
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4.2.3.NUMERO DE FAMILIAS CON _MUTACIONES Y VARIANTES SIN CLASIFICAR O DE

SIGNIFICADO INCIERTO DE BRCA 1/ BRCA 2.

En conjunto, se han identificado 9 mutaciones y variantes sin clasificar de BRCA 1

(17.3%) y 13 de BRCA 2 (41.92%), respectivamente. (tabla 10)

gen n° de familias | n° de mutaciones y| % de mutaciones y
estudiadas variantes sin | variantes sin
clasificar clasificar
identificadas
BRCA 1 52 9 17.30%
BRCA 2 31 13 41.92%

Tabla 10:Numero de mutaciones y variantes sin clasificar de BRCA 1 y BRCA 2 identificadas.
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4.2.4. MUTACIONES DE BRCA 1 /BRCA 2 IDENTIFICADAS

gen n’ de | Mutacion
casos identificada
BRCA1 |1 1389insAG stop1393
BRCA1 |1 1181delGT
BRCA1 |1 3888delGA
BRCA2 |1 8067insTTstop2694
BRCA2 |1 2139delA
BRCA2 |1 Ser1955X
BRCA2 |1 Tyr3006stop
BRCA2 |1 1709delGATTA stop codon
1715stop
BRCA2 |1 1166delC

Tabla 11: Mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 identificadas.
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4.2.5. VARIANTES SIN CLASIFICAR DE BRCA 1 /BRCA 2 IDENTIFICADAS

gen variante sin clasificar
BRCA 1 Glul038Gly ; Ser1040Asn*
BRCA 1 Ser1040Asn*

BRCA 1 Ser1512Ile

BRCA 1 Ser1040Asn*

BRCA 1 IVS13-10

BRCA 1 Ser1040Asn*

BRCA 2 Ser2483Gly

BRCA 2 lle3412Val

BRCA 2 IVS1-35 C/G

BRCA 2 Asn991Asp

BRCA 2 Thr1915Met

BRCA 2 IVS2-7 T>A

BRCA 2 Arg2034Cys

Tabla 12: Variantes sin clasificar de BRCA 1 y BRCA 2 identificadas

* Existen una variante sin clasificar de BRCA 1 ( Ser1040Asn) que se repite en

cuatro familias estudiadas.
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4.3.CARACTERISTICAS DE_LAS MUTACIONES DE BRCA 1 Y BRCA 2

IDENTIFICADAS EN LA POBLACION ARAGONESA.

gen n’ de | mutacion
casos
BRCA1 |1 1389insAG stop1393
BRCA1 |1 1181delGT
BRCA1 |1 3888delGA
BRCA2 |1 8067insTTstop2694
BRCA2 |1 2139delA
BRCA2 |1 Ser1955X
BRCA2 |1 Tyr3006stop
BRCA2 |1 1709delGATTA stop codon
1715stop
BRCA2 |1 1166delC

Tabla 13: Mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 identificadas.

Al contrario de lo que ocurre en las series de pacientes de alto riesgo de cancer

de mama/ ovario publicadas hasta la fecha en Europa y Espafia, en nuestra serie, existe

un numero superior de mutaciones de BRCA 2 (6) sobre el de mutaciones de BRCA 1

(3), siendo el nimero de pacientes estudiadas para BRCA 2 inferior (51 familias versus

31), lo que establece segun nuestros resultados una alta frecuencia de mutaciones de

BRCA 2 en la poblacién aragonesa.
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Las 9 mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 identificadas en nuestra serie (tabla 13)
son todas diferentes, no identificandose ninguna mutacion que pudiéramos considerar
fundadora de la poblacion aragonesa. No se identifica ninguna mutacion de las
establecidas en otros estudios sobre la poblacion espafiola publicados hasta la fecha. Por
tanto, podemos considerar a la poblacion aragonesa como una poblacion heterogénea,
sin mutaciones fundadoras de BRCA 1 / BRCA 2, segtn los resultados obtenidos en

nuestra serie de familias de alto riesgo.
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4.4.FRECUENCIA DE MUTACIONES DE BRCA 1 Y BRCA 2 SEGUN LA

HISTORIA FAMILIAR /CRITERIOS DE ESTUDIO.

Criterios de estudio de mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en la poblacion
aragonesa:

-Criteriol: cancer de mama /ovario diagnosticada < 40 afios.

-Criterio 2: Al menos 3 casos de cancer de mama /ovario en 2 & mas
generaciones y al menos uno de ellos diagnosticado antes de los 50 afios.

-Criterio 3: Cancer de mama en el vardn asociado a cancer de mama / ovario en

primera generacion.

44.1.BRCA 1

Dos de las tres familias con mutaciones de BRCA 1 identificadas
presentaban el criterio n° 2 (66.6%), mientras que la mutacion restante correspondia al
criterio n° 1 (33.3%). Cuatro variantes sin clasificar de BRCA 1 pertenecian al criterio
de seleccion n° 2 (66.6%), mientras que una pertenecia al criterio n® 1(16.6%) vy otra, al
criterio n° 3 (16.6%) (tabla 14). Podemos afirmar que en nuestra serie, la asociacion con
el criterio n° 2 es la mas frecuente en las mutaciones y variantes sin clasificar

identificadas de BRCA 1.

ASOCIACION A | ASOCIACION A |ASOCIACION A |[TOTAL
CRITERIO 1 CRITERIO 2 CRITERIO 3

MUTACIONES  DE 1 2 0

BRCA 1

VSC DE BRCA 1 1 4 1

MUTACIONES + VSC 2 6 1

DE BRCA 1 120
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Tabla 14: Asociacion entre mutaciones de BRCA 1 y VSC de BRCA 1 con los criterios de seleccion para
estudio genético. (VSC: variante sin clasificar)

Tabla 15:Asociacion entre mutaciones de BRCA 1 y criterios de seleccion para estudio genético.

N° de pacientes N° de % de % de
seleccionados | mutaciones de | mutaciones de | mutaciones del
Criterio por dicho BRCA 1 BRCA 1 total
criterio identificadas identificadas identificadas
en dicho en cada
criterio criterio
Criterio 1 22 1 4.54% 33.3%
Criterio 2 26 2 7.69% 66.6%
Criterio 3 4 0 0% 0%

La frecuencia de identificacion de mutaciones de BRCA 1 en el criterio n° 2
era de 7.69%, superior a la frecuencia en el grupo n° 1 (4.54%). No se identifico
ninguna mutaciéon de BRCA 1 seleccionada con el criterio n° 3.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el
resultado del estudio genético de BRCA 1 y los criterios de seleccion para estudio
genético (Test exacto de Fisher > 0.05), aunque entre las pacientes que fueron
seleccionadas por el criterio nimero 2 se observd una mayor tendencia de identificacion
de mutaciones y variantes sin clasificar de BRCA 1.

La paciente con mutacion de BRCA 1 identificada en el criterio n° 1 era una
paciente de 23 afios intervenida de un carcinoma de mama sin historia familiar de
cancer. No se identificod mutaciéon de BRCA 1 en las 4 familias que asociaban cancer de

mama en el varén asociado a cancer de mama en familiares de primer o segundo grado.
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Similar comportamiento existe con las variantes sin clasificar de BRCA 1, de las

cuales, 4 se asociaban al criterio n® 2 , una al criterio n° 1 y otra al criterio n° 3. (tabla

16)
Criterio N° de pacientes | N°de VSCde | % de VSCde | % de VSC de
seleccionados BRCA 1 BRCA 1 BRCA 1 del
por dicho identificadas identificadas total
criterio en dicho en cada identificadas
criterio criterio

Criterio 1 22 1 4.54% 16.66%

Criterio 2 26 4 15.38% 66.6%

Criterio 3 4 1 25% 16.66%

Tabla 16: Asociacion entre VSC de BRCA 1 y criterios de seleccion para estudio genético

Dados estos resultados podemos considerar al criterio n® 2, tanto para las

mutaciones como para las variantes sin clasificar de BRCA 1, como el mas til a la hora

de identificar alteraciones en este gen, aunque sin encontrar diferencias estadisticamente

significativas (Test exacto de Fisher>0.05).
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4.42.BRCA 2

En cuanto a BRCA 2, cinco de las seis mutaciones identificadas se asociaban al
criterio n° 2 (83.3%), mientras que una de ellas se asociaba al criterio n® 3 (16.6%).
Ninguna de las mutaciones de BRCA 2 se asocid al criterio de seleccion n® 1. Similar
comportamiento existe entre las 7 variantes sin clasificar de BRCA 2 identificadas, de
las cuales 5 presentan el criterio n® 2 (71.4%), una el criterio n° 1 y otra el criterio n°® 3

respectivamente (14.28%). (tabla 17)

A destacar dentro de las mutaciones de BRCA 2 identificadas en nuestra serie,
que dentro del criterio de seleccion n°® 2, la frecuencia de mutaciones de BRCA 2 es de
22.72% y del 20% en el criterio n° 3, por lo que podriamos considerar utiles estos

criterios de seleccion para estudio de BRCA 2. (tabla 18)

Dentro del criterio n°® 3 en el que se asocia cancer de mama en el varén, un 20%
(1 caso / 5 estudiados), presenta mutacion de BRCA 2, otro 20% presenta variante sin
clasificar de BRCA 2, es decir, que en un 40% de las familias estudiadas se identifican
alteraciones de BRCA 2, incrementandose la rentabilidad de estudio de BRCA 2 en este

subgrupo de familias

Las variantes sin clasificar de BRCA 2 identificadas en nuestra serie se asocian
de manera clara al criterio de seleccion n°® 2, perteneciendo a ¢l 5 de las 7 variantes

identificadas ( 71.42%). (tabla 19)
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ASOCIACION A |ASOCIACION A [ASOCIACION A |TOTAL
CRITERIO 1 CRITERIO 2 CRITERIO 3
MUTACIONES 0 5 1 6
DE BRCA 2
VSC DE BRCA 2 1 5 1 7
MUTACIONES + 1 10 2 13
VSC DE BRCA 2

Tabla 17:Asociacién entre mutaciones y VSC de BRCA 2 con los criterios de seleccién para
estudio genético. (VSC: variante sin clasificar)

N°de N° de mutaciones | % de mutaciones de | % de mutaciones

Criterio pacientes de BRCA 2 BRCA 2 de BRCA 2 del

seleccionados | identificadas en | identificadas en cada | total identificadas

por dicho dicho criterio criterio
criterio

Criterio 1 4 0 0% 0%
Criterio 2 22 5 83.33% 22.72%
Criterio 3 5 1 16.66% 20%

Tabla 18:Asociacion entre mutaciones de BRCA 2 y criterios de seleccion para estudio genético.

N° de pacientes | N°de VSCde | % de VSCde | % de VSC de
seleccionadas BRCA 2 BRCA 2 BRCA 2 del
Criterio por dicho identificadas identificadas total
criterio en dicho en cada identificadas
criterio criterio

Criterio 1 4 1 25% 14.28%

Criterio 2 22 5 22.75% 71.42%

Criterio 3 5 1 20% 14.28%

Tabla 19:Asociacion entre VSC de BRCA 2 y criterios de seleccion para estudio genético
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No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el
resultado del estudio genético de BRCA 2 y los criterios de seleccion para estudio
genético (Test exacto de Fisher >0.05). Se observa una mayor tendencia a presentar
mutacion y/o variante sin clasificar de BRCA 2 en las pacientes que cumplen el criterio

de seleccion n® 2.
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4.5. FRECUENCIA DE MUTACIONES DE BRCA 1 Y BRCA 2 SEGUN LA

HISTORIA FAMILIAR DE CANCER DE OVARIO

4.5.1.BRCA 1
N °DE MUTACIONES % DE VSC DE % DE VSC
FAMILIAS DE BRCA1 |MUTACIONES BRCA 1 DE BRCA
ESTUDIADAS DE BRCA 1 1
Asociacion
con cancer 15 2 13.33% 3 20%
de ovario
en 1° o 2°
generacion
No cancer
de ovario 37 1 2.76% 3 8.10%
en la
historia
familiar
total 52 3 5.76% 6 17.30%

Tabla 20: Mutaciones y variantes sin clasificar de BRCA 1 segun la historia familiar de cancer de ovario.

Dos de las tres mutaciones de BRCA 1 en nuestro grupo de pacientes estudiadas
(1 66.6 %) se identificaron entre familias que portaban en 1° ¢ 2* generacion algun caso
de céncer de ovario, que eran el 28.8% de las familias estudiadas para BRCA 1. Si
consideramos la presencia de al menos un caso de cancer de ovario en la familia, este
subgrupo tendria una frecuencia de mutacion de BRCA 1 del 13.33% en comparacion
con el 5.76% de la muestra global, es decir, aumentariamos mas de dos veces la
probabilidad de identificar mutaciones de BRCA 1. La frecuencia de mutaciones de
BRCA 1 entre las 37 familias que no presentaban agregacion familiar con cancer de

ovario era del 2.76%. (tabla 20)
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La presencia de cancer de ovario en la familia es un factor a tener en cuenta ya
que incrementa considerablemente la posibilidad de identificar mutaciones de BRCA 1

en nuestra serie. Estos datos son congruentes con los publicados hasta la fecha.

Similar comportamiento existe con las variantes sin clasificar o de significado
incierto de BRCA 1. La frecuencia de aparicion se incrementa en el subgrupo que
asocia historia familiar de cancer de ovario, con una frecuencia de variantes sin
clasificar del 20% en comparacién con el 8.10% del grupo sin presencia de cancer de

ovario en la familia.

A pesar de estas tendencias, no existen diferencias significativas entre la
presencia de cancer de ovario en la historia familiar y la identificacion de mutaciones

y/o variantes sin clasificar de BRCA 1. (Test exacto de Fisher: 0.109)

N°DE MUTACIONES % de VSCDE | % de VSC
FAMILIAS| DEBRCA1 mutaciones | BRCA 1 en cada

en cada grupo
grupo

1 caso de cancer de 10 0 0% 2 20%

ovario

2 casos de cancer de 3 1 33.3% 1 33.3%

ovario

3 6 >3 casos de 2 1 50% 0 0%

cancer de ovario

Total familias que 15 2 13.33% 3 20%

asocian cancer de

ovario

Tabla 21:Mutaciones y VSC de BRCA 1 segun el nimero de casos de cancer de ovario en la familia.
VSC: variante sin clasificar.

La posibilidad de identificar mutaciones de BRCA 1 se incrementa con el

niamero de familiares de 1° o 2° grado con céncer de ovario. Asi las dos mutaciones
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asociadas a cancer de ovario en familiares de 1° y 2° grado tenian 2 6 mas casos de
cancer de ovario diagnosticados en la familia.(tabla 21).

Esta asociacion entre el n® de casos de cancer de ovario en la familia y la
posibilidad de identificar mutaciones de BRCA 1 es significativa desde el punto de vista
estadistico con Test exacto de Fisher : 0.042. Utilizando el test de Kruskal-Wallis, las

diferencias no alcanzan significacion estadistica (p: 0.128)

Similar comportamiento presentan en nuestra serie las variantes sin clasificar de
BRCA 1, pero sin evidenciarse diferencias estadisticamente significativas. (Test exacto

de Fisher>0.05)

La presencia de cancer de ovario en la familia es un indicador de aumento de
probabilidad de identificar mutaciones y variantes sin clasificar de BRCA 1. Cuanto
mayor es el numero de familiares con cancer de ovario, mayor es la probabilidad de

identificar mutaciones y variantes sin clasificar de BRCA 1 en nuestra serie.
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4.5.2.BRCA 2
N°DE MUTACIONES % DE VSC DE % DE VSC
FAMILIAS DE BRCA2 |MUTACIONES BRCA 2 DE BRCA 2
ESTUDIADAS DE BRCA2
Asociacion
con cancer de 11 2 18.18% 3 27.27%
ovario en 1° 6
2% generacién
No historia
familiar de 20 4 20% 4 20%
cancer de
ovario
total 31 6 19.35 7 22.58%

Tabla 22:Mutaciones y VSC de BRCA 2 segtin la historia familiar de cancer de ovario.

A diferencia de lo que ocurre en BRCA 1, en nuestra serie, la presencia de

cancer de ovario en la familia no incrementa la posibilidad de identificar mutaciones de

BRCA 2, con porcentajes de mutacion de BRCA 2 del 18.18% para las familias que

asocian cancer de ovario frente al 20% de aquellas que no tienen asociacion con cancer

de ovario. (tabla 22)

Similares resultados obtenemos en cuanto a variantes sin clasificar de BRCA 2,

donde la presencia de cancer de ovario en la familia no es un indicador de mayor

frecuencia de variantes sin clasificar o de significado incierto de BRCA 2. (tabla 22)

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre la identificacion

de mutaciones y variantes sin clasificar de BRCA 2 y la presencia de cancer de ovario

en la historia familiar. (Test exacto de Fisher: p>0.05)
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4.6. FRECUENCIA DE MUTACIONES DE BRCA 1 Y BRCA 2 SEGUN LA

HISTORIA FAMILIAR DE CANCER DE MAMA BILATERAL

En 5 familias de las 52 estudiadas para identificar mutacion de BRCA 1 existia
algin caso de cancer de mama bilateral (9.61%), y en ninguna de ellas se identifico

mutacion de BRCA 1. (tabla 23)

En cuanto a BRCA 2, 3 familias de las 31 estudiadas para identificar mutacion
de BRCA 2 presentaban algiin caso de cancer de mama bilateral (9.67%) y en una de

ellas se identific6 mutacion de BRCA 2 (33%).

N° de Total de % de familias | Mutaciones % de
familias con familias que identificadas mutaciones
algun caso estudiadas presentaban identificadas
de cancer de algin caso de en familias
mama cancer de con ca. mama
bilateral mama bilateral
bilateral
BRCA 1 5 52 9.61% 0 0%
BRCA 2 3 31 9.67% 1 33%

Tabla 23:Mutaciones en familias con cancer de mama bilateral

A destacar que todas las familias que presentaban algin caso de cancer de mama
bilateral, habian sido seleccionadas segun el criterio n® 2 ( al menos 3 casos de cancer
de mama / ovario en al menos dos generaciones y uno de los casos diagnosticado antes
de los 50 afios), por lo que eran familias de alta carga familiar que no presentaban

asociacion a cancer de mama en el varon.
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No se identifico ninguna variante sin clasificar de BRCA 1 o BRCA 2 entre las

familias que presentaban algun caso de cancer de mama bilateral.

Podemos considerar que en nuestra serie la presencia de cancer de mama
bilateral en la familia incrementa la posibilidad de identificar mutaciones de BRCA 2,
pero no de BRCAI1, pero estos resultados son carentes de significacion estadistica (Test

exacto de Fisher >0.05).
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4.7.ESTUDIO DE HISTORIA FAMILIAR DE ALTO RIESGO DE CANCER DE

MAMA EN UNA SERIE DE 50 PACIENTES CONSECUTIVAS VALORADAS EN

LA CONSULTA DE ONCOLOGIA MAMARIA DEL HOSPITAL CLINICO DE

ZARAGOZA.

Se ha realizado historia familiar detallada a 50 pacientes consecutivas que
acudian como pacientes de 1° dia por presentar cancer de mama a la Consulta de
Oncologia del Hospital Clinico Lozano Blesa de Zaragoza con el objetivo de determinar
la frecuencia de historia familiar de alto riesgo de cdncer de mama en la poblacion
aragonesa.

Desde abril a noviembre de 2003 se ha realizado historia familiar oncolédgica
detallada a 50 mujeres con especial atencion a los antecedentes oncologicos en familiares

de 1°y 2° grado.

Los resultados han sido los siguientes:

1-Todas las primeras visitas de cancer de mama han sido en mujeres. No se ha

valorado en este periodo de tiempo ningln vardn con cancer de mama.

2-La edad media del caso que consulta en 1? visita fue de 55.9 afios (rango: 36-84).

3-Ninguna de las pacientes presentaba cancer de mama bilateral y ninguna

historia familiar identificaba familiares afectos de cancer de mama bilateral.
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4-Existe 1.3 casos de cancer de mama por familia investigando familiares de 1°y
2° grado. En 36 familias solo existia un caso de cancer de mama que era el que
acudia a la consulta, con una edad media de 56.05 afios (rango: 37-84). Otras 12
familias presentaban 2 casos de cancer de mama, con una media de edad de

57.08 anos (rango 33-69).

5-La media de edad del diagndstico mas joven de cancer de mama en la familia

era de 53.64 anos (rango: 33-84).

6-Solo 3 familias tenian algin caso de cancer de mama/ ovario en 1* o 2%

generacion (6%).

7-En 20 familias (40%,) no se identificaban antecedentes oncologicos de ningin

tipo en 1* 6 2% generacion.

8-Los tumores mas frecuentemente asociados en las familias estudiadas eran

colorrectales, prostata, pulmon, gastrico y laringe.

9-Solo 2 familias (4%) cumplirian criterios de estudio de mutaciones de BRCA

1 / BRCA 2 en esta serie de 50 pacientes consecutivas.
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La aplicacion de los test genéticos en Medicina ha sido un paso clave en la
busqueda de una causa transmisible en la génesis de las enfermedades. La introduccion,
gracias al desarrollo de las técnicas de laboratorio, de los test genéticos en la practica
clinica oncoldgica habitual, ha posibilitado el estudio de las causas de predisposicion
hereditaria al cancer y el avance de conocimientos del que disponemos en tan solo una

década.

Dentro de la Oncologia Clinica, dada la frecuencia con la que nos encontramos,
son las asociaciones familiares de cancer de mama y de tumores colorrectales las mas
frecuentes y por consiguiente, las mas estudiadas y desarrolladas hasta la fecha en
Estados Unidos y Europa Occidental. La aplicacion de los test genéticos a estas familias
ha sido un paso clave para poder estudiar la génesis de la predisposicion hereditaria al
cancer que se viene presentando en ellas a lo largo de varias generaciones y aplicar
medidas de seguimiento o diagndstico precoz tanto como de cirugia profilactica en

aquellas situaciones que asi lo requirieran.

Dentro de los sindromes de cancer hereditario considerados habituales, el
sindrome de cancer de mama / ovario familiar es uno de los mas frecuentes y objeto de

estudio de este trabajo.

Los datos de los que disponemos hasta la fecha sobre mutaciones de BRCA 1y
BRCA 2 en familias de alto riesgo de cancer de mama se iniciaron entre subgrupos de
poblacion de alto riesgo, la mayoria de ellos americanos, en los cuales se estudiaron la
frecuencia de mutaciones ,los criterios de mayor riesgo de ser portador de mutaciéon de

BRCA 1 y BRCA 2 y la penetrancia de las mutaciones de estos genes para los tumores
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de mama y de ovario. A partir de estos datos iniciales, han surgido un gran niimero de
trabajos sobre mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en distintas poblaciones, a destacar en

la poblacion de origen judio ashkenazi, la cual ha sido estudiada exhaustivamente.

Con este trabajo se describe por primera vez la frecuencia y caracteristicas de las
mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en la poblacion aragonesa de alto riesgo de cancer
de mama y /o ovario familiar, con el objetivo de estimar la frecuencia de mutaciones
dentro de esta poblacion, identificar factores que impliquen una mayor probabilidad de
ser portador de mutaciéon de BRCA 1 y BRCA 2 y analizar mutaciones que se pudieran

considerar recurrentes o propias de esta poblacion.

En la serie de pacientes aragonesas, se han estudiado mutaciones de BRCA 1y
BRCA 2 en 30 familias, s6lo de BRCA 1 en 22 familias y s6lo BRCA 2 en una familia.
Se han identificado 9 mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en estas 53 familias (16.98%)
de alto riesgo de cancer de mama y/ o ovario familiar basado en criterios clinicos
familiares. Esto supone una frecuencia de mutaciones ligeramente inferior que en la
mayoria de las serie publicadas hasta la fecha. De todas ellas, 3 mutaciones
corresponden a mutaciones de BRCA 1, que fueron identificadas en 52 familias
estudiadas para BRCA 1 con una frecuencia de mutacion de 5.76% y 6 mutaciones
corresponden a BRCA 2 entre 31 familias estudiadas para BRCA 2, con una frecuencia

de mutacion del 19.35%.

Se han identificado, al igual que ocurre en otras poblaciones, un alto niumero de
variantes sin clasificar o de significado incierto de BRCA 1 y BRCA 2, hallandose 6

variantes de BRCA 1 (11.53%) y 7 variantes de BRCA 2 (22.58%). Estos hallazgos
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implican un esfuerzo adicional para el asesoramiento familiar dado que no es posible
afirmar ni descartar a priori la implicacion de estas variantes del gen en la génesis del

cancer que presenta la familia estudiada.

Dentro de los criterios de seleccion clinicos de las familias previo a la
realizacion de los test de BRCA 1 y BRCA 2, la asociacion de mas de tres casos de
cancer de mama y / o ovario en una misma familia en al menos dos generaciones y uno
de ellos diagnosticado antes de los 50 anos ha sido el mas eficaz a la hora de seleccionar
familias aragonesas portadoras de mutacion. Pertenecen a este criterio dos de las tres
mutaciones de BRCA 1, con un 7.69% de identificacion de mutacion entre las familias
estudiadas segun dicho criterio y cinco de las seis mutaciones de BRCA 2, con un
22.72% de identificacion de mutaciones entre los individuos seleccionados para estudio
mediante este criterio. Estos resultados obtenidos en la presente serie sobre la poblacién

aragonesa son concordantes con el estudio de Diez et al. sobre la poblacion espaiola.

La presencia en la historia familiar de cancer de ovario incrementa la
probabilidad de identificar mutaciones de BRCA 1 del 2.76% de las familias sin
asociacion familiar con cancer de ovario al 13.33% de las familias con al menos un caso
de cancer de ovario. Estos datos se consolidan cuanto mayor es el nimero de casos de
cancer de ovario en la familia, con significacion estadistica en nuestra serie, y que
corroboran estudios previos sobre la implicacion del cancer de ovario en la

identificacion de mutaciones de BRCA 1.

La identificaciéon de algin caso de cancer de mama bilateral en la serie se

produjo en 5 familias estudiadas para BRCA 1 y 3 para BRCA 2, objetivandose
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unicamente una familia con mutacion de BRCA 2, por lo que no es posible afirmar con
estos datos una mayor frecuencia de mutacion de BRCA 1 y BRCA 2 en las familias
que presentan algiin caso de cancer de mama bilateral entre la poblacion aragonesa

estudiada.

Al contrario de lo que ocurre en la mayoria de las series poblacionales sobre
mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en poblaciones de alto riesgo, en la poblacion
aragonesa el nimero y frecuencia de mutaciones de BRCA 2 es superior al de BRCA 1,
con una baja frecuencia de identificacion de mutaciones de BRCA 1. La frecuencia de
mutaciones de BRCA 2 en la serie aragonesa es equiparable o ligeramente superior a la

establecida en otras poblaciones con similares criterios de seleccion.

Las series poblacionales mas amplias de pacientes de alto riesgo estudiadas para
BRCA 1 y BRCA 2 corresponden a la poblacioén de origen judio ashkenazi. En ella, el
2.5% de la poblacion general es portadora de una de las 3 mutaciones fundadoras de
BRCA 1 y BRCA 2 que son 185del AG y 5382insC para BRCA 1 y 6174delT para
BRCA 2. El 29% de las mujeres de origen judio diagnosticadas de céncer de ovario
portan una de las 3 mutaciones fundadoras de esta poblacion y entre familias con
agregacion de cancer de mama, un 44% portan una de las 3 mutaciones fundadoras
antes descritas. Son muy poco frecuentes otras mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2
diferentes de las mutaciones fundadoras. Entre la poblacién canadiense de origen
francés de Québec también han sido identificadas mutaciones recurrentes, destacando la
mutacion C44446T de BRCA 1 y la 8765delAG de BRCA 2, considerando a ambas
mutaciones fundadoras de dicha poblacion. Los estudios realizados entre la poblacion

islandesa, una de las de menor mestizaje del mundo, ponen de manifiesto la presencia
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de una mutacion fundadora de BRCA 2 (999del5), siendo con mucho la mutacion mas
frecuente de entre las identificadas.

Entre la poblacion espafiola existen escasos datos sobre las caracteristicas de las
mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 entre poblacion de alto riesgo. El mas amplio y
reciente estudio identifica 60 mutaciones de BRCA 1 (14.63%) y 53 de BRCA 2
(12.92%) entre 410 familias estudiadas de alto riesgo. De las 53 mutaciones distintas
observadas en BRCA 1y BRCA 2, 22 de ellas son nuevas, no conocidas previamente y
12 de ellas s6lo se habian identificado previamente en familias espafolas. La
prevalencia de mutaciones para BRCA 1 / BRCA 2 en estas familias es del 26.3%,
aumentandose ese porcentaje al 52.1% si consideramos s6lo a las familias que portaban
casos de cancer de mama y de cancer de ovario. De las familias que portaban algtin caso

de cancer de mama en el varon, el 59.1% presentaban mutacion de BRCA 2.'"

Varios estudios han puesto de manifiesto el escaso nimero de mutaciones
recurrentes en la poblacion espafola. Llort G et al describen 13 mutaciones de BRCA 1
y BRCA 2 entre 35 familias de alto riesgo de cancer de mama / ovario y s6lo 3 de ellas

194

habian sido identificadas previamente en Espafia . Otro estudio sobre familias de alto

riesgo de Galicia y Norte de Portugal ha puesto de manifiesto la presencia de un
porcentaje elevado de mutaciones no previamente descritas de BRCA 1y BRCA 2 ',
Otro estudio en 29 familias gallegas con cancer de mama y cancer de mama / ovario

puso de manifiesto la presencia de 8§ mutaciones, todas ellas de BRCA 1, y una de ellas,

BRCA 1 330 A>G se identifico en 4 familias ( 50% de las mutaciones)'* .

Todas las mutaciones identificadas en la serie de pacientes aragonesas so6lo se

han identificado en una unica familia, por lo que, no existen dos familias con la misma
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mutacion. Asimismo, todas las mutaciones detectadas son de nueva descripcion, es
decir, no han sido identificadas en otras poblaciones, en las que muchas veces se
identifican mutaciones fundadoras que se repiten con frecuencia. Estos datos podrian ser
explicados por la gran heterogenicidad de origenes de la poblacion espaifiola, con raices
iberas, arabes, centroeuropeas y caucasicas que explicarian la variedad de las
mutaciones identificadas en la poblacion espafiola y en particular en la aragonesa, punto
de confluencia y camino de migraciones en Espaiia a lo largo de la Historia. Podriamos
afirmar segun los resultados de las series de pacientes espafiolas mas amplias y de la
presente serie estudiada que la poblacion espafiola y aragonesa no presenta mutaciones
fundadoras o recurrentes de BRCA 1 y BRCA 2 entre la poblacion de alto riesgo

estudiada.

Mencidén especial merecen las posibilidades de prevencion y diagndstico precoz
que se ofrecen a las pacientes portadoras de mutacion de BRCA 1 y BRCA 2. Hasta
fechas recientes no se disponia de evidencia cientifica clara del beneficio de la cirugia
profilactica, tanto de la salpingooforectomia bilateral como de la mastectomia bilateral
profilactica. Hoy conocemos que ambos procedimientos quirdrgicos aportan una
elevada reduccion  del riesgo de desarrollar cancer de ovario y de mama
respectivamente, asociado también a la disminucion del riesgo de cancer de mama en
aquellas mujeres portadoras de mutacién que se someten a una salpingooforectomia
bilateral en edad premenopdausica. Dados estos resultados, la cirugia profilactica debe
ofrecerse de manera individualizada a las pacientes portadoras de mutaciéon de BRCA 1
y/ 0 BRCA 2. Un reciente estudio de Rebbeck et al'®® corrobora estos datos estimando
que la reduccion del riesgo de cancer de mama tras una mastectomia bilateral

profilactica podria llegar a superar el 90%.
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Asociado a estos procedimientos quirdrgicos preventivos, existen estudios en
marcha que clarificaran el papel de la quimioprevencion en pacientes portadoras de
mutaciéon de BRCA 1 y/ BRCA 2. Todo ello, asociado a cada vez mayor consenso en
cuanto al seguimiento y control de estas pacientes, permitira en un futuro disminuir la

incidencia y mortalidad del cancer de mama / ovario.

Con los resultados de nuestra serie y de las series de pacientes publicadas hasta
la fecha podriamos considerar que la estrategia de identificaciéon de familias con
mutaciéon de BRCA 1 y BRCA 2 basada en criterios familiares exclusivamente clinicos
tiene puntos débiles a la hora de seleccionar pacientes de alto riesgo y obtener una
frecuencia considerable de mutaciones dada la laboriosidad y el coste de los test para

BRCA 1y BRCA 2.

La presencia de una historia familiar de cancer poco representativa es uno de los
posibles factores a tener en cuenta para proceder a identificar familias de riesgo a las
que ofrecer un estudio genético.

Debemos considerar a la hora de la indicacion del test genético a familias
pequenias, con descendencia unica, situacion que a veces puede ocurrir en varias
generaciones, en las cuales, la posibilidad de sospecha de una herencia transmitida son
menores dado que el numero de casos de cancer es reducido debido a que son pocos
individuos. El riesgo de transmision de la mutacion es del 50% a cada uno de los
descendientes y la penetrancia de las mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 no es completa
para los tumores de mama y ovario. Esto puede generar que familias portadoras de
mutacion no sean identificadas porque no cumplen criterios de seleccion basados hoy en

dia mayoritariamente en una historia familiar de cancer.

141



Discusion

Asociado a este aspecto, debemos destacar que la transmision de BRCA 1y
BRCA 2 puede llevarse a cabo por via paterna en muchas de las familias por lo que no
es improbable que exista alguna generacion que no presente neoplasia al ser el vardn el
portador de la mutacion.

Por estas dos circunstancias, familias poco numerosas con escaso nimero de
casos de cancer y por la posibilidad de herencia via paterna en muchas ocasiones, es
cuestionable la utilizacidon exclusiva de criterios familiares de agregacion de cancer
considerando que un nimero no despreciable de familias podrian ser excluidas del
estudio genético unicamente por este motivo. La aparicion posterior de casos de cancer
en estas familias desechadas para estudio genético podria replantear la indicacion de

estudio de BRCA 1 y BRCA 2 e incluso cuestiones legales.

La serie de familias de la que ha sido cuestion este estudio y la bibliografia
existente hasta la fecha pone de manifiesto la baja predictibilidad de mutaciones de
BRCA 1 y BRCA 2 a priori en familias de alto riesgo de cancer de mama y/ o ovario
familiar.

Esto supone que solo una pequefia parte de los pacientes seleccionados con
criterios de riesgo, son portadores de una mutacion de BRCA 1 y BRCA 2. Este hecho
origina dificultad para el acceso a los test genéticos actuales dado el coste, la

laboriosidad y en ocasiones un nimero de mutaciones inferior al esperado.

La aplicacion de modelos de prediccion de riesgo previo a la realizacion del

estudio genético podria incrementar la rentabilidad del estudio genético al evitarlo en
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familias etiquetadas de no alto riesgo, aunque seguramente quedaria sin identificar
alguna familia portadora de mutacion .

Se han estudiado varios modelos de estimacion de riesgo en distintas
poblaciones basados en modelos de regresion logistica validados por  personal
estadistico que ponen de manifiesto un incremento de la predictibilidad de ser portador
de una mutacién de BRCA 1 6 BRCA 2. Estos modelos podrian ser utiles en la practica
clinica en las Unidades de Consejo Genético. Existe un estudio de De la Hoya et al'”’,
que ha demostrado que la aplicacion de estos modelos en la poblacion espafiola de alto
riesgo incrementaria la probabilidad de identificar familias portadoras de mutacion. No

obstante, la aplicacion de esta herramienta no estd generalizada a dia de hoy entre las

Unidades de Consejo Genético.

BRCAPRO es un programa informatico que constituye un modelo estadistico
para calcular la probabilidad individual de ser portador de una mutacion deletérea de
BRCA 1, 2 o ambos basandose en el historial personal y familiar de cdncer de mama y
de ovario en familiares de primero y segundo grado. El modelo usa las caracteristicas de
herencia mendeliana de estos genes incorporando la prevalencia y penetrancia basada en

1'%, Se ha distribuido licencia de uso

los resultados publicados por Iversen et a
aproximadamente a 1000 usuarios y forma parte de los paquetes disponibles a la venta
para consejo genético. En el aspecto clinico, BRCAPRO puede indicarse para establecer
la necesidad de un asesoramiento genético. El test tiene poco valor para aquellos
individuos cuya probabilidad de mutacion es escasa. El test serd generalmente
informativo y 1til para aquellas mujeres en las cuales la probabilidad de mutacién no es

extrema. Podriamos resumir que BRCAPRO seria util en dos situaciones:

-para discriminar a que pacientes se realiza el test
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-para sustituir el papel del test genético en determinadas situaciones.

El estudio histologico detallado de la pieza tumoral y la presencia de
caracteristicas biologicas diferenciales que pudieran ayudar a predecir la probabilidad
de ser portador de mutacion de BRCA 1 y BRCA 2 podrian ser ttiles junto con los

criterios clinicos personales y familiares utilizados en la actualidad.

La aplicacion de microarrays en la practica clinica podria ayudar a determinar
patrones bioldgicos de riesgo superior con una probabilidad elevada de portar mutacion
de BRCA 1 y BRCA 2, que modularian la probabilidad de los criterios clinicos

familiares actualmente en uso en las Consultas de Consejo y Asesoramiento Genético.

La aparicion en el futuro de nuevas técnicas de estudio genético menos
laboriosas y con menor coste serian la herramienta ideal para generalizar el estudio de
BRCA 1 y BRCA 2 entre las pacientes con cancer de mama / ovario y asi convertir el
estudio de mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en rutinario, al igual que ocurre hoy en

dia lo con la determinacion de receptores hormonales y c-erbB2.
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1- Se ha realizado por primera vez un estudio de mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en

2-

familias aragonesas con alto riesgo de cancer de mama / ovario basado en criterios

clinicos personales y familiares.

La frecuencia de mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 en la poblacioén aragonesa es
diferente a la observada en otras series recientes de pacientes de alto riesgo en

Espana y Europa.

La frecuencia de mutaciones de BRCA 2 es superior a la de BRCA 1 en la
poblacion aragonesa segun los resultados de nuestra serie, con un 19.35% de
mutaciones de BRCA 2 entre las pacientes estudiadas frente a 5.76% de mutaciones
de BRCAI. Esto difiere de las series de otras regiones del mundo, donde la

presencia de mutaciones de BRCA 1 suele ser superior a las BRCA 2.

La frecuencia de variantes si clasificar o de significado incierto de BRCA 1 y
BRCA 2 es superior a la de mutaciones patégenas de ambos genes en la presente
serie de pacientes aragonesas, identificandose variantes sin clasificar de BRCA 1 en

el 11.53% de las familias estudiadas y de BRCA 2 en el 22.58%.

Se han identificado 3 mutaciones diferentes de BRCA 1 y 6 mutaciones diferentes
de BRCA 2 en la presente serie de familias. Ninguna de ellas se repite en més de
una familia y ninguna de ellas ha sido descrita previamente en la poblacion

espafiola.
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Podemos considerar que la poblaciéon aragonesa no presenta mutaciones
fundadoras de BRCA 1 y BRCA 2, lo cual podria ser justificado por la gran
heterogenicidad de la poblacion de Aragdén, encrucijada de caminos y

migraciones historicas.

Las mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 se identificaron con mas frecuencia en el
grupo de familias con al menos tres casos de cancer de mama / ovario y uno de los

casos diagnosticados antes de los 50 afios.

La presencia en la historia familiar de algun caso de cancer de ovario incrementa la
posibilidad de ser portador de mutacion de BRCA 1, pero no de BRCA 2. Este
incremento se relaciona significativamente con el nimero de casos de cancer de

ovario en la familia.

Iniciado ya el siglo XXI, el estudio de mutaciones de BRCA 1 y BRCA 2 es
necesario para plantear medidas de prevencion y/ o diagnostico precoz en mujeres

portadoras.
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